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RESUMO

A tripanossomiase americana € uma zoonose causada pelo Trypanosoma cruzi
(T. cruzi). H4 16 a 18 milhdes de pessoas infectadas nas Américas, com mais
de 100 milhdes expostas ao risco de infecgéo, sendo considerada endémica na
Ameérica Latina. Além da transmissdo vetorial, ha também a transmisséo oral,
por transfusdo sanguinea e congénita (mae para filho). Os lactentes e as
criancas sdo tratados a partir de preparacdes extemporaneas do comprimido de
benznidazol 100 mg. O objetivo principal desta pesquisa € o desenvolvimento
de uma formulagcdo pediatrica liquida (suspenséo) e outra solida (comprimido)
para o tratamento da doenca de Chagas em lactentes e criancas. Foi avaliado
em laboratorio diferentes formas de manipular as preparacdes extemporaneas a
partir do comprimido de 100 mg do benznidazol e implicam em grande
variabilidade de dose administrada, sendo a preparagcdo, a partir da
pulverizacdo do pO, ajustada por peso, este ressuspenso em agua e
administrado com seringa dosadora, € a forma com menor variacdo. Foi
realizada a caracterizacdo fisico-quimica e do estado sélido do insumo
farmacéutico ativo benznidazol, os cristais apresentaram baixa solubilidade em
agua, nao apresentam polimorfos e é constituido por particulas finas. O estudo
de solubilidade realizado para o benznidazol definiu os meios de dissolucdo em
“condicdo sink”, sendo selecionado 0 meio composto por suco gastrico +
laurilsulfato de s6dio1%. No estudo de degradacéo forgada, o benznidazol, apos
30 dias, apresentou-se degradado na solucéo de peréxido a 3%. Este também é
sensivel a luz. Foi desenvolvido e validado o método indicativo para estudo de
estabilidade. Foram desenvolvidas as formulacbes de suspensdao de
benznidazol a 2% e o comprimido de benznidazol a 12,5 mg, utilizando os
estudos de planificagdo qualitativa e quantitativa de excipientes e
acompanhadas através dos parametros de controle de qualidade. As
formulacdes estdo em estudo de estabilidade acelerado e de longa duracéo. Os
resultados de estabilidade referente a 06 meses, fardo estas formulagbes
potenciais op¢des de tratamento da doenca de Chagas em lactentes e criangas
com garantia de precisdo de dose.

Palavras-chaves: Benznidazol, doenca de Chagas, for mulac¢des, criancas e

lactentes.



ABSTRACT

American trypanosomiasis is a zoonosis caused by Trypanosoma cruzi (T.
cruzi). There are between 16 to 18 million of infected people in the Americas
and over 100 millions are under risk of infection, being considered endemic in
the Latin America. Besides vector transmission it is still transmitted through
blood, oral and congenital transmission (mother to son). Tablets of Benznidazol
100mg have been administered untimely for children and lactating. The aim of
this work is develop a suspension as well as tablets to treat children and
lactating with Chagas. Different ways of preparation have been evaluated in
different labs, from Benznidazol 100mg tablets generating a large variability of
prepared dosages, however preparation through powder spraying, adjusted by
weight, resuspended in water, and administered by hypodermic syringe showed
a lower variation. The physical - chemical characterization was performed as
well as solid state study for the benznidazol raw material. The crystals showed
a low solubility in water, showed no polymorphes and composed of fine
particles. The solubility study performed for the benznidazol have defined the
medium of solution under “sink condition” and showed that gastric fluid +
sodium laurilsulfate 1% was  selected. After 30 days from the forced
degradation study for benznidazol, it had degraded into peroxide solution 3%. It
showed also to be sensitive to light. A method was developed and validated to
be significant for stability study. The developed formulations were benznidazol
suspension at 2% and benznidazol in tablets at 12,5 mg obtained from
qualitative and quantitative planning of excipients following the quality control
parameters. Formulations are still under accelerated stability and long term
studies. Stability obtained results after 6 months, will indicate that these
formulations can be potential alternatives for treatment of Chagas in children

and lactates at guaranteed accuracy dosages.

Key Words: Benznidazol, Chagas disease, formulation , children and
lactants.
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1. INTRODUCAO

A revolucéo da saude dos ultimos 30 anos produziu substanciais ganhos
em termos de expectativa de vida e avangcos sem precedentes na medicina,
mas deixou, de diferentes modos, a maior parte da populacdo mundial a
margem do interesse de mercado (MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).

As populagbes dos paises em desenvolvimento, cerca de 80% da
populacdo mundial, respondem por apenas 20% das vendas mundiais de
medicamentos. Para essas pessoas, o desequilibrio entre suas necessidades e
a disponibilidade de medicamentos é fatal (MEDICOS SEM FRONTEIRAS,
2001).

Quando ndo ha opcodes de tratamento, ou quando as opc¢des existentes
sdo inadequadas, uma doenca pode ser considerada “negligenciada” ou até
“extremamente negligenciada” em alguns casos. Alguns exemplos de doencas
negligenciadas sdo a malaria, a tuberculose, a tripanossomiase humana
africana (doenca do sono), a tripanossomiase humana sul-americana (doenca
de Chagas), a ulcera Buruli, a dengue, a leishmaniose, a lepra, a filariose
linfatica e a esquistossomose. Todas, salvo as duas primeiras, podem ser
considerados doencas extremamente negligenciadas. A negligéncia é resultado
de falhas do mercado e da politica publica. E necessario desenvolver
estratégias para tratar especificamente as doencas negligenciadas e
extremamente negligenciadas (MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).

Diversas pesquisas cientificas relacionadas a doenga de Chagas e a sua
quimioterapia tém sido publicadas em periddicos nacionais e internacionais
(URBINA, 2001; 2002; URBINA & DOCAMPO, 2003, CASTRO, 2006;
GUEDES, 2006). O interesse em realizar tais pesquisas cientificas tem
crescido significativamente no Brasil e em paises vizinhos em razdo do grande
namero de pessoas infectadas, aproximadamente 10 milhdes, das quais 90%
vivem em paises em desenvolvimento (SOARES SOBRINHO, 2007).

Em 1967, foi introduzida na terapéutica uma classe de farmacos mais
eficazes para o tratamento da doenca de Chagas, os nitrofuranos (BOCK,
1969). Entre estes, o nifurtimox revelou-se o mais efetivo. Em 1972, outro
farmaco foi introduzido na terapéutica, este, um derivado 2-nitroimidazolico
denominado de benznidazol, apresentou-se ainda mais eficaz para o
tratamento proposto (SCHOFIELD, 2006).
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Desde a década de 1980, o nifurtimox teve a sua comercializagdo
interrompida, primeiramente no Brasil e depois em outros paises da América do
Sul. Isso se deu em razdo da resisténcia apresentada pelas cepas e,
sobretudo, pelo desinteresse do laboratorio farmacéutico em continuar a
producdo de um medicamento n&o lucrativo (COURA, 2002).

A acgéo do benznidazol ndo envolve danos oxidativos. Seu mecanismo
de acdo ainda néo esta totalmente elucidado, portanto pode ser pelo estresse
redutivo, envolvendo a modificacdo covalente das macromoléculas em
intermediarios nitroreduzidos, ou por outras interacdes de nitroredu¢cdo com os
componentes do parasito (URBINA, 2003).

O benznidazol apresenta atividade significativa na fase aguda, com
curas parasitologicas de até 80% em pacientes tratados, sendo esta cura
definida como um resultado negativo para todos os testes parasitoldgicos e
sorologicos. Sua eficacia pode variar de acordo com a area geogréfica,
provavelmente em consequéncia das diferencas na susceptibilidade ao
farmaco entre diferentes cepas do T. cruzi (COURA, 1997). Entretanto, o uso
deste farmaco no tratamento da fase crbnica é controverso. Os efeitos
colaterais indesejaveis sdo o0 seu inconveniente principal. No tratamento com
benznidazol, as manifestacbes cutaneas sdo as mais notdrias
(hipersensibilidade, dermatite com erupc¢des cutaneas, edema generalizado,
febre, linfoadenopatia, dor articular e muscular) (CASTRO, 2006).

O benznidazol ¢é totalmente absorvido por via digestiva. As
concentracdes plasmaticas maximas sao alcancadas em 2 a 4 horas, o tempo
de meia-vida de eliminacdo plasmatica € de 12 horas e seus metabdlitos séo
eliminados rapidamente pela urina e pelas fezes (LAFEPE, 2006). Sua dose
diaria é de 5 a 7,5 mg/kg de peso corporal, devendo ser dividida em duas ou
trés tomadas. O tratamento deve ser mantido por 30 a 60 dias consecutivos,
durante a fase aguda, e por 60 dias durante a fase cronica. Criancas com
menos de 40 kg podem receber 7,5 mg/kg de peso corporal, durante 60 dias
(OPAS, 1999; CONSENSO BRASILEIRO EM DOENCA DE CHAGAS, 2005).

No primeiro semestre de 2001, as 20 empresas farmacéuticas de maior
faturamento bruto em todo o mundo foram objeto de uma pesquisa sobre suas
atividades recentes de desenvolvimento de medicamentos. Mesmo

demonstrando alguma atividade envolvendo doencas negligenciadas, a
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pesquisa indicou que o investimento do setor privado neste campo era minimo.
Nos ultimos cinco anos, nenhuma das empresas pesquisadas langou no
mercado alguma droga para qualquer das doencas extremamente
negligenciadas incluidas no estudo (MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).

A eliminagédo da diferengca nas taxas de mortalidade provavelmente
continuara sendo uma meta dificil de atingir, porque os esforcos em Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D) ndo visam muitas das doencas transmissiveis que
afligem os paises em desenvolvimento. Uma analise do desenvolvimento de
drogas ao longo dos ultimos 25 anos revela que apenas 15 novas drogas foram
indicadas para doencas tropicais e tuberculose. Essas doencas afetam
primordialmente as populacdes pobres e respondem por 12% da carga global
das doencas. Em comparacdo, 179 novas drogas foram desenvolvidas para
doencas cardiovasculares, que representam 11% da carga total de doencas
(MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).

A dependéncia pesada de uma industria multinacional e altamente
competitiva de drogas para gerar novos medicamentos deixou o0
desenvolvimento de drogas que podem salvar vidas ao sabor das forcas da
economia de mercado. Atualmente, o poder de compra € a principal forca na
definicdo das agendas de prioridades de pesquisa, 0 que significa que as
necessidades de saude das populacdes pobres ndo vem sendo atendidas
(MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).

Esta falha ndo recai exclusivamente sobre os ombros do setor privado.
Os governos tém a responsabilidade final de assegurar o atendimento das
necessidades basicas de saude das pessoas. Eles tém a responsabilidade de
tomar as acdes apropriadas quando as forcas de mercado deixam de atender
tais necessidades (MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).

A busca por uma terapia medicamentosa adequada ao tratamento da
doenca de Chagas continua a ser um desafio para muitos pesquisadores desde
a descoberta da moléstia em 1909. Um século se passou, diversas moléculas
foram sintetizadas e estudadas. Pesquisas promissoras apontam novas
moléculas com atividade terapéutica anti-Trypanosoma cruzi e baixos efeitos
toxicos, entretanto ainda ha um grande caminho a ser percorrido para que a
comunidade cientifica e as industrias farmacéuticas tornem disponiveis no

mercado consumidor novos medicamentos seguros e eficazes. Cabe ainda
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ressaltar a possibilidade de uma melhor vetorizacdo do principio ativo
atualmente utilizado no combate & doenca de Chagas, o benznidazol, de modo
que sejam oferecidas aos pacientes alternativas mais eficazes, seguras e
adequadas ao tratamento da doenca.

Assim, o Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos (LTM)/UFPE e o
Laboratério Farmacéutico de Pernambuco “Governador Miguel Arraes”
(LAFEPE) vém contribuindo para a pesquisa e o desenvolvimento de sistemas
de vetorizacdo, como as dispersdes solidas, comprimido de liberacéo
prolongada, além de formas pediatricas do comprimido e da suspensédo de
benznidazol, com o fim de ampliar as alternativas terapéuticas para o combate
a doenca de Chagas. Esta pesquisa € um dos passos para disponibilizacdo de
um melhor tratamento, também deve ser considerado que as apresentacgoes,
sdo propostas inéditas e garantirdo uma maior seguranca a terapia ja utilizada.

As formulacdes pediatricas foram parte ativa da participacdo da DNDi
(sigla em inglés, Drugs for Neglected Diseases Initiative) neste projeto, com

contribuicdes técnico-cientifica e financeira.
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas negligenciadas tais como leishmaniose, doenca do sono,
doenca de Chagas e malaria tém impacto devastador sobre a humanidade.
S&o doencas tropicais e infecciosas. Contudo, estas doencas tém sido
progressivamente marginalizadas nas decisbes dos programas de pesquisa
entre o publico e o privado, essencialmente porque as populacdes sdo pobres
e nao oferecem retorno lucrativo as industrias farmacéuticas para investir em
pesquisa e desenvolvimento.

Na doenca de Chagas merecem importdncia sanitaria as vias de
transmissao vetorial, transfusional e transplacentaria e por transplante de
orgaos. Por quaisquer das vias que se tenha adquirido a infeccdo, a mesma
apresenta sucessivamente, em geral, uma fase aguda (aparente ou inaparente)
e uma fase crdnica (indeterminada assintomatica, ou sintomatica tardia
cardiaca e/ou digestiva). E importante o seguimento clinico dos infectados, por
longo periodo, para conhecer a histéria natural desta enfermidade, também é
importante o seguimento prolongado em pacientes que tenham recebido
quimioterapia tripanocida.

Nos anos 1982 e 1983 nao existiam recomendacdes sobre o tratamento
em chagasicos cronicos e a experiéncia em adultos mostrava que estes, pos-
tratamento, continuavam sorologicamente positivos. Em 1983, as Normas em
Argentina indicavam que a infeccdo chagésica so6 tinha possibilidade de cura
quando se fazia o tratamento antiparasitario especifico no inicio da mesma
(fase aguda). Porém, nos recém-nascidos (RN) com infeccéo transplacentaria
tem-se observado que o tratamento produz negativacdo sorolégica e
parasitolégica, ainda nos tratamentos iniciados ap0s os dois anos de ter sido
diagnosticada a infeccao, ja superada a fase aguda.

Publicacdes cientificas citam ainda que criancas infectadas negativaram
sua sorologia apés tratamento antiparasitario especifico, e confirmam que a
probabilidade de cura € maior quanto menor € a idade do paciente tratado. Nao
h& formulacdo pediatrica para realizagdo destes tratamentos, estes séo
realizados a partir do comprimido de benznidazol 100 mg.

Segundo a Organizacao Mundial de Saude, cerca de 16 a 18 milhdes de

pessoas sdo portadoras da doenca de Chagas. Estima-se, atualmente, que 5%
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da populacdo, no Brasil, constituem-se de doentes, representando um numero
aproximado de 8 milhdes de chagéasicos. Segundo o Ministério da Saude o
namero de internacdes pela doenca de Chagas vem decrescendo devido a
melhoria nas condi¢des habitacionais.

No entanto, apesar deste contexto encontrado no Brasil, outros paises
da América Latina, como Bolivia, Argentina, Venezuela apresentam numeros
ainda em crescimento, principalmente pela transmissédo congénita e atraves da
transfusdo sanguinea. Além disso, com as emigracdes para os Estados Unidos
e Europa ja se identifica a doenca de Chagas nestes outros continentes.

Neste cenério social e politico o LAFEPE juntamente com o LTM/UFPE
propde o desenvolvimento de formas farmacéuticas a base de benznidazol

para tratamento da doenca de Chagas infantil.

10
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de formas farmacéuticas pediatricas (suspensdo e

comprimido) a base de benznidazol para tratamento da doenca de Chagas.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a variabilidade das preparacdes extemporaneas a partir do
comprimido de benznidazol 100 mg administrados em criangas;

Estudar a caracterizacéo fisico-quimica e o estado sélido do benznidazol
(insumo framacéutico ativo — IFA) para proposta de desenvolvimento de
outras formas farmacéuticas (comprimido e suspensdo pediatrica),
proporcionando a transferéncia de tecnologia do farmoquimico com
qualidade e seguranca;

Desenvolver a forma farmacéutica liquida, suspensao de benznidazol a
2%;

Desenvolver a forma farmacéutica sélida, comprimido de benznidazol
12,5 mg;

Desenvolver e validar método espectrofotométrico para dissolucdo da
forma farmacéutica solida;

Definir um estudo comparativo de perfil de dissolugdo frente ao
medicamento desenvolvido;

Definir e otimizar o processo de fabricacdo dos produtos desenvolvidos
em escala industrial (transposi¢cao: bancada — piloto — industrial);
Desenvolver e validar método analitico por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia para estudo de estabilidade, realizacdo ensaios de
degradacéo forcada do ativo, suspensao e comprimido;

Realizar o estudo de estabilidade nos modelos acelerado e longa
duracdo, segundo a RE n° 1/2005 (ANVISA) para selecdo do
acondicionamento primario e definicdo da composicdo para as diferentes

formas farmacéuticas propostas.
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1 A TRIPANOSSOMIASE AMERICANA

A tripanossomiase americana €é uma zoonose causada pelo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude existem 16 a 18 milhdes de pessoas infectadas nas Américas (WHO,
1991), com mais de 100 milhdes expostas ao risco de infec¢cao (WHO, 1997),
desde o México, ao norte, até a Argentina e Chile, ao sul (SOSA ESTANI,
1998). Na Argentina, ha aproximadamente 2,3 milhdes de pessoas infectadas
com o T. cruzi. Todavia, como a enfermidade enzoética, a tripanossomiase
americana tem uma difusdo mais ampla que a infec¢gdo humana. E endémica
na Ameérica Latina (COURA, 2002).

Chrges Disasse

W Chagsr Fudemic Caminies

Figura 01: Mapa de distribuicdo da doenca de Chagas, exclusiva no Hemisfério
americano

Fonte: http://www.ipec.fiocruz.br/pepes/dc/dc.html

A maior parte dos casos de infec¢cdes dos seres humanos, ou de outros
vertebrados, é produzida pelo contato da pele ou de mucosas com fezes ou
urina de insetos hematéfagos contaminados por T. cruzi: os triatomas. Apesar
de haver mais de 100 espécies de triatomas, somente uma dezena de espécies
tem importancia epidemiolégica como origem regular de infeccdo humana
(SCHOFIEL, 1987; WHO, 1991).

A doenga é transmitida pelo vetor triatomineo, via transfusdo e via
transplacentéaria. O curso da infeccdo inclui a fase aguda (Qque compreende até

seis meses apoés a infeccdo), a fase indeterminada (sem sintomas) e a fase
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crénica, na qual 30% dos pacientes apresentam evidéncias clinicas de doencgas
do coracdo ou megavisceras (SOSA ESTANI, 1998).

4.2 AGENTE ETIOLOGICO/CICLO EVOLUTIVO

E provavel que, em diferentes tempos e por diferentes ramos, entre 0s
insetos hemipteros da familia Reduviidae, os hematéfagos tenham evoluido
dos predadores. Esses hematéfagos, com a probdscida especializada para a
succdo sanguinea, foram agrupados na subfamiilia Triatominae, onde estao 0s
vetores do T. cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas (BRENER, 2000).

Os elementos vetores, isto €, que fazem o elo entre o reservatério ou
mesmo um animal suscetivel e o novo hospedeiro, sdo artropodes alados,
hematofagos (MALTA, 1996).

O ciclo evolutivo do T. cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando
formas tripomastigotas e epimastigotas eliminadas nas fezes e urina do inseto
vetor, sdo inoculadas na pele ou mucosas do vertebrado. A forma
tripomastigota pode potencialmente penetrar em qualquer tipo celular
encontrado no local e ai se desenvolver, exceto em neutrofilos e eosindfilos.
Por sua vez, as formas epimastigotas sdo fagocitadas no local e rapidamente
digeridas (BRENER, 2000).

Logo apOs a penetracdo na célula, a forma tripomastigota pode ser
encontrada no interior de um vacuolo, chamado de vacuolo parasitéforo.
Imediatamente, inicia-se um processo de transformacdo para a forma
amastigota e, parece que, simultaneamente, a destruicdo da membrana do
vacuolo. Ap6s algum tempo, a forma amastigota encontra-se livre, em contato
direto com as estruturas citoplasmaticas da célula do hospedeiro. Cerca de 35
horas, inicia-se um processo de divisdo celular binaria, que prossegue por
vérios dias. O tempo de geracéo € de aproximadamente 14 dias. Apds cerca de
5 dias, inicia-se um processo sincronico de transformacdo das formas
amastigotas em tripomastigotas, passando por um estagio intermediario. Logo
adquirem um flagelo, e com movimento intenso promovem a ruptura da célula.
Assim, podem infectar outras células, atingirem a corrente circulatoria e
distribuir-se por todo o organismo (BRENER, 2000).

O ciclo biolégico do T. cruzi no hospedeiro invertebrado tem inicio

7

guando o sangue de animais infectados € ingerido durante o repasto
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sanguineo. Ao chegar ao estdmago, a forma tripomastigota se transforma
gradualmente em formas arredondadas, algumas com um longo flagelo colado
ao corpo e outras com um curto flagelo, chamadas de esferomastigotas. Em
seguida, os parasitos migram para o intestino, onde se multiplicam como
formas epimastigotas, o que pode ser observado cerca de 25 horas apés
repasto sanguineo. Posteriormente, migram para a parte mais posterior do
intestino, atingindo o reto, e transformam-se em tripomastigotas, que sao
eliminados junto com as fezes e urina do triatomineo (BRENER, 2000).
Concluindo-se o ciclo.

A reacdo inflamatoéria gerada pela presenca do parasita, desencadeia
um processo de tentativa de regeneracdo — fibrose, mais frequentes no
miocardio e no sistema nervoso. Desenvolve-se a resposta imune do
hospedeiro. Os pacientes que sobrevivem a fase aguda da doenca (90% dos
casos) tém seus sintomas atenuados e entram em um periodo de laténcia ap6s
um tempo meédio de 2 a 4 meses. A transmissdo da doenca ocorre
principalmente pelo vetor (80 a 90%), transfusdo sanguinea (5 a 20%) e
congénita (0,5 a 8%) (COURA, 2002).

Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi

transforman e amastigolas

o O inseclo pica ¢ defeca 4o mesino tempo. O - e O= tripomastigotes irvadem células onde g2
i

Os tripanossomas entio multiplicam-g+ dentro das
irvademm novas céulss erq CElulss assexualmente
regides diferentes do

cotpo que invadem ¢ onds

s¢ multiplhicam como

amastipolas

Multiplicam-se

Tripanomastigotes
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Figura 02: Ciclo evolutivo da doenca de Chagas
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4.3 QUADRO CLINICO
4.3.1 Fase aguda
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A fase aguda da doenca de Chagas compreende os fendmenos clinicos
que se estabelecem nos primeiros meses de infeccado (dois a quatro) e, do
ponto de vista laboratorial, delimita-se, imprecisamente, pela demonstracdo do
parasito no sangue por meio de exame indireto (LARANJA, 1953).

O periodo de incubacdo, de acordo com as observagdes feitas no
homem e em animais de laboratério, varia entre 4 e 10 dias, tempo necessario
para o0 desenvolvimento de uma ou duas geracfes de parasitos,
respectivamente (BRENER, 2000).

Na maioria das vezes, o periodo inicial da infeccdo ndo é identificado,
uma vez que existe um flagrante contraste entre a elevada prevaléncia de
casos cronicos e a pequena incidéncia de casos agudos. Ocorre que, com
frequéncia, o quadro clinico € oligossomatico, principalmente em adultos, ndo
sendo valorizado pelo paciente, que deixa de procurar recursos médicos e, se
0S procura, a hipétese diagndéstica nédo é lembrada (BRENER, 2000).

As maiores casuisticas sobre a fase aguda mostram predominio
absoluto dos casos na primeira década de vida, especialmente do primeiro ao
quinto ano (BRENER, 2000).

Clinicamente, a infeccdo chagésica se inicia com um conjunto de
manifestacdes, variaveis em freqiéncia e intensidade, formadas pelo sinal de
porta de entrada da infeccéo, sintomas gerais e alteracfes sistémicas. A porta
de entrada da infeccdo pode ser aparente ou inaparente. Quando aparente,
pode ser ocular (sinal de Romana) na figura 03 ou cutanea (chagoma de
inoculacdo). Como sintoma geral e de aparecimento precoce destaca-se a
febre, geralmente pouco elevada, acompanhada de mal-estar geral, cefaléia,
astenia e hiporexia. As manifestacoes de comprometimento cardiaco séo as de
uma miocardite difusa, de intensidade n&o encontrada em nenhuma outra
doenca humana, geralmente acompanhada de pericardite serosa e, as vezes,
de certo grau de endocardite (BRENER, 2000).
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Figura 03: Sinal de Romana
Fonte: http://www.ipec.fiocruz.br/pepes/

4.3.2 Fase indeterminada

O portador da forma indeterminada da doenca de Chagas caracteriza-se

classicamente por apresentar sorologia e/ou xenodiagnostico positivo para a
doenca, na auséncia de manifestagbes clinicas, quer sejam cardiacas,
digestivas ou nervosas, assim como pela auséncia de alteragdes
eletrocardiogréaficas e radiolégicas do coracdo e do tubo digestivo (MALTA,
1996).

Nesta fase da doenca, encontram-se aqueles que tiveram a fase aguda
caracterizada clinica e laboratorialmente e nos quais as manifestacfes
desapareceram. Naqueles com forma inaparente, admite-se que a forma
indeterminada corresponderia ao periodo que medeia entre a primeira infeccao
e 0 aparecimento das manifestacdes na fase cronica (MALTA, 1996).

Sendo assim, a importancia da forma indeterminada da doenca de
Chagas é primordialmente epidemiolédgica: estima-se que cerca de 50% dos
infectados chagasicos apresentem essa forma de doenca. Embora
reconhecendo que o prognostico destes pacientes seja favoravel, sabe-se que
2 a 5% desses individuos podem evoluir, a cada ano, para formas
determinadas da doenca (MALTA, 1996).

4.3.3 Fase cronica

A fase digestiva da doenga de Chagas tem como base fisiopatolégica as

alteracdes da motilidade do tubo digestivo, do eséfago ao célon, decorrentes
da destruicdo das células nervosas dos plexos intramurais, que ocorre

principalmente no periodo inicial da infeccdo chagasica. Inclui também o
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comprometimento da vesicula biliar, do hepatocolédoco e das glandulas
salivares (MALTA, 1996).

Na Argentina e no Chile, esta forma digestiva é mais comum que a
cardiaca, sendo infrequente nos paises situados acima da linha equatorial. O
Brasil € o pais com maior prevaléncia de megaes6fago chagasico, em
particular na regido central em areas dos estados de Goias, Minas Gerais e
Sao Paulo. No Nordeste, € em Pernambuco que se observa a maior frequéncia
de megaesodfago e megacolon (MALTA, 1996).

A forma nervosa da doenca de Chagas foi pouco evidenciada por

estudiosos. A agressao ao sistema nervoso central ou periférico podera ocorrer
tanto na fase aguda como na cronica da doenca. A fase aguda é caracterizada
por um estado infeccioso onde a febre esta presente, estando também
registrada a presenca de convulsdes, tendo um quadro geral de
menigoencefalite. S&o processos inflamatdrios multifocais, ao nivel do sistema
nervoso central, constituidos por conglomerados de formas amastigotas do
T.cruzi (MALTA, 1996).

A forma nervosa crbénica da doenca de Chagas, negada por varios

pesquisadores e considerada impossivel de diagndstico por outros, vem, nos
altimos anos, evidenciando-se como uma entidade nosolégica bem definida,
possivel de ser diagnosticada e avaliada (MALTA, 1996).

Assim, Collares-Moreira (1925) apresentou o estudo de 10 casos
humanos da forma nervosa cronica da doencga, tecendo numerosos
comentarios relativos as alteracbes da motricidade, da coordenacdo, do
psiquismo e de manifestacdes de natureza convulsiva (MALTA, 1996).

Romafna (1947) descreveu o0s quadros clinicos de trés pacientes
chagésicos cronicos, oligofrénicos, com paresias espasticas semelhantes na
sua opinido, as descricdes classicas de Carlos Chagas. Mello e Mello
estudaram um caso de hemiplegia espastica infantil, em paciente
comprovadamente chagasica.

A cardiopatia chagasica cronica constitui forma clinica tardia da infec¢éo
pelo T. cruzi resultando de dano no miocéardio progressivo consequente a
incessante miocardite fibrosante. Em torno de 30% dos individuos soropositivos

desenvolvem alguma forma de expressdo de doenca crbnica cardiaca, e em
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cerca de 30% desses, as manifestacbes clinicas serdo significativas,
associando-se a morbidade e mortalidade (BRENER, 2000).

Figura 04: Complicacfes crbnicas da doenca de Chagas

Fonte: http://www.ipec.fiocruz.br/pepes/dc/dc.html

4.4 TRATAMENTO

Os primeiros compostos experimentalmente testados para o tratamento
da doenca de Chagas, logo apds sua descoberta por Carlos Chagas em 1909,
foram fucsina, cloreto de mercurio e o tartarato de potassio antimonial
empregados experimentalmente por Mayer e Rocha Lima (1912, 1914) e todos,
sem resultados efetivos. Até a publicacdo do “Manual de Doencas Tropicais e
Infecciosas” de Carlos Chagas e Evandro Chagas (1935) “ndo havia tratamento
especifico para a tripanosomiase americana. Drogas com atividade
tripanomicida tinham sido testadas por grande nimero de pesquisadores, mas
sem sucesso”, afirmavam os autores (COURA, 2000).

O tratamento etioldgico da doenca de Chagas foi iniciado em 1930 por
Salvador Mazza, que usava um derivado de quinolina (Bayer 7602 — Cruzon —
UK) (SOSA ESTANI, 1998). Foi considerado por Brener (1968), que os
compostos testados entre 1912 e 1962, tinham um efeito supressivo da
parasitemia, mas ndo curava. O benznidazol é indicado na fase aguda de
infeccbes do T. cruzi recente, em criancas menores que trés anos (COURA,
2000).

Segundo os requerimentos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a
droga ideal para o tratamento da doenca de Chagas deve contemplar o
seguinte: i) cura parasitolégica da fase aguda e cronica; ii) efeito em dose Unica

ou poucas doses; iii) acessivel ao paciente, em outras palavras, com baixo
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custo; iv) sem efeitos colaterais ou teratogénicos; v) sem necessidade de
hospitalizagéo para tratamento; vi) ndo induzir a resisténcia (COURA, 2000).

Desde o fim da década de 1960 e comeco dos anos 70, duas drogas
foram usadas para o tratamento da doenca de Chagas: nifurtimox e
benznidazol (COURA, 2000).

O benznidazol é um 2-nitroimidazol [N-benzil-2-nitroimidazol acetamida,
atualmente é registrado e também comercializado na forma de comprimido de
100 mg pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco “Governador
Miguel Arraes” (LAFEPE). Este foi desenvolvido pela Roche®.

Seu mecanismo de agéo envolve ligagao covalente ou outras interacdes
de intermediarios de nitroreducdo com o0s componentes do parasito, ou
ligacdes do DNA, lipideos e proteinas (COURA, 2000).

A farmacocinética de dose Unica, realizada em 06 voluntarios sadios,
apos administracdo de 01 comprimido de benznidazol de 100 mg, resultou em
uma rapida absorcéo, com niveis de picos plasmaticos de 2,2 a 2,8 ug/mL apos
3-4 horas. Foi verificado pequena variacao interindividual e a forma da curva
indicou que a cinética tem um modelo de um Unico compartimento. O tempo de
meia-vida de eliminacdo médio foi de 12 horas. A biodisponibilidade relativa
comparando a administracdo oral e a administracdo de uma solucdo de
benznidazol foi em média de 91,7% (RAAFLAUB, 1979).

A toxicidade do benznidazol é referenciada baseando-se na incidéncia
de reacgOes adversas durante o periodo de tratamento. Pontes (2010) publicou
que dos 32 pacientes em tratamento com o benznidazol, apenas quatro
(12,5%) nao apresentaram reacdes adversas, contra 28 (87,5%) que
apresentaram algum tipo de reacdo adversa em algum momento do
tratamento, 25% tiveram o tratamento suspenso e 75% dos pacientes
finalizaram o tratamento. Foram identificados, 20 tipos diferentes de reacgdes
adversas. Os sintomas relatados com maior frequéncia pelos pacientes foram
pruridos em (50%), parestesia (43,8%), astenia (37,5%), rash cutanea (31,3%)
e descamacdo da pele (25%). O sistema dermatolégico foi o0 mais afetado
correspondendo a 35% dos sintomas, seguido pelo sistema nervoso central e
periférico com 22% dos relatos de sintomas.

Os resultados obtidos do tratamento com o benznidazol varia de acordo

com a fase da doenca de Chagas, o periodo de tratamento e a dose, a idade e
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a origem geogréfica dos pacientes. Bons resultados tém sido obtidos na fase
aguda, em infec¢Oes cronicas recentes (em criancas abaixo de 12 anos),
infeccbes congénitas e em acidentes laboratoriais. Para o tratamento da fase
aguda e casos congénitos € recomendado de 5 a 7,5 mg/Kg/dia de benznidazol
durante 30 a 60 dias (OPAS/OMS, 1999). Para infec¢cOes cronicas recentes
(criangas abaixo de 12 anos) ou individuos infectados nos dltimos 10 anos, o
tratamento deve ser feito com 5 mg/Kg/dia de benznidazol durante 30 a 60
dias. No caso de infeccdo acidental, o tratamento deve ser iniciado
imediatamente e finalizado somente apds 10 a 15 dias consecutivos. Em casos
de infeccéo crénica sem manifestacdo clinica ou com manifestagdes cardiacas
ou digestivas brandas, o tratamento deve durar 60 a 90 dias, de acordo com a
tolerancia a droga, com o objetivo de prevenir ou reduzir a evolucédo da doenca
de Chagas para formas mais severas, um fato que nado é definitivamente
comprovado (COURA, 2000).

Nos anos 1982 e 1983 nao existiam recomendacdes sobre o tratamento
em chagasicos cronicos e a experiéncia em adultos mostrava que estes, pos-
tratamento, continuavam sorologicamente positivo. Em 1983, as Normas na
Argentina indicavam que a infeccdo chagésica so6 tinha possibilidade de cura
quando se fazia o tratamento antiparasitario especifico no inicio da fase aguda.
Porém, nos recém-nascidos (RN) com infeccdo transplacentaria tem-se notado
que o tratamento produz negativacdo soroldgica e parasitolégica, mesmo nos
tratamentos iniciados ap6s dois anos de ter sido diagnosticada a infecgéo, ja
superada a fase aguda (STREIGER, 2004).

Entre as décadas de 1970 e 1980, na Argentina, comecaram os estudos
epidemioldgicos transversais e longitudinais sobre a infeccdo chagasica em
amostragem em adultos (setores laborais, gravidas) e de criancas (ao ingressar
na escola, recém-nascidos de mae chagasica e filhos — ndo recém-nascidos -
de mée infectada). Num grupo de criancas se fez tratamento antiparasitario
especifico. Em 1993, apresentaram-se 0s primeiros resultados a quimioterapia
especifica em criangas com infec¢do chagasica que ndo estavam no periodo
agudo. Estes, mostraram que 63% das criangas infectadas negativaram sua
sorologia trés anos e meio apos ter finalizado o tratamento especifico,
administrado entre 30 e 60 dias, e que quanto menor era a idade da crianca,
mais cedo se obtinham esses resultados (STREIGER, 2004).
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Foi a partir deste trabalho, que outros estudos em criangas foram
realizados com publicacbes e resultados similares. Isto levou a fazer
modificacdes nas normas de atencédo ao infectado chagasico na Argentina e
por consenso de especialistas sobre as doses recomendadas dos farmacos no
Brasil (ARGENTINA, 1993; ARGENTINA, 1998; AMARO NETO, 1999; SOSA
ESTANI, 1999; WHO, 2002).

4.3 PESQUISAS CIENTIFICAS UTILIZANDO O BENZNIDAZOL EM
CRIANCAS CHAGASICAS

Sosa Estani (1998) publicou um estudo, o qual avaliava a eficacia e

tolerancia do tratamento especifico em criancas na fase indeterminada da
infeccéo por Trypanosoma cruzi.

- As criangas foram tratadas com benznidazol na dose de 5 mg/Kg/dia
durante 60 dias e acompanhadas durante 48 meses. As criancas
tratadas mostraram uma diminuicdo significativa no anticorpos contra o
T. cruzi. Apos 04 anos de acompanhamento, 62% das criancas tratadas
foram soro-negativas para o T. cruzi. O xenodiagndstico apos 48 meses
de acompanhamento foi positivo para 4,7% das criancas tratadas pelo
benznidazol. Estes resultados mostraram a tolerAncia e eficacia do
benznidazol contra T. cruzi em criangas soropositivas com idade entre 6

e 12 anos.

Altchech (2003) apresentou em um trabalho cientifico, resultados valiosos
demonstrando que 97% dos recém-nascidos sao curados, quando tratados nos
primeiros meses de vida. Neste estudo, relataram que varios trabalhos citam
que 2-7% dos recém-nascidos de maes infectadas adquirem o parasito na
gravidez.

- Todos os pacientes completaram o tratamento com o benznidazol (5-8

mg/Kg diariamente), em duas a trés doses diarias durante 60 dias.
Estes tiveram sua sorologia negativa em diferentes periodos apés o
tratamento. O critério para identificar a negativacdo poés-tratamento,
diz que o individuo tratado ndo deve possuir parasitos, nem restos de
antigenos que estimulem o sistema imune. O momento desta

negativacdo esta relacionado com o tempo de evolucdo da infeccao
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prévia ao tratamento. Os recém-nascidos em fase aguda (vetorial ou
transplacentaria) negativam a sorologia entre 2 e 12 meses poés-
tratamento.

O artigo também cita que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
sugere o tratamento a todos os individuos com enfermidade de

Chagas, independente do estado da infeccéo.

Marques (2003) realizou um estudo conduzido em Santa Maria — RS

durante o periodo de 1997 a 2000, para determinar a eficacia e a seguranca do

benznidazol no tratamento de 48 criancas (com idade média de 10,2 anos) com

doenca de Chagas indeterminada.

Todos os pacientes foram tratados com benznidazol (5-10 mg/Kg
diariamente) e acompanhados por 24 meses. Durante o0
acompanhamento, os efeitos toxicos foram analisados através de
exames hematologicos, exames das funcdes hepatica e renal e
avaliacao clinica. Apos dois anos, 18,75% dos pacientes tratados foram
soro-negativos. Dois pacientes haviam descontinuado o tratamento,
devido aos efeitos colaterais, que cessaram apds suspensao do
tratamento. Menores efeitos colaterais foram relatados por menos de
60% dos pacientes, nenhuma toxicidade foi detectada.

Foi concluido que 60 dias de tratamento com o benznidazol foi efetivo e
bem tolerado no tratamento de infeccbes do T. cruzi em pacientes

soropositivos com idade abaixo de 18 anos.

Streiger (2004) publicou que durante a realizacdo de um estudo longitudinal

na Argentina, em criangcas com doenca de Chagas crbnica, foi identificado o

seguinte cenario:

Os antecedentes epidemiol6gicos mostravam que as criancas passaram
por processos de migracdo, habitavam moradias precarias e tinham
maes soropositivas. Em 81% das criancas, n&o foi identificada a
ocorréncia de transfusdo sanguinea. Ja para 65% destas, houve
exposicdo a mais de um fator de risco. Em 68% das criancas, suas

maes apresentaram sorologia positiva para doenca de Chagas.
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Para 74% das criangas o tratamento recebido foi ambulatorial
supervisionado e 51% destas, foram acompanhadas por mais de 04
anos.

Os dados obtidos confirmaram que a probabilidade de cura é maior
quanto menor é a idade do paciente tratado. Para criancas tratadas
entre 01 e 06 anos, a estimativa para o tempo de desaparecimento dos
anticorpos anti-T. cruzi, foi levantado pela mediana de 3 anos e 6
meses; ja para aquelas com idade entre 07 e 14 anos, foi de 08 anos.
Pode-se concluir baseando-se nesta, e em outras experiéncias, que o
tratamento especifico disponivel, ainda que distante do ideal, confere
beneficios concretos para as pessoas de pouca idade infectadas pelo T.

cruzi.
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5. AVALIACAO DE PREPARACOES “EXTEMPORANEAS” DE
BENZNIDAZOL USADAS PARA O TRATAMENTO PEDIATRICO DA
DOENCA DE CHAGAS

5.1 INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi) € transmitido primariamente pelo vetor,
transfusdo sanguinea e durante a gravidez, acometendo pessoas em toda a
Ameérica Latina (figura 01). Um progresso notavel tem sido observado nos
ultimos 15 anos no controle da transmissao vetorial através do Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus e também ja se encontra consolidado, em alguns
paises, o controle da transmissdo por transfusdo sanguinea do T. cruzi. E fato
também que o controle da transmissdo congénita assim como o diagndéstico
etiolégico e tratamento da populacdo jovem estdo sendo ampliados largamente
(PAHO, 2002).

Figura 01: Mapa da distribuicdo geografica da transmisséo vetorial do Triatoma
infestans na América Latina
Fonte: PAHO/WHO, Program on Communicable Diseases

Disponibilizar uma forma de dosagem especial de medicamentos &
essencial quando estes sdo administrados a lactentes e criangas. Alguns
farmacos que estes pacientes necessitam ndo estdo disponiveis
comercialmente na sua forma de dosagem adequada. Estas sé&o preparadas
extemporaneamente e individualmente para o paciente pediatrico. As
propriedades fisicas e quimicas devem ser consideradas neste caso. Contudo,
faltam os estudos de estabilidade, biodisponibilidade, farmacocinética,

farmacodinamica, eficacia e tolerabilidade (NAHATA, 2008).
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A necessidade de tais dados vai continuar, porque € improvavel que
todas as drogas aprovadas para os adultos também seja indicado
simultaneamente para administracdo em lactentes e criancas. Apresentacoes e
publicacdes sobre formulacdes de drogas estaveis irdo oferecer oportunidades
para 0s pacientes pediatricos receberem o0s medicamentos em doses
desejadas com mais eficacia e seguranca (NAHATA, 1999).

Centenas de diferentes formulacdes podem ser preparadas dependendo
da situacéo, seja em uma farmacia de hospital, seja em um lar, acompanhado
de profissional ou pelo responsavel (NAHATA, 2008).

S6 recentemente o problema dos medicamentos néo-licenciados ou
padronizados para criangcas comecou a receber a atencdo das autoridades
sanitarias, mesmo em paises desenvolvidos. Nesse sentido, nos EUA, medidas
regulatérias da Food and Drug Administration vém buscando, desde a década
de 90, com sucesso parcial e questionado, motivar economicamente a industria
farmacéutica a suprir as caréncias de medicamentos necessarios e adequados
para uso em criancas (COSTA, 2009b).

Por sua vez, a European Medicines Agency (EMEA) estabeleceu no
inicio de 2007 um conjunto de medidas envolvendo uma regulacéo especifica
para o registro de medicamentos de uso na infancia e incentivos a pesquisa
clinica e ao desenvolvimento de medicamentos de uso pediatrico. No ambito do
Reino Unido, também tem sido adotada pelas autoridades sanitarias uma
politica especifica envolvendo medidas regulatérias, estruturacdo de uma rede
de pesquisa sobre medicamentos para criancas e desenvolvimento de um
formulario terapéutico especializado (British National Formulary for Children,
BNFC) (COSTA, 2009b).

J& em termos globais, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lancou,
em 2007, a primeira lista de medicamentos essenciais para criangas,
acompanhada de um levantamento das necessidades de pesquisa nessa area,
e de uma campanha cujo slogan, Make Medicine Child Size, chama a atencé&o
mundial para essa questao (COSTA, 2009b).

No que se refere ao Brasil, o pais ainda ndo tem uma regulacao
especifica para registro e uso de medicamentos em criangcas, como também
carece de uma politica de estimulo a pesquisa clinica em pediatria (COSTA,
2009b).
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Aqui, alguns estudos evidenciam a relevancia do problema,
particularmente no contexto hospitalar, onde o uso de medicamentos né&o
licenciados ou ndo padronizados para criancas, € uma realidade (COSTA,
2009a).

As iniciativas que vém sendo desenvolvidas nos Estados Unidos, Europa
e Austrélia para aumentar a disponibilidade de medicamentos desenvolvidos
para criancas sao importantes, porém seu impacto na pratica clinica ainda é
muito limitado (COSTA, 2009a).

No que se refere a caréncia de formulagbes apropriadas para uso
pediatrico, a prescricdo de adaptacdes de forma ou formulacdo especifica para
adultos ou para criancas de outro subgrupo etério, traz riscos de inexatiddo da
dose, contaminacdo durante a manipulacdo, perda de estabilidade,
incompatibilidades e interacdes. A existéncia de formas farmacéuticas
apropriadas facilita a administracdo e o cumprimento dos tratamentos e evita
perdas desnecessarias, reduzindo os custos em saude (COSTA, 2009a).

Uma formulacao ideal teria facilidade de preparo pelo farmacéutico e de
administracao pela enfermagem, concentracdo e volume suficientes para
obtencdo da medida ou da dosagem necessaria, sabor agradavel e dados
cientificos que respaldassem o preparo e a determinacédo do prazo de validade
(COSTA, 2009a).

Preparacdes liquidas sdo as mais adequadas para uso em criangas,
devido a facilidade de ajuste das doses e das caracteristicas organolépticas,
bem como pela facilidade na degluticdo e administracdo. Entretanto, essa néo
€ a realidade da pediatria, dada a caréncia de formas liquidas, o que se
verifica, mais frequentemente, é a adaptacdo de formas farmacéuticas sélidas
para liquidas e a prescricdo de formulagfes magistrais (COSTA, 2009a).

A Unica formulagdo em uso para o tratamento da doencga de Chagas, é o
benznidazol comprimido 100 mg (BZN), que necessita de ajustes de posologia
para administracdo na grande maioria da populacao pediatrica.

Esta etapa da pesquisa tem como objetivo avaliar a variabilidade do teor
de benznidazol nas preparacbes “extemporaneas” atualmente utilizadas por
servicos e programas de controle da doenca de Chagas no tratamento de

criancas em toda a América Latina.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material
Foram utilizados os comprimidos de benznidazol 100 mg, fabricados no
LAFEPE®, lote 08041722, ora inteiro, ora macerados com auxilio de gral e

pistilo e, ora fracionados, estes com auxilio de um “cortador de comprimidos”.

5.2.2 Metodologia analitica (SILVA, 2007)
Reagentes

Agua purificada por osmose reversa e acetonitrila grau HPLC JT Baker®.

Equipamentos e instrumentos

Sistema de cromatografia liquida Merck® Elite LaChrom, composto por bomba
L-2130, amostrador L-2200, forno L-2300 e detector diode array L-2455

Purificador Osmose reversa Milli-Q Gradiente Millipore®
Lavadora ultra-sdnica Unique®

Balanca Shimadzu® AW 220, méaximo de 220 g

Condicoes Cromatoqgraficas:

Fase Estacionaria ........................ C18 Lichrospher”, 125 x 4,6 mm RP-18, 5um
Fase MOVEL.........ccccoevvvvviiiccceeeie e, agua ultra-pura : acetonitrila (50:50)
FIUXO . 1ttt 1,0mL/min
D] (=T o1 o ] SRR 316 nm
Temperatura do FOrNO.........ooiiiii e 25°C
VOoluMeE de INJECAOD.......ccceeieiiieeeeer e 20 microlitros

Preparacdo da Fase Movel:

A fase movel foi obtida realizando a filtracdo dos componentes a vacuo e
em seguida, misturando-0os nesta propor¢cao que se segue: agua ultra-pura :
acetonitrila (50:50).
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Preparacdo da Solucédo Padrao:

Foi pesado o equivalente a 50 mg do padrdao de benznidazol e
transferido para um baldo volumétrico de 50 mL. Adicionado 35 mL de
acetonitrila, sonicado por 15 minutos e, em seguida, completado o volume com
0 mesmo solvente.

Foi transferido, volumetricamente, 5 mL do filtrado para um balédo
volumétrico de 50 mL, diluido com a fase movel e homogeneizado, obtendo

uma concentragcéo de 100 ppm. Filtrado em membrana 0,45 pm.

Preparacao da Solucdo Amostra:

Avaliaram-se 10 amostras de cada uma das seguintes formulagbes
extemporaneas preparadas pelos Programas de Chagas da América Latina:
1) Fracbes de 1/8 (12,5 mg) de benznidazol e 1/4 (25 mg) de benznidazol;
2) Comprimido de benznidazol inteiro, ressuspendidos em agua (10 mL),
administrado (1,25 mL) com seringa,;
3) Comprimido de benznidazol macerado, ressuspensdao em 10, 20 e 100 mL
de agua, administrado com seringa (1,25; 2,5 e 12,5 mL);
4) Comprimido inteiro macerado, pesado e transferido para envelopes (12,5
mg).

As amostras foram preparadas conforme padrao e as diluicbes ajustadas

para a concentracéo final de 100 ppm. Filtrado em membrana 0,45 pum.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que os comprimidos macerados,
ressuspendidos e administrados em seringa apresentaram-se mais uniformes,
com teor de benznidazol entre 82,87 — 135,03 % (média 111,04 % e CV 13,83
%).

Ja os comprimidos inteiros dissolvidos em agua apresentaram grande
variabilidade no teor de benznidazol (entre 131,73 - 287,56 % e CV 30,97 %).

As fragOes de 1/4 e 1/8 de comprimido de benznidazol apresentaram
teor entre 96,97 — 104,37 % (média 101,47 % e CV 2,38 %), 60,63 — 124,61 %
(média 98,83 % e CV > 23,82 %), respectivamente.

As formulacdes maceradas/pesadas/envelopes apresentaram teor entre
93,95 — 102,90% (média 97,20 % e CV 2,75 %).

Estes resultados estao representados na figura 02.

E relevante destacar que todos os fragmentos também foram avaliados
em relacdo ao peso médio, segundo a Farmacopéia Brasileira (1998). Ja a
uniformidade de contetdo foi considerada a especificacdo da USP 30 (2007),
que recomenda um CV inferior a 6%, com faixa de variagéo entre 85 a 115 %.

cv =30,97%
300+
250+
200+
Ccv
cv =13,83% ",
150 |cv = 23.82% cv =7,70%

Ccv

100

Percentual quantificado

50

BZN (1/8) BZN(1/4) 1 cp/l0mL lcp 1cp 1cpmac/ cpmac/env
mac/10 mL mac/20mL 100 mL

Figura 02: Avaliacdo de preparagdes extemporaneas do benznidazol 100 mg
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Estes resultados obtidos para o tratamento da doenca de Chagas
demonstram semelhanca com a situagdo encontrada para o tratamento de
criangcas com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). A caréncia de
formulacbes pediatricas apropriada e a utilizacdo das formas farmacéuticas
existentes para adulto e suas adaptagOes recomendadas para administracéo
do tratamento em criangas por peso, justificaram o estudo publicado por
Kayitarea (2009) que propds e analisou a alteracdo da forma farmacéutica do
comprimido da associacdo de lamivudina e zidovudina em uma forma
retangular com sulcos ou ranhuras, 0s quais permitiram fraciona-lo em 08
partes iguais e consequentemente garantir maior uniformidade na dose
administrada.

Assim, como foi a proposta para tratamento das criangcas com SIDA,
este estudo justifica a necessidade do desenvolvimento da formulacéo
pediatrica a base de benznidazol para o tratamento de criancas e lactentes

com a doenca de Chagas.
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5.4. CONCLUSOES

As formas de administracdo de benznidazol, atualmente em uso para
criancas, apresentam grande variabilidade, com potencial para sub e sobre-
dosagem.

Entre as formas de administracdo disponiveis nos Programas que tratam
a doenca de Chagas em criancas e lactentes, a forma definida como
comprimidos macerados, ressuspendidos em agua e administrados com
seringa foi a que apresentou menor variagdo dentre todas as propostas de
fracionamento analisadas.

Visando o tratamento em criangas, com seguranca, qualidade e eficacia
foi proposto o desenvolvimento de uma formulacdo pediatrica de benznidazol
através da parceria entre o LAFEPE/UFPE e a DNDi.
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6. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E DO ESTADO SOLIDO DO
FARMACO BENZNIDAZOL

6.1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma infeccdo causada pelo protozoério
Trypanosoma cruzi e constitui 0 maior problema de saude publica para as
nacdes em desenvolvimento. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), é estimado que 20 milhdes de pessoas estdo infectadas com este
parasito e que outras 40 milhdes estdo em risco de adquirir a doenca (OMS,
2002) (LAMAS, 2006). A doenca de Chagas é endémica na América Latina
(COURA, 2002). Esta doenca tem modificado o seu perfil epidemiologico a
partir da diminuicdo da transmissao vetorial e dos fenbmenos de migracao de
individuos infectados para as cidades grandes (ALTECH, 2003).

Na fase aguda, recente ou congénita da doenca, as drogas disponiveis
para o] tratamento sao: o] nifurtimox (3-metil-4-[(5-
nitrofurfurilideno)amino]tiomorfolina-1,1-dioxida e o benznidazol (BZN) (N-
benzil-2-nitroimidazolilacetamida). As formas quimioterapicas para o tratamento
da doenca de Chagas estdo na forma farmacéutica solida e estas associadas
as desvantagens da administracdo oral de um farmaco de baixa solubilidade
(LAMAS, 2006).

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos farmacos é fator
indispensavel durante o desenvolvimento de medicamentos. O planejamento
racional de uma forma farmacéutica deve, portanto, iniciar com a
caracterizacdo do principio ativo em questdo, de modo a otimizar parametros
de qualidade da forma farmacéutica final (RODRIGUES, 2005).

Sob esta perspectiva de desenvolvimento racional, acrescida do
interesse e parceria entre o Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco “Governador Miguel Arraes” (LAFEPE®) e a Drugs for Neglected
Diseases initiative (DNDi) foi proposto o desenvolvimento de uma forma
farmacéutica contendo o ativo benznidazol para o tratamento de criangas com
a doenca de Chagas. Fez parte deste objetivo o estudo de caracterizagéo
deste farmaco desenvolvido e produzido pela Roche®, através de técnicas
convencionais (faixa de fusdo, granulometria por peneiras, microscopia optica)

e modernas (calorimetria exploratoria diferencial, granulometria a laser,
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microscopia eletrdnica de varredura, difragdo de raios X), visto que € iminente a
necessidade de melhor caracterizar e aprimorar as especificacdes
farmacopéicas, o que também garantird a transferéncia de tecnologia da rota
de sintese e manutencéo da qualidade do comprimido adulto ja produzido pelo
LAFEPE® e da nova forma farmacéutica pediatrica, além de corroborar para

todas as pequisas conduzidas com o farmaco benznidazol (figura 01).

N _
[
N N

H \
N O

O

Figura 01: Estrutura quimica do benznidazol
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Insumo farmacéutico ativo:

Amostras de Benznidazol (BZN), matéria-prima e padrdo, fornecidos
pelo LAFEPE®, lotes: 15772, 15986 e padrdo do benznidazol 07-1051/000
(BS05041005), todos fabricados pela Roche®.

6.2.2 Descricao

As matérias-primas foram visualizadas a olho nu, sobre uma placa de
Petri, para verificacdo do aspecto e da cor no laboratério de Pesquisa &
Desenvolvimento do LAFEPE e fotografadas (NERY, 2008).

A microscopia optica (MO) foi realizada no Laboratorio de Estudos do
Estado Sdlido da Plataforma de Métodos Analiticos de Farmanguinhos-Fiocruz,
o material foi preparado a seco, utilizando um microscopio Olympus modelo BX
50.

A microscopia eletronica de varredura (MEV), foi realizada no laboratorio
de microscopia e microanalise do CETENE (Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste) para avaliagdo do tamanho e forma dos cristais. As
analises foram realizadas em um microscépio FEI, modelo Quanta 200F, com
as seguintes condicdes de operacdo: voltagem de aceleracdo 20 kV, baixo
vacuo (0.5 torr), emissor FEG. As amostras foram espalhadas sobre fita de
carbono, sem metalizacdo. O modo de aquisicdo de imagem foi elétrons

secundarios (SEI).

6.2.3 Solubilidade

A solubilidade, segundo Farmacopéia Brasileira (2002), foi realizada
para os lotes de matérias-primas 15772 e 15986 utilizando os seguintes
solventes: agua purificada por osmose reversa, cloroférmio, dimetilsilfoxido,
hexano, metanol, acetona, isopropanol, glicerina, éter, etanol, N,N-

dimetilformamida, acetato de etila, diclorometano, NaOH 0,1M e HCI 0,1M.

6.2.4 Perda por dessecacéao
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A umidade foi determinada nos dois lotes de matéria-prima (15772 e
15986), em uma balanca Mettler Toledo HB43 que utiliza a tecnologia de
aguecimento por halogéneo. A massa utilizada foi de aproximadamente 1,0 g
para cada replicata. Para cada lote foram realizadas trés determinacdes. A
Farmacopéia Brasileira especifica uma perda por dessecacdo menor que 0,5%

para o benznidazol.

6.2.5 Faixa de fuséo

A determinacdo da faixa de fusdo das matérias-primas (n=3) foi
realizada seguindo método geral V 2.2., da Farmacopéia Brasileira, no
fusiometro da Eletrothermal 9300.

Também foi determinada a faixa de fusdo e a pureza do benznidazol por
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), sendo que com n=03 para as
matérias-primas e um n=02 para o padrdo. Esta andlise foi realizada no
Laboratorio de Estudos do Estado Solido da Plataforma de Métodos Analiticos

de Farmanguinhos-Fiocruz.

6.2.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Foi realizada no Laboratério de Estudos do Estado Sélido da Plataforma
de Métodos Analiticos de Farmanguinhos-Fiocruz. Nas analises preliminares
de DSC, cerca de 1,5 a 3,0 mg de BZN padrdo Roche 071051-000 e matérias-
primas 15772 e 15986 foram pesadas, analiticamente, e separadamente
transferidas para cadinhos de aluminio com tampas perfuradas. Estas foram
submetidas a trés faixas de aquecimento: 5 °C/min; 10 °C/min e 20 °C/min. As
analises ocorreram sob pressdo atmosférica e com atmosfera inerte
(nitrogénio seco N,), com vazdo de 80 mL/min, entre 25 a 240°C. Para
determinacdo de pureza (Van't Hoff), as faixas de aquecimento foram:

0,4°C/min, 0,5°C/min e 0,6°C/min, as demais condi¢des foram mantidas.

6.2.7 Difracdo de raios X p6 (DRX)

Esta anadlise foi realizada no Instituto de Tecnologia de Pernambuco
(ITEP). As analises de DRX foram realizadas em um equipamento de difracédo
de raios-X de po, Rigahu, modelo Ultima, operando com corrente de 20mA, sob

tensdo de 40kV e utilizando radiacdo K-alfa do cobre. As amostras foram
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colocadas em laminas de vidro escavadas e analisadas sem tratamento prévio.
A difracdo de raios X foi realizada percorrendo a regido entre 20 = 2° e 20 =
600°.

6.2.8 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourrier (FT-IR)

Foi realizada no Laboratério de Estudos do Estado Solido da Plataforma
de Métodos Analiticos de Farmanguinhos-Fiocruz. O equipamento utilizado foi
da Nicolet modelo Nexus 670. A FT-IR foi feita por reflectancia difusa

utilizando KBr como diluente.

6.2.9 Densidade aparente e compactada

As densidades aparentes dos sistemas particulados foram
determinadas, indiretamente, através das medidas de seus volumes aparentes
(CASTRO, 2003).

Foi determinada para os lotes de matéria-prima 15772 e 15986.
Pesaram-se analiticamente, 20 g da matéria-prima (n=3) e transferiu-se para a
proveta calibrada de 100 mL do equipamento Tap density, Varian®. Esta massa
foi medida volumetricamente e a razéo foi o resultado da densidade aparente.
Apds sucessivas compactacdes, a razdo entre a massa (g) e o volume
ocupado pelo p6 compactado (mL), resultou na determinacdo da densidade (d)
compactada, conforme equacao abaixo. O estudo foi realizado no laboratoério
de Pesquisa & Desenvolvimento do LAFEPE.

d = m(g)/v(mL)

6.2.10 Andlise de distribuicdo granulométrica

No laboratério de Pesquisa & Desenvolvimento do LAFEPE, para os
lotes 15772 e 15986 foram realizadas trés (03) pesagens analiticas, com
massa de 50,0 g. Esta massa foi transferida para o agitador de peneiras Tipo
Magnético, marca Bertel e passada pelas malhas (600; 425; 250; 150 e 75 um).

No laboratorio de microscopia e microanalise do CETENE (Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste), foram realizadas analises de
distribuicdo de tamanho de particula por granulometria a laser em via Umida
para os lotes 15772 e 15986 de benznidazol com objetivo de comparar as

técnicas e em paralelo, desenvolver um método reprodutivo para determinacao
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do tamanho de particula do benznidazol. Foi utilizado um analisador de
distribuicdo de tamanho de particula Microtrac, modelo S3500. Equipamento
em acordo com a norma ISO 13320-1 para Analise de Tamanho de Particula
por Métodos de Difracdo de Laser.

O desenvolvimento da metodologia foi realizado utilizando solucéo
saturada do benznidazol como meio dispersante solu¢gbes aquosas a 3% de
surfactantes (Triton X100 e Tween 80) para auxiliar na disperséao.

As andlises satisfatorias devem apresentar residuais — RMS inferiores ou
da ordem de 1%. A diminui¢do do fator de carregamento (obscurecimento) com
o tempo é indicio de que esté ocorrendo dissolugdo da amostra.

A influéncia do tempo de analise foi considerada na realizacdo dos
experimentos.

Segue, na tabela 01, as condi¢des experimentais testadas.

Tabela 01. Condi¢des experimentais utilizadas nas andlises de benznidazol
utilizando solucdes de surfactantes Triton X100 e Tween 80 e solucéo
saturada do IFA como meio de disperséo

Lote | Surfactante | Volume de solucdo de surfactante* | Massa (mg) | Amostra
6 1L 8,4 01
Triton X 100 16,7 02
12 uL 8,7 03
15772 " 17,6 04
6 uL 8,9 05
H 16,9 06
Tween 80

12 uL 8,8 07
H 16,6 08
9,3 09

6 uL .
Triton X 100 19,6 10
9,5 11

12 uL
22,0 12
15986
6 L 9,8 13
H 19,7 14
Tween 80

12 Ul 9,7 15
H 20,3 16

* solugéo aquosa, 3,0%
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Descricao

A analise macroscopica para os dois lotes de benznidazol 15772 e
15986 (figura 02) apresentou-se como pd branco, levemente amarelado com
tendéncia a formar aglomeracdes, atendendo a especificacdo da monografia

deste insumo publicada na Farmacopéia Brasileira.

Figura 02: Foto ilustrativa das matérias-primas do benznidazol lotes
15772 e 15986.
A microscopia optica obtida para o padrao de benznidazol e as matérias-
primas lotes 15772 e 15986 esta ilustrada na figura 03. As matérias-primas
apresentaram cristais semelhantes entre si, mas os cristais apresentados no

padrao tinham coloragao levemente amarelados.

lote 07-1051/000 Roche (r.BS02040002) lote 15772 Roche lote 15986 Roche

Figura 03: Resultados da Microscopia Optica para o padrédo de benznidazol e
os dois lotes de matéria-prima 15772 e 15986.

A microscopia eletrbnica de varredura do benznidazol matéria-prima
para os lotes 15772 e 15986 esta apresentada na figura 04. Os dois diferentes
lotes apresentaram cristais grandes que se assemelham entre si, em relagéo

ao padrao.
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B g 1 . < -/

Lote 15986

. ¥ < A
mag wD HV vac mode —— — wD HV vac mode
100 x| 10.1 mm|10.00 kV | Low vacuum x| 10.0 mm| 10.00 kV | Low vacuum

mag wD : HV vac mode ——. —— E HV vac mode
200 x| 10.0 mm| 10.00 kV | Low vacuum x| 10.1 mm| 10.00 kV | Low vacuum

WD HV c mode | mode | det ac mode | mode | det
1000 x/10.0 mm|10.00 kV vvacuum | SE |LFD > g Low vacuum| --- | - www.cetene.org.br

Figura 04: Microscopia Eletrénica de Varredura para as matérias-primas de
benznidazol lotes 15772 e 15986, nos aumentos de 100x, 200x e 1000x,
respectivamente.
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6.3.2 Solubilidade

A matéria-prima do benznidazol lote LAFEPE® 15772 e 15986 foram

aprovadas, neste parametro, segundo a especificacdo de solubilidade exigido

pela Farmacopéia Brasileira (tabela 02).

Tabela 02: Resultados de solubilidade para o benznidazol segundo
Farmacopéia Brasileira

Solvente Resultados
Cloroformio muito pouco soluvel
Dimetilsulfoxido muito solavel
Hexano solavel
Metanol ligeiramente solavel
Acetona pouco solavel
Isopropanol muito pouco soluvel
Glicerina muito pouco soluvel
Eter praticamente insolavel
Etanol ligeiramente soluvel

N,N — dimetilformamida
Acetato de etila
Diclorometano
NaOH 0,1 M pH 13,14
HCI 0,1 N pH 0,56
Agua purificada

facilmente solavel
ligeiramente soluvel
ligeiramente solavel
muito pouco soluvel
muito pouco solavel
muito pouco soluvel

6.3.3 Perda por dessecacéo

A perda por dessecacdo especificada na Farmacopéia Brasileira deve

ser inferior a 0,5%. Os resultados em percentual da umidade para os dois

diferentes lotes de benznidazol matéria-prima seguem abaixo na tabela 03.

Tabela 03. Resultados do percentual de umidade nos lotes de benznidazol
15772 e 15986

Lotes de Benznidazol %
15772 0,23
15986 0,26

Os resultados demonstram que os lotes se apresentam atendendo a

especificacao farmacopéica.

6.3.4 Faixa de fusao

48



Medeiros, F.P.M.. Potenciais formulag6es com o benznidazol para tratamento de criangas com a doencga de Chagas

A faixa de fuséo especificada na Farmacopéia Brasileira esta entre 188 a
190°C. Os resultados das faixas de fusdo encontradas para os dois lotes de

benznidazol matéria-prima e seu padrao, estdo descritos na tabela 04.

Tabela 04. Resultados de fusdo obtidos visualmente® e por DSC" para lotes de
matérias-primas do benznidazol e padrao

Lotes de Faixade | Massa” | Entalpia® | Tonset” | Picode

Benznidazol fusdo® (mg) (J/9) (°C) fusdo®
(°C) (°C)

15772 189,95 2,3180 141,65 189,59 189,80

15986 189,10 1,9220 142,01 189,71 189,80

07-1051/000 190,0 1,5290 146,42 188,72 189,40

%obtido visualmente pelo método de capilar; °condicées: cadinhos de aluminio com tampas
perfuradas, submetidas a taxa de aquecimento 0,4; 0,5 e 0,6 °C/min, com pressdo atmosférica
com fluxo de gas de nitrogénio seco (N,), com vazédo de 80 mL/min,(média dos resultados).

Os valores obtidos estdo dentro da faixa especificada pela Farmacopéia

Brasileira.

6.3.5 Calorimetria exploratoria diferencial
A analise térmica constitui um conjunto de técnicas com as quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo é medida
em funcdo da temperatura e/ou tempo enquanto a substancia é submetida a
um programa controlado de aquecimento e/ou resfriamento, sob atmosfera
previamente definida. As técnicas termoanaliticas vem sendo amplamente
utilizadas na industria farmacéutica, principalmente por serem alternativas
rapidas e seguras para controle de qualidade de farmacos e produtos
acabados, encontrando também aplicabilidade na orientagdo do
desenvolvimento de novas formula¢cdes (RODRIGUES, 2008).
(DSC) foi

caracterizagdo e na identificagdo do benznidazol. Estudos demonstram que

A calorimetria exploratéria diferencial utilizada na
esta aplicacdo é bastante utilizada tanto para identificar e caracterizar, como
para acompanhar a estabilidade e decomposicdo térmica de inumeros
farmacos. As técnicas termoanaliticas sao relativamente simples e também
utiizadas para estudos de intermedidrios de sinteses e produtos,

principalmente quando se tem amostras suspeitas. (SCHNITZLER, 2001).
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Nas analises de DSC, as amostras de benznidazol ndo sofreram
alteracdes nos seus perfis energéticos, quando submetidas a trés taxas de
aguecimento, conforme exposto na figura abaixo 05 e nos Apéndices A e B.

Tanto as curvas referentes a SQR, como as das matérias-primas foi
observado um udnico evento endotérmico, o qual se refere a fusdo do
benznidazol, que acontece proximo a 190°C. Foi verificado que apés a fuséo a
linha de base retornou ao patamar inicial entre 195 a 200°C, nas diferentes

taxas de aquecimento. Nao foi observado nenhum evento exotérmico.

“exo benznidazol Roche - DSC@5 27.10.2008 13:27:34
Module: DSC822¢/700/951/FRS5, 17.04.2007 10:47:00 Sample Holder: Aluminum Standard 40ul
Method: Dyn25...240@5 - N2=80mL
dt1,00s
25,0-240,0°C 5,00°C/min, N2 80,0 ml/min
Sync hronization enabled
Sample: benznidaz ol 1.15772 Roche - TFG N2, 3,3100 mg Order No: 025.08.093.12
—
Sample: benznidazol .15986 Roche - TFG N2, 3,3600 mg W Order No: 028.08.093.13
A U
B Sample: benznidaz ol r.07-1051/000 Roche - TFG N2, 1,4700 mg r Order No: 031.08.093.14
10
Wgh-1
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 C
~+——t -ttt -ttt
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min
FIOCRUZ:CTM:PMA: LEES STAR® SW 9.10

Figura 05: Curvas de DSC para o benznidazol (8 = 5°C/min)

6.3.6 Determinacao de pureza do benznidazol por DSC

A determinacdo do ponto de fusdo por métodos calorimétricos vem
sendo bastante empregada como método de avaliagdo do grau de pureza de
farmacos. Através da DSC pode-se determinar a faixa de fusdo de uma
substancia baseando-se na equacdo de Van't Hoff € possivel determinar a

fragcdo molar de impurezas contidas no material.
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A determinacdo da pureza por DSC é explicado pela teoria da néo
linearidade, ou seja, a area onde normalmente € iniciado o evento € decorrente
da fusédo das impurezas, justificando um processo nao linear.

O evento da fusdo corresponde a processo endotérmico da curva de
DSC que se afasta da linha de base, retornando poeteriormente a mesma
(RODRIGUES, 2005).

A figura 06 apresenta o endoterma de fusdo do benznidazol para o lote
15772, nas razdes de aquecimento 0,4°C; 0,5°C e 0,6°C/min de 189,8 + 0,2°C.
Nestas mesmas condi¢des, o lote 15986 (Apéndice C) apresentou fusdo em
189,8 £ 0,1°C. O padréo de benznidazol lote 07-1051/000 (Apéndice D) nas
razdes de aquecimento 0,4°C; 0,5°C/min, apresentou temperatura de fusédo de
189,4 £ 0,2°C.

Considerando que as trés amostras satisfizeram os requisitos minimos
preconizados pela teoria de Van't Hoff para determinacdo de pureza por DSC,
foi possivel utilizar a metodologia da American Society for Testing and
Materials (ASTM928/03). A pureza das referidas amostras por DSC foi:

- benznidazol lote 15772 = (99,92 + 0,07) mol % (n = 3; S = 0,006)
- benznidazol lote 15986 = (99,93 + 0,03) mol % (n = 3; S = 0,008)
- benznidazol lote 07-1051/000 = (99,19 £ 0,57) mol % (n = 2; S = 0,008)

*exo benznidazol 1.15772 Roche - pureza 10.12.2008 14:03:12

Mogule: DECB222(700/551/FRES, 17.04,2007 10:47:00 Sample Helder: Auminum Standard 40ul

r Pl
RS — t 1
Heat Rate: 0.4°C/mi Sample: benznidszol L15772 Roche - 85TM N2, 22130 mg
Order No: 055.08.093.12
; 1
Heat Rater 0.5°C min Sampler benznidszel L15772 Roche - ASTM N2, 2,3130 mg
Ordar Mo: 086.08.093.12
r

L]
Heat Rate: 0.6°C/min t i Sample; benznidaz ol L15772 Roche - ASTM N2, 1,7410 mg
) Order Mo: 067.08.063.12
Integra 316,57 m]
nomalized 142,66 1g™-1
Onset 189,70 °C
0 DSC Purty

i e Purity 38,912 +/- 67,515e-03 molk

= 50,25 i + 5
Lef bLmit 188,35 C BacdnaTyse g
Right blLmk 190,57 *C Mclar Mass 260,20 ¢

Easelne Type Ine

B Inzegral DSC Purity
normalkzed Burity 55,924 +/- 35,803e-03 mob
Purity = 99.82 +/- 0,07 mol%
ght bl Limit 190,86 °C 5 (purity) = 0.006
SEnE Type an . 3, DSC Purity
= A
5 Thusion = 185.8 +/- 0.2 °C Pty 32,922 +[- 45,113e-03 mol%
Wg™-1 Intagra -242,58 m] - T Fusicn 189,78 °C
normalized -139,55 Jg"-1 Baselne Type Ine
Onset 189,61 °C Mclar Mass 260,20 g
Bz 189,82 °C
Endset 150,25 °C
Left B Limit 168,13 °C
Right bl Lmi 150,67 °C No=3;t(35%) = 430
Baselne Type Ine ro !
Scales Reference Temperaturs
L e L i B o o o e e B I B o o B o o e e e o L B o e A ma o e
182 183 184 185 185 137 188 183 130 151 182 133 134 185 195 °C
FINCRIIZ-CcTM-PMA- | FF& QTAR:= QW a 1n

Figura 06: Determinacéo da pureza do benznidazol por DSC para 0 15772
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6.3.7 Difracdo de raios X p6 (DRX)

A difratometria de raios X corresponde a uma das principais técnicas de
caracterizacdo microestrutural de materiais cristalinos. A principal aplicacdo da
difracdo de raios X refere-se a identificacdo de compostos cristalinos, sejam
eles inorganicos ou organicos.

Os planos de difracéo e suas respectivas distancias interplanares, bem
como as densidades de atomos (elétrons), ao longo de cada plano cristalino,
sdo caracteristicas especificas e Unicas de cada substancia cristalina, da
mesma forma que o padrao difratométrico por ela gerado (equivalente a uma
impressao digital).

O resultado de DRX demonstra que o lote 15772 (figura 07) possui a
mesma estrutura cristalina que o lote 15986 e o padrao de benznidazol Roche,
respectivamente, Apéndices E e F, devido estes entre si apresentarem picos de
difracdo com as mesmas distancias interplanares (12,3 A; 8,28 A; 5,30 A; 5,78
A: 3,53 A). O conjunto de picos que se repetem entre as amostras e o padréo
de referéncia possibilita a afirmacdo que amostras e padrdo apresentam a

mesma pureza.

- o
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e
20000 - ~ AM 1357
] REF.AM 15772
2 Q
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3
= 10000 -
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O | I\ o)
*'E — Yo}
5000 — ©
QS
_ ©
O_
I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
0 10 20 30 40 50 60
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Figura 07: Resultados da difracdo de raios X para diferentes lotes de
benznidazol matéria-prima fabricados pela Roche®

6.3.8 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourrier
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Método de identificacdo dos compostos organicos por exceléncia, tem a
capacidade de diferenciar substancias com pequenas diferencas estruturais,
com excecao dos isébmeros oOpticos. Assim, fatores como polimorfos, hidratos e
solvatos podem originar diferencas no espectro de infravermelho (DONATO,
2008).

O espectro do padréao de benznidazol (figura 08) identifica que tanto para
o padrdo como para os dois lotes de matéria-prima do benznidazol (Apéndices
G e H) ha bandas entre 3500 a 3070 cm™, referentes ao grupo funcional N-H,
ja préximo 3030 cm™, bandas referente ao C-H do anel aromatico, entre 1700 a
1630 cm™, ao grupo funcional C=0 de amidas, na faixa entre 1340 a 1250 cm™,
a ligagdo C-N dos aromaéticos; e, entre 770 a 690 cm™, bandas que
caracterizam a presenca do anel aromatico.

Estes resultados demonstram que o espectro da SQR do Benznidazol
(07-1051/000) possui bandas de absorgdo caracteristicas, que foram também
encontradas nos espectros das matérias-primas, dos lotes 15772 e 15986.

Sendo mais uma analise para confirmacao da identificacdo do benznidazol.

857

ol [ My Benznidazol |. 07-1051/000 Roche
1 H
1 N
e

757

2118,10

704

1876

244465
1949,91

540-73

502,28

65-

1809,54

2519,44
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%T
272213
23630835 94

55-

2868,13

2945,69
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1152,34

3031,09

3111,17
1290,59

40-

3270,13
1657,94

35-

- 153458
1487,71
1363,96
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Figura 08: Espectro de FT-IR do padrao de benznidazol 07-1051/000 Roche

6.3.9 Densidade aparente e compactada
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A densidade aparente (dap) de um p6 é dependente do empacotamento
das particulas e modifica-se a medida que o p6 compacta-se. Um péb
compactado € aquele que tem maior resisiténcia ao fluxo, um maior estado de
equilibrio e um arranjo de empacotamento invariavel (AULTON, 2005).

O processo de compactacdo de pOs e granulados resulta de uma
sequéncia de eventos que se inicia pelo rearranjo das particulas e aumento da
densidade aparente do leito de particulas, seguida de uma deformacéo
elastica. Quando o limite elastico do p6 é superado, ocorre uma deformacéo
plastica e/ou destrutiva, originando novas ligagdes e consolidando o compacto
(CURY, 2007).

A figura 09 abaixo representa graficamente a média do volume ocupado
pela massa de 20g dos dois diferentes lotes de benznidazol matéria-prima
(15772 e 15986), mediante diferentes nimeros de compactacoes.

Para o lote 15772, tem-se que a densidade aparente (dap) foi de 0,28
g/mL e a densidade compactada (dcp) de 0,48 g/mL, e, para o lote 15986, a
dap foi de 0,21 g/mL e a dcp de 0,36 g/mL. Estes resultados apresentam mais
um parametro informativo da caracterizacdo do insumo farmacéutico ativo
benznidazol e permite seu acompanhamento no desenvolvimento

farmacotécnico industrial das formas farmacéuticas propostas.

Compactacao do IFA (benznidazol) - 20g

Volume (mL)
compactado

o 15772
m 15986

Vo V1o V500 V1250

Numero de compactagdes

Figura 09: Volume compactado de benznidazol matéria-prima lotes 15772 e
15986

6.3.10 Andlise de distribuicdo granulométrica



Medeiros, F.P.M.. Potenciais formulag6es com o benznidazol para tratamento de criangas com a doencga de Chagas

A selecdo do método de andlise do tamanho de particula pode ser
limitada pelos instrumentos previamente existentes em um laboratério, contudo,
sempre que possivel, as limitacbes de escolha do método deveriam ser
determinadas pelas propriedades das particulas do p6 e pelo tipo de
informag&o que se procura sobre a distribuicdo (AULTON, 2005).

Na figura 10, estd apresentado o resultado da distribuicdo de particulas
utiizando o método de peneiras. Os padrbes para pos descritos nas
farmacopéias preconizam o “qualitativo” de grosseiro ou de fino, que é
diferenciado e expresso pelo tamanho de abertura de malha do tamis utilizado
(AULTON, 2005).

A Farmacopéia Britanica descreve a seguinte classificacéo (tabela 05).

Tabela 05: Tipos de pos especificados segundo os critérios da Farmacopéia

Britanica
Descri¢ao do tipo de p6 | Diametro do tamis maior (um)
Grosso 1700
Moderadamento grosso 710
Moderadamente fino 355
Fino 180
Muito fino 125
Granulometria do IFA (benznidazol) - 50g
100
90|
801
o 70
3 60
T 50
2 a0 @ 15772
5 30 m 15986
201
10-
0,
600 ym 425 pym 250 pym 150 pm 75 um Coletor
Malhas (um)

Figura 10: Granulometria por peneiras do benznidazol matéria-prima

Os resultados acima apresentaram que por este método o benznidazol

matéria-prima estaria classificado como um p6 moderadamente grosso a fino,
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pois para o lote 15772, aproximadamente 94% das particulas ficaram retidas
na malha acima 600 ym, e, menos que 0,5% destas foram menores que 150
Mm. Resultado semelhante foi observado para o lote 15986, no qual, cerca de
96% das particulas foram retidas na malha de 600 um e pouco mais que 0,5%
foram menores que 150 um. No entanto, durante o ensaio foi verificado
aglomeracao do po, enquanto ocorria a vibracdo das peneiras, sendo esse um
motivo visual para questionamento dos resultados. Outro método foi sugerido
para avaliar o tamanho de particulas, o de granulometria a laser, o que se
justifica ja que o tamanho de particula é uma variavel que devera ser
acompanhada na transferéncia da rota de sintese entre os farmoquimicos e
sendo também critico para o perfil de dissolucéo e velocidade de sedimentacéo
pois o desenvolvimento farmacotécnico proposto trata-se do desenvolvimento
de uma formulacéo solida (comprimido) e de uma liquida (suspensao).

Considerando o desenvolvimento do método para determinacdo do
tamanho de particula por granulometria a laser, abaixo segue uma analise
comparativa dos resultados obtidos sintetizados nas tabelas 06 e 07, com seus
respectivos graficos (figuras 11 e 12), os quais permitiram inferir que as
andlises realizadas utilizando solucdo saturada do benznidazol e solucdo de
surfactante (Triton X100 ou Tween 80) apresentaram residuais abaixo de 1% e
que os dois surfactantes utilizados apresentaram resultados semelhantes e
satisfatorios nas analises. Como regra, foi observado que a populacdo de
particulas maiores tende a aumentar com o passar do tempo decorrido entre a
amostragem e a aquisicao dos dados. Entretanto, este efeito ndo é expressivo
nos primeiros 5 minutos.

Para todas as condi¢cGes estudadas, verificou-se diminuicdo no fator de
carregamento com o tempo, sendo sugerido que estaria ocorrendo a
dissolugdo do benznidazol. Assim, é recomendado que as analises sejam
realizadas imediatamente ap0s a amostragem. Outro fato observado é que a
diminuicdo no valor do fator de carregamento € maior para as analises
realizadas com menor massa de benznidazol, sendo recomendado trabalhar
com maior quantidade de amostra (~20 mg). Por fim, foi verificado também que
medidas realizadas com tempo de 12 minutos ou superiores apresentaram

indicios de aglomeracao da amostra.
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Para a matéria-prima benznidazol fica definido que a distribuicdo do
tamanho de particula deve seguir a metodologia por granulometria a laser e
nao utilizar a metodologia por peneiras, devido 0s resultados serem
divergentes, pois mantendo a classificacdo da Farmacopéia Britanica o po seria

classificado como um p6é muito fino.

Tabela 06: Lote 15772, surfactante: Tween 3%, 12 uL, massa: 16,6 mg

Intervalo entre medida
(minutos) 2 € ¢ 2
D 10 6.44 6.34 6.35 6.45
D 20 10.15 10.11 10.19 10.45
" D 30 13.19 13.32 13.51 13.94
T D 40 16.32 16.67 17.00 17.63
g 3 D 50 19.98 20.53 20.99 21.86
L2 D 60 24.50 25.22 25.88 26.98
3] D70 30.21 31.08 31.84 33.35
o D 80 38.24 39.14 39.86 41.91
D 90 52.95 53.52 54.01 58.12
D 95 72.85 72.43 72.78 83.93
P'CO(Err'nn)C'pa' 19.98 20.53 20.99 21.86
Fator de carregamento 0.0484 0.0352 0.0282 0.0239
Residuais — RMS (%) 0.541 0.569 0.557 0.496
0 minutos 3 minutos
100 T T 10 100 T T 10
90 - {atd [ AR R R RRI T At SRR 1 SRR IR
o e g . MRt Lt PRSI SRS BY: [ SR ERE R BEEREY
o R St PARRRINIEY  E R I R ERE I SRR RS ERE R BRI
= SRS R RE TNt . A SR S SRR T T 0o T
B osod-- L L BT sod-iiiiii g B L Z
i U E SRR T SRR | IEIERREERPU R T STSTLLISEEENT | RN g
I E R R G R I RN Y. R
20 - At s e e s g R R e e i 1 R
L A BT i 11 ISR A0 -2 -mi--
04 o 04
0.0 A 10 100 1,000 0.01 A 10 100
Size(microns) Size{microns)
6 minutos 9 minutos
100 T T 10 100 T T 10
B0 - 444 R = = e P AR e e 4 - = F e - e A - E R e R LILE SRR 4l AR SR
I e A RRAI: M L AR SRR [ R PR PR RTINS+ 1 SE T REE P EEREREE
T Y T e AT
A T 2 oe0f--- z
'g 50 E E S0y---t E
5w i g
0+ : 303---1 )
203 -2t R o0 -t e G B L
10 --- 4 e - IR A0 -1
03 : ] 03
om A 1 10 100 1,000 10,000 0.0 0.1 1 10 100
Size{microns) Size(microns)

Figura 11: Representacdo gréafica da tabela 06
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Tabela 07: Lote 15986, surfactante: Tween 3%, 12 uL, massa: 20,3 mg

Intervalo entre medida 0 3 6 9
(minutos)

D 10 6.89 6.80 6.63 6.53

D 20 10.64 10.56 10.36 10.28

" D 30 13.62 13.59 13.36 13.32
‘© D 40 16.67 16.70 16.44 16.43
‘:E; =3 D 50 20.21 20.33 20.02 20.04
L2 D 60 24.54 24.81 24.38 24.45
o D 70 30.00 30.52 29.81 29.89
o D 80 37.65 38.49 37.23 37.26
D 90 51.50 52.96 50.14 50.03

D 95 69.87 72.29 66.46 66.31

P'Co(ﬁrr'n’;‘”pa' 20.21 20.33 20.02 20.04
Fator de carregamento 0.0554 0.0534 0.0461 0.0414
Residuais — RMS (%) 0.544 0.569 0.594 0.587

0 minutos 3 minutos

100 T T T T 10 100 10
o BEREntt s e e - o0
g . PO BRI R N
TOf--- il g -4 : R R ]
2 B0g--- R E S RN | SRR R T
2 s0i--- Eg P E SRR RTHU ST IR g
S oang--- : : 22wl . ; oo ]
303 --mammrene e Fom e I T - - TR - - e 30 F--mdrid e s R EEEE R
20-----------5 ---------- 203 -t AR
STIE SRR NI - | SRR [T E SRR R
hE H E H } H lg
om 0.0 04 1,000 10,000
Size{microns) Size{microns)
6 minutos 9 minutos
100 T T T 10 100 T T : T T 10
R SRR N : : Hrderei L RRLBTL NS : B
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Figura 12: Representacao gréafica da tabela 07
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6.4 CONCLUSOES

Os dois lotes (15772 e 15986) benznidazol matéria-prima fabricados
pela Roche® apresentaram-se atendendo as especificacdes farmacopéicas
para os parametros de descri¢cao, solubilidade, perda por dessecacédo e faixa
de fuséo.

As outras técnicas (difracdo de raio X, calorimetria exploratéria
diferencial, densidade aparente e compactada, distribuicdo granulométrica,
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier) utilizadas com
objetivo de incrementar a caraterizacdo do benznidazol, visto que sua rota de
sintese passara por uma transferéncia de tecnologia definiram a carta de
identidade deste insumo farmacéutico ativo, o0 que vem assegurar ensaios que
garantirdo a qualidade da reproducdo dos novos lotes sintetizados, né&o
comprometendo a fabricacdo do medicamento LAFEPE Benznidazol 100 mg, j&
registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), nem das
formulacdes propostas desenvolvidas nesta pesquisa.

Foram definidos ensaios e especificacbes que podem ser incluidas
numa revisdo de monografia da Farmacopéia Brasileira, principalmente
agueles referentes a distribuicdo granulométrica.

Por fim, foi confirmado que o benznidazol matéria-prima teve o mesmo
comportamento quimico da Substancia Quimica de Referéncia (07-1051/00) da
Roche®.

59



Medeiros, F.P.M.. Potenciais formulag6es com o benznidazol para tratamento de criangas com a doencga de Chagas

6.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

ALTECH, Jaime et al, Anticuerpos anti-F2/3 como marcador de curacion em
nifios con infeccion congenita por Trypanosoma cruzi. Medicina, v. 63, p. 37-
40, 2003.

AULTON, M.E.. Delineamento de Formas Farmacéuticas. Porto Alegre: Artmed
Editora, 22 ed., 2005.

CASTRO, A.D.; VICENTE, J.A.; MOURAO, S.C.; BUENO, J.H.F.;
EVANGELISTA, R.C.; GREMIAO, M.P.D.. Effect of maize starch concentration
on in vitro acetaminophen release from tablets. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 38, n. 3, 2003.

COURA, J.R.; CASTRO, S.L.. A Critical review on Chagas Disease
Chemotherapy. Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 97, n. 1, p. 3-24, 2002.

CURY, B.S.F.; BUENO, J.H.F.; SILVA JUNIOR, N.P.; CASTRO, A.D.;
GREMIAO, M.P.D.. Influéncia das propriedades de granulados de lactose nas
caracteristicas fisicas dos comprimidos. Revista de Ciéncias Farmacéuticas
Bésica e Aplicada, v. 28, n.1, p. 85-92, 2007.

DONATO, Eliane Maria. Lopinavir/Ritonavir capsulas: perfil de dissolucéo in
vitro baseado nos dados in vivo, estudos de estabilidade térmica e metodologia
analitica. 2008. 260f. Tese de Doutorado. Universidade Federal do Rio Grande
do Sul - UFRGS, Porto Alegre, 2008.

FARMACOPEIA BRASILEIRA. S&o Paulo: Atheneu, 42 edigdo, 2002.

LAMAS, M.C.; VILLAGGI, L.; NOCITO, |.; BASSANI, G.; LEONARDI, D.;
PASCUTTI, F.; SERRA, E.; SALOMON, C.J.. Development of parenteral
formulations and evaluation of the biological activity of the trypanocide drug
benznidazole. International Journal of Pharmaceutics, v. 307, n. 2, p. 239-243,
2006.

NERY, C.G.C.,; PIRES, M.A.S.; PIANETTI, G.A.; VIANNA-SOARES, C.D..
Caracterizacdo do farmaco hipoglicemiante glibenclamida. Revista Brasileira
de Ciéncias Farmacéuticas. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v.
44, n. 1, p. 61-73, jan/mar., 2008.

60



Medeiros, F.P.M.. Potenciais formulag6es com o benznidazol para tratamento de criangas com a doencga de Chagas

OMS (Organizacdo Mundial de Saude). Controle da Doenca de
Chagas. Tech. Rep. Series 905, p. 1-109, 2002.

RODRIGUES, P.O.; MAZON, T.F.; SILVA, M.A.S.; MATOS, J.R..
Aplicacdo de Técnicas Termoanaliticas na Caracterizagao,
determinacao da pureza e cinética de degradacéo da zidovudina
(AZT). Acta Farma Bonaerense, v. 24, n. 3, p. 383-387, 2005.

RODRIGUES, P.O.; CARDOSO, T.O.; SILVA, M.A.S.; MATOS, J.R..
Caraterizagdo termoanalitica e estudo do perfil de dissolucéo de
comprimidos contendo metronidazol. Lat. Am. J. Pharm., v. 27, n. 4, p.
528-534, 2008.

SCHNITZLER, E.; CARVALHO-FILHO, M.A.S.; STADLER, C.C,;
VOLPATO, A.M.. Application of differential scanning calorimetry (DSC)
in the thermal characterization of dexamethasone acetate, excipients
and dexamethasone cream. Ecl. Quim., v. 26, 2001.

61



Medeiros, F.P.M.. Potenciais formulag6es com o benznidazol para tratamento de criancas com a doenga de Chagas

exo benznidazol Roche - DSC@10 27.10.2008 13:24:38
Module: DSC822e/700/951/FRS5, 17.04.2007 10:47:00 . .
Method: Dyn25...240@10 - N2=80mL Sample Holder: Aluminum Standard 40ul
dt 1,00 s
25,0-240,0°C 10,00°C/min, N2 80,0 m|/min
Synchronization enabled
\
Sample: benznidazol I.15772 Roche - TFG N2, 3,2000 mg Order No: 024.08.093.12
\

Sample: benznidazol .15986 Roche - TFG N2, 3,4100 mg

Order No: 027.08.093.13

Sample: benznidaz ol r.07-1051/000 Roche - TFG N2, 1,4400 mg

[ Order No: 030.08.093.14

10
Wgh-1
40 60 100 120 140 160 180 200 220 °C
L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L N
f T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 8 10 12 14 16 18 20 min

FIOCRUZ:CTM:PMA: LEES

STAR® SW 9.10

Apéndice A: Curvas de DSC para o benznidazol (f = 10 °C/min)
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exo benznidazol Roche - DSC@20

27.10.2008 13:22:05

Module: DSC822e/700/951/FRS5, 17.04.2007 10:47:00
Method: Dyn25...240@20 - N2=80mL
dt 1,00 s
25,0-240,0°C 20,00°C/min, N2 80,0 ml/min
Sync hronization enabled

Sample Holder: Aluminum Standard 40ul

Sample: benznidazol I.15772 Roche - TFG N2, 3,0800 mg

Sample: benznidazol I.15986 Roche - TFG N2, 3,1600 mg

\_

Sample: benznidazol r.07-1051/000 Roche - TFG N2, 1,3900 mg

20
Wgn-1

Order No: 023.08.093.12

/ Order No: 026.08.093.13

/ Order No: 029.08.093.14

9 10 min

FIOCRUZ:CTM-PMA: LEES

STAR® SW 9.10

Apéndice B: Curvas de DSC para o benznidazol (f = 20 °C/min)
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*exXo benznidazol 1.15986 Roche - pureza 10.12.2008 14:17:50
Module: DSCE22e/ 700/951 [FRSS, 17.04,2007 10:47:00 Sample Holder: Aluminum Szandard 40u
t 3
Heat Rate: 0.4°C/mn Sample: benzridazol L15%85 Roche - ASTH NZ, 2,1510mg
Order Mo: 068.08,053.13
t :
Heat Rate: 0,5°C/min Sample: benzridazol L15585 Roche - ASTM N2, 1,220 mg
Orger No: 065.08, 093,13
r h |
. J XA
Heat Rate: 0,6°C/min Sample: benzridazol L15%85 Roche - ASTM N2, 2,0550 mg
Orger No: 070.08,093,13
Iritzgra -301,37 mJ
normalzed  -140,111g™-1 - )
Onsat 188,61 =C DEC Burity
Jzae 188,73 °C Purity 59,920 =~ 32,447e-03 mo:
— Snés at 150.16 =0 T Fusion 189,74 °C
Laft bl Limit 188,29 °C Baseline Type line
Right B Limit 290,61 =C Molar Mass 260,20 g
Zezalne Type Ine
| 59,925 +{- 29.447e-03 mols
T 183,82 °C
Baseling Type Ine
Molar Mazs 260,20 g
5
Wg"-1 Shahek Hmt Purity = §5.93 +/- 0.03 mol% 05C Purity
Baszine Type 5 (purity) = 0.008 Puity 99,935 =+ 23,321e-03 mol®s
Tntear . . - T Fusion 189,75 °C
n:?TduI'Ea:l T Fusion = 189.8 +/- 0.1 °C Baseline Type ne
Onzat 5= 0.040 Mcler Mass 260,20 g
J2ak
E"F.s alt 190,33 °C
Laft Bl Limit 188,29 °C _ 3s QTR < 43
Right bl Limi 130,61 °C N=3;t(95%) = 430
Baszine Type lne Scale: Referance T amparature
MMT T T T[T T T T[T T T T[T T T T[T T T T[T T T T[T T T T[T T TT [T T T T[T T T T[T T T T[T T T T[T TT T[T T T T [ T T T T[T T TT [T TTT
181 182 183 184 185 185 187 188 185 150 15 152 153 154 195 196 197 °c

Apéndice C: Determinac¢ao da pureza por DSC do benznidazol lote 15986




exo benznidazol 1.BS02040002 Roche - pureza?2
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10.12.2008 17:40:50

Medule: DSCE222/700/951/FRS5, 17.04. 2007 10:47:00 Sample Holder: Aluminum Standard £0u
]
Haat Rate: 0470 min ¢ Semple: benznidaz ol LBS0Z040002 Roche - AST M N2, 1,5770 mg
Ordar Mo: 071,08, 093,14
3 i
Heat Aatz: 0.59C min Samph: benznidaz ol LB S02040002 Roche - AST M N2, 1,5290 mg
Order No: 072,08, 093,14
Integra -242,75 m)
normakzed :13.4EcJﬂ;”-1 DSC Purity
E:sl'e: _ggﬂ "E Purity 59,23% +/- 13,631e03 mol%
ak 169,41 Fusicn 133,41 °C
Endses 189,68 °C Baseie Tyee e
Left bl Limit 183,78 °C Moclar Mass 260,20 g
Right bl Lmit 190,08 =C h
Baseline Type line
T Irr.agl:ll ’ o
nomalze Jg*-1 Purity = 99,19 +/- 0.57 mol% DL Purty ,
Oz et *C Frnrity] = : Burity 35,145 +/- 14,555-03 mol
Pack c 5 {purity) = 0.064 o Inr i
oz et *C ) : Baselme Type line
ot b i C T fusion = 189.4 +/- 0.2 °C Molar et 260,20 ¢
R-';;':i:I Limit I *C = 0.021 )
Baseine Type lne
2 r
Wg"-1
N=2;t(95%) = 12,71
Scale: Reference T emperature
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 182 184 186 188 150 152 154 195 198 °C

Apéndice D: Determinacao da pureza por DSC do benznidazol padrédo Roche
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Apéndice E: Resultado da difracdo de raios X para o benznidazol lote 15986
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Apéndice F: Resultado da difracéo de raios X para o benznidazol lote 15986
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7. DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO DA  SUSPENSAO
PEDIATRICA DO BENZNIDAZOL

7.1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, ou Tripanossomiase Americana, € causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. E a maior causa de morbidade e mortalidade
na Ameérica Latina (SOSA ESTANI, 2009). Portanto, causa um grande impacto
na saude publica, apesar do controle do vetor com inseticidas ter sido bem
sucedido em alguns paises (LORCA, 2002).

Fatores soOcio-econémicos que prevaleceram nas Ultimas trés décadas
na América Latina produziram a migracdo em larga escala da populacéo rural
para as areas periurbanas, o que deu origem a “urbanizacdo do parasitismo” e
que trouxe como conseqUéncia novas modalidades de transmissao tais como a
forma congénita da doenca além dos casos relacionados a transfusao
sanguinea, as quais acontecem sem a presenca do vetor (NEGRETTE, 2005;
SOSA ESTANI, 2009).

A infeccdo de Chagas congénita se baseia nos registros hospitalares
gue sao detectados a partir dos casos sintomaticos, os quais apresentam febre,
edema, linfoadenopatia, anemia, hepatoesplenomegalia e cardiomegalia. E
recomendado que 0s casos assintomaticos também sejam acompanhados. Os
fatores de risco desta transmissao sao pouco compreendidos (NEGRETTE,
2005).

O tratamento especifico com o benznidazol 5-7 mg/Kg/dia durante 60
dias é efetivo em criancas com a infeccdo por T. cruzi (ANDRADE, 1996;
SOSA ESTANI, 1998; NEGRETTE, 2005) pois elimina o parasito, comprovado
pelo progressivo declinio dos anticorpos. A detec¢do precoce e tratamento é
uma questao relevante de saude publica, visto que este procedimento conduz a
cura dos infectados e que acima de 30% das criangas infectadas néo tratadas
progridem para a doencga de Chagas cronica (NEGRETTE, 2005).
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A falta de formulacbGes desenvolvidas para as criangas deixa 40% da
populacdo mundial em risco, expondo-as a reagfes adversas, subdoses
terapéuticas, abandono ao tratamento, além de n&o proporcionar o acesso a
Nnovos medicamentos. As grandes industrias farmacéuticas
aos olhos do publico, ignoraram 0 mercado pediatrico
por considerad-lo pequeno, assim como também consideram que o
desenvolvimento de medicamentos pediatricos € muito problematico (MILNE,
2008).

Segundo Gupta e cols (2006), no desenvolvimento de produtos é
relevante considerar a composi¢do, 0S componentes e 0 processo de
fabricacdo. Em seguida, o produto tera que comprovar sua estabilidade a longo

prazo.

O desenvolvimento de medicamentos pediatricos € um desafio, que ja foi
reconhecido pela Iniciativa Européia de Formulacao Pediatrica (EuPFI, sigla em
inglés) (CRAM, 2009). As formulacdes orais para administracdo pediatrica
durante o seu desenvolvimento tem que manter associados a relagdo entre
determinacao da dosagem terapéutica com o peso do paciente, sendo também
importante a definicho dos caracteres organolépticos. As propriedades
organolépticas e fisico-quimicas do ativo, tais como solubilidade, estabilidade
guimica e sabor podem ser utilizadas para selecionar qual forma farmacéutica
sera proposta (STRICKLEY, 2008).

Um destes desafios esta relacionado a conseguir mascarar o sabor do
farmaco quando formulado durante o desenvolvimento do medicamento
pediatrico para administracdo oral (CRAM, 2009). Matsui (2007) cita que a
palatabilidade nos medicamentos orais € crucial para manter a adesdo ao

tratamento.

Ha 17 diferentes formas farmacéuticas para administracdo oral
pediatrica, como a solugdo, xarope, suspensdo, comprimido, comprimido
sulcado e mastigavel, de desintegracdo oral, assim como aquelas para serem

manipuladas como po para suspensdo, comprimido para suspensao, até
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capsula contendo a mistura para ser administrado juntamente a comidas ou
bebidas (STRICKLEY, 2008).

Recentemente, tem-se aumentado o desenvolvimento das formulagcbes

pediatricas com incentivos regulatorios (STRICKLEY, 2008).

Os farmacos raramente sao administrados isoladamente. A alta poténcia
e a baixa dosagem da maioria destes, atualmente utilizados, praticamente
excluem qualquer possibilidade de que se possa obter a dose adequada e
segura sem que seja processado em uma forma farmacéutica. Assim, 0s
farmacos fazem parte de uma formulacdo combinada com um ou mais

excipientes com func¢des variadas e especificas (ANSEL, 2005).

O formulador deve considerar o uso de técnicas de otimizacdo para
alcancar a melhor concepcdo do produto. Os métodos utilizados no
desenvolvimento de uma formulag&o, por tentativa e erro, ndo possibilitam ao
formulador perceber a proximidade que uma dada formulacdo estd daquela
considerada 6tima, e sem um modelo para definir as relacbes entre as
variaveis da formulacdo e da producéo, e os niveis e valores para a qualidade
das propriedades do produto ndo é possivel tomar decisdes quanto a defini¢cdo
dos objetivos a atingir. E como resultado dos varios objetivos em confronto que
se podem identificar na concepcdo de uma suspensdo farmacéutica, a
formulacdo e a producdo deste devem ser objeto de uma otimizacao
matematica (LACHMAN, 2001).

Dando continuidade a pesquisa, foi proposto o desenvolvimento de uma
suspensao contendo o benznidazol.

Assim, a formulacdo deve apresentar boa flexibilidade para as
quantidades a serem medidas, ou seja, medidas com exatiddo, considerando a
variedade de peso, desde neonatos a criangas na primeira infancia, além de
possuir embalagem com capacidade para atender ao longo periodo de
tratamento.

Varios excipientes foram  propostos. Excipientes como a
carboximetilcelulose sodica (CMC) é largamente utilizada para formulagfes
topicas e orais, com 0 objetivo principal de incrementar a viscosidade da

preparacdo. As solucbes aquosas viscosas obtidas sdo usadas para veicular

73



Medeiros, F.P.M.. Potenciais formulages com o benznidazol para tratamento de criangcas com a doenga de Chagas

pos suspensos. Para a Farmacopéia Americana 28, a carboximetilcelulose
sbédica € um sal sodico de um policarboximetil éter de celulose, com peso
molecular de 90000 a 700000. Em soluc¢des aquosas séo estaveis a pH entre
2-10. A concentracdo recomendada varia entre 0,1 a 1,0%, na funcdo como
agente suspensor (ROWE, 2006).

Ja a Tabulose SC ® é uma forma coloidal da celulose microcristalina
comumente conhecida como celulose gel. E usada principalmente como agente
suspensor, isolado ou em combinacdo com outros derivados de celulose. Esta
combinagdo incrementa a estabilidade e a compatibilidade da disperséo
polimérica. Apresentam-se como suas principais caracteristicas, dentre outras:
hidratacéo rapida com viscosidade equilibrada, estabilidade com pH entre 5-11,
estabilidade em faixas largas de temperatura, apés a dispersao, outros liquidos
hidrossollveis podem ser adicionados sem floculacdo (TABULOSE SC, 2008).

A glicerina é largamente utilizada nas formulagées farmacéuticas oral,
topica, otoldgica, oftalmica e parenteral. Sendo que sua utilizacdo na forma
farmacéutica para administracdo oral pode contribuir como solvente,
edulcorante, conservante e viscosificante. Para desenvolver estas funcodes
deve estar presente na formulacdo em uma concentracdo inferior a 30%
(ROWE, 2006).

O propilenoglicol é utilizado como solvente e conservante em
formulagbes para administragéo parenteral e ndo-parenteral. Desenvolvendo a
funcéo de conservante deve variar a concentragéo entre 15 a 30% e como co-
solvente entre 10 a 25% (ROWE, 2006).

Os parabenos sao ésteres do acido p-hidroxibenzéico e sdo comumente
utilizados como conservantes em medicamentos, cosmeéticos e alimentos. S&o
utilizados comumente quatro compostos: o metil, etil, propil e butilparabeno. A
sua solubilidade decresce quando aumenta a cadeia alquila, sua potencialidade
antimicrobiana aumenta com o0 aumento da cadeia, por exemplo, 0
butilparabeno é mais eficiente contra o Aspergillus fumigatus que o
propilparabeno. A associacdo de dois ou mais parabenos, tornou-se pratica
comum, com isto, a agao antimicrobiana aumenta. A concentracdo mais
comum é de 0,1% de metilparabeno e de 0,02% de propilparabeno (ANSEL,
2005; SONI, 2005). Segundo o Rowe (2006) para solucbes e suspensdes
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recomenda-se uma faixa entre 0,015 a 0,2% e para o propilparabeno entre 0,01
a 0,02%.

O uso de edulcorante € recomendado na concentracao de 0,075 a 0,6%
para a sacarina sodica. E também citado que o poder edulcorante do ciclamato
de sodio é cerca de 30 vezes maior que 0 da sacarose e este ainda é
incrementado quando em combinacdo com a sacarina (ROWE, 2006).

Na literatura, ha varias citacfes a respeito de utilizacdo dos edulcorantes
ciclamato e sacarina, na propor¢cdo de 2:1. O sucesso da sacarina pode ser
atribuido a alguns fatores: preco cerca de 20 vezes menor que a sacarose, nao
€ metabolizado pelo organismo, ndo afeta os dentes, € estavel e tem ampla
faixa de aplicacdes. Ja o ciclamato possui a vantagem particular de reduzir o
gosto amargo residual da sacarina, quando associado a ela, e também néo é
metabolizado (CARDELLO, 2001).

Os agentes flavorizantes sé&o excipientes utilizados com a finalidade de
realcar o sabor dos medicamentos. Geralmente, sdo segredos industriais.
Podem ser naturais e artificiais e sendo as reacfes adversas raras devido a
minima concentracdo presente nas formulacées (BALBANI, 2006).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formulacdo pediatrica
liquida para administracéo oral em neonatos e criancas.

Baseando-se em discussdes técnicas com a presenca de “experts” no
tratamento da doenca de Chagas em neonatos e criangas e também utilizando
informagdes extrapoladas das preparagcbes extemporaneas utilizadas nestes
tratamentos publicadas em artigos cientificos, foi definida a concentracdo da
suspensao a 2% considerando argumentacdes de Malta (1996), que citou que
a dose pediatrica pode ser de 10 mg/Kg/dia no inicio do tratamento (mais ou
menos 15 dias), depois passar a 5 mg/Kg/dia até 60 dias.

Foi considerando o peso médio de um neonato (3,0 Kg), que diariamente
teriam que ser administrado 30 mg, ou 1,50 mL da suspensdo a 2% de
benznidazol. Durante 15 dias, corresponderiam a 22,50 mL. Nos 45 dias
seguintes do tratamento, por dia, seriam administrados 15,0 mg, ou 0,75 mL,
totalizando 33,75 mL da suspensao, ao fim de 45 dias de tratamento. Este
neonato, consumiria 56,25 mL do frasco de suspensdo de benznidazol 2%,

proposto para ter volume nominal de 100 mL. Para uma crianca de 10 Kg, esta
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consumiria 187,5 mL do produto acabado. A esta crianca, seria disponibilizado
dois frascos para tratamento completo.
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7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Insumos farmacéuticos para farmacotécnica

Benznidazol, carboximetilcelulose (600 a 1200), Tabulose®
(carboximetilcelulose+celulose  microcristalina), glicerina,  propilenoglicol,
propilparabeno, metilparabeno, ciclamato, sacarina, aroma de banana,
chocolate branco, baunilha, abacaxi, silicone anti-espumante.

Todos os produtos foram previamente analisados e aprovados pelo
controle de qualidade do LAFEPE.

7.2.2 Reagentes analiticos

Agua purificada por osmose reversa, cloreto de sédio (NaCl) Merck®,
lauril sulfato de sédio Vetec®, &cido cloridrico (HCI) Carlo Erba®, fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,4) Carlo Erba®, acetonitrila grau HPLC JT Baker®.

7.2.3 Equipamentos e instrumentos da farmacotécnica
Balanca semi-analitica (Marte — modelo A500) e Filizola
Agitador mecanico (Fisatom 713D)

Moinho coloidal (Meteor Mod 132M).

7.2.4 Equipamentos e Instrumentos analiticos

Balanca Shimadzu® AW 220, méaximo de 220 g
Phmetro Tecnal® modelo Tec-3MP

Viscosimetro: Modelo DV-I Brookfield

Purificador Osmose reversa Milli-Q Gradiente Millipore®
Lavadora ultra-sénica Unique®

Espectrofotdmetro Varian® Cary 50 Probe

77



Medeiros, F.P.M.. Potenciais formulages com o benznidazol para tratamento de criangcas com a doenga de Chagas

Sistema de cromatografia Shimadzu: CLASS VP (Shimadzu®), degaseificador
Membrana Degasser, bombas LK-10 ADVP, autoinjetor SIL-10 ADVP, detector
SPD-10 AVP, controlador SCL-10 AVP, forno CTO-10 ASVP.

Sistema de cromatografia liquida Merck® Elite LaChrom, composto por bomba
L-2130, amostrador L-2200, forno L-2300 e detector diode array L-2455

Céamaras climéticas Fanem Mod 345 (150 e 270 L) e Mecalor 1200 L

7.2.5 Vidrarias/Outros
Volumétricas calibradas e graduadas
Papel de filtro Inlab®

Unidade filtrante Millex Millipore® (0,22 pym)

7.2.6 Processo de fabricacao

Foram desenvolvidos lotes de bancada, utilizando recipiente adequado
para a capacidade definida, ou seja, nao ultrapassando 60 a 80% da
capacidade nominal.

Os excipientes foram adicionados a um volume de agua purificada (60%
do total) e dispersos ou solubilizados a uma velocidade de 600 rpm em agitador
mecanico.

ApOs preparacdo do meio dispersante, foi adicionado o ativo, aos
poucos, a uma velocidade de 1200 rpm. Em seguida, a suspenséao foi passada
por moinho coloidal. De volta ao agitador, o produto manipulado, foi agitado por
1 hora, com o objetivo de dispersar a espuma originada no processo anterior,

foi completado o volume final com a agua purificada.

8
I
X

Figura 01: Etapas do processo de desenvolvimento farmacotécnico
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7.2.7 Planificagao de excipientes

Antes de ser iniciado o desenvolvimento farmacotécnico, o ativo
benznidazol foi caracterizado. Em seguida, foi micronizado para garantir o
tamanho de particula recomendado para suspenséao, inferior a 50 um.

Em seguida, foi proposto avaliar através da manipulagdo de lotes de
bancada (LB) as modificacées dos excipientes considerando uma planificacéo

qualitativa e quantitativa.

7.2.7.1 Testando o agente suspensor

O estudo foi iniciado com o teste para avaliar o agente suspensor (tabela
01). Duas opcoes foram testadas: a carboximetilcelulose, com faixa de
viscosidade entre 600 a 1200 cP, ja consolidada no mercado, e a Tabulose®
(mistura de celulose microcristalina co-processada com carboximetilcelulose)
que sdo ativados por agitacdo, hidratando-se rapidamente e formando

suspensdes estaveis ao calor e pH.

Tabela 01: Testando o0 agente suspensor

LB1 | LB2 | LB3 | LB4 | LB5
Insumos
(%)

Benznidazol 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
CMC (600-1200) 0,5 1,0 2,0 - -
___ Tabulose® - - - 1,0 | 20
Agua purificada qsp 100 mL

7.2.7.2 Testando o agente viscosificante

Como agente viscosificante foi proposto avaliar na formulacdo a
glicerina, nas concentracbes de 20 e 30% e o propilenoglicol, nas
concentragbes de 15% e 25%. Foram testadas nas formulagbes com os
agentes suspensores CMC a 1% e Tabulose® a 2%, sendo o resultado final
aferido conforme observacgdes da altura do sedimento em proveta de 250 mL e
aparéncia final do sedimento e sobrenadante.
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Tabela 02: Selecdo da concentracao do agente viscosificante

| IB6 | LB7 |LB8|[LB9|LB10|LB11 | LB12 | LB13
nsumaos (%)
Benznidazol 2,0 2,0 20 | 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
CMC (600-1200) 1,0 1,0 - - 1,0 1,0 - -
Tabulose® - - 20 | 2,0 - - 2,0 2,0
Glicerina 20,0 | 30,0 |20,0|30,0| 30,0 | 30,0 | 30,0 30,0
Propilenoglicol - - - - 150 | 25,0 15,0 25,0
] . 100 mL
Agua purificada qsp

7.2.7.3 Escolha dos conservantes

ApOs selecédo preliminar dos excipientes mais criticos (agente suspensor
e agente viscosificante), foram propostos para conservacdo da suspensao oral
de benznidazol, os conservantes metilparabeno e propilparabeno em
associagdo, na proporcdo 9:1, nas concentracdes de 0,18 e 0,02%,
respectivamente, conforme formulacéo da tabela 03.

Tabela 03: Adicdo dos agentes conservantes

Insumos LB 14 (%)
Benznidazol 2,0
Tabulose® 2,0
Glicerina 30,0
Propilenoglicol 15,0
Metilparabeno (Nipagin®) 0,18
Propilparabeno (Nipazol®) 0,02

Agua purificada gsp 200,0 mL

7.2.7.4 Avaliacdo de edulcorantes

A proposta para o teste de selecdo dos edulcorantes foi realizado
seguindo o procedimento descrito abaixo:

Separou-se 03 porcdes de 50 mL do lote de bancada 14 e se adicionou
o ciclamato sédico, nas concentragfes 0,2; 0,6; 1,2% e a sacarina sodica nas
concentracbes 0,1; 0,3; 0,6%, respectivamente, mantendo a propor¢cao 2:1 de
ciclamato/sacarina para cada teste (tabela 04). Cerca de 50 mL restante foi a
formulagdo controle. A avaliagdo final foi organoléptica, sendo selecionado

entre os voluntarios uma formulacédo que mais agradasse ao paladar.
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Tabela 04: Adicao dos agentes edulcorantes

Sacarina |  Ciclamato
Insumos %
Benznidazol 2,0
Tabulose® 2,0
Glicerina 30,0
Propilenoglicol 15,0
Metilparabeno 0,18
Propilparabeno 0,02
12 proposta (1) 0,1 0,2
22 proposta (1) 0,3 0,6
32 proposta (1) 0,6 1,2
Agua purificada gsp 50 mL

* Cada porcao de 50 mL do LB 14.

7.2.7.5 Teste do flavorizante

Para a suspenséao do benznidazol apés selecéo dos edulcorantes, com o
objetivo de melhorar as caracteristicas organolépticas e promover a aceitagao
pelos pacientes pediatricos foi submetida ao teste do flavorizante.

Foram selecionados 04 diferentes aromas: chocolate branco, banana,
baunilha e abacaxi.

Um teste preliminar foi realizado nas por¢des de 50 mL ja contendo os
edulcorantes. Por¢gbes menores, cerca de 10 mL cada, foi acrescida dos
aromas individualmente, conforme tabela 05.

Posteriormente, a op¢éo selecionada pelos voluntarios foi reproduzida,
originando o LB 15, contendo as concentragdes de 0,1 e 0,2%, de ciclamato e
sacarina, respectivamente, além do melhor flavorizante (tabela 06).

A avaliacdo final foi também organoléptica, selecionando uma
formulacdo que melhor associasse o sabor doce com o aroma atrativo a

criangas.
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Tabela 05: Adicdo dos flavorizantes

Insumos LB 14
%
Benznidazol 2,0
Tabulose® 2.0
Glicerina 30,0
Propilenoglicol 15,0
Metilparabeno 0,18
Propilparabeno 0,02
Sacarina 0,1
Ciclamato 0,2
Aroma de chocolate branco
Aroma de banana 0,5
Aroma de baunilha
'Aroma de abacaxi
Agua purificada qsp 10,0 mL

Tabela 06: Manipulagao do Lote-piloto |

Insumos LP 1 (%)
Benznidazol 2,0
Tabulose® 2,0
Glicerina 30,0
Propilenoglicol 15,0
Metilparabeno 0,18
Propilparabeno 0,02
Sacarina 0,1
Ciclamato 0,2
Aroma de banana 0,5
Silicone anti-espumante 0,1

Agua purificada gsp 2000,0 mL

7.2.7.6 Adicao do antiespumante

Finalizado esta etapa seletiva, no lote-piloto | (tabela 06) foi adicionado

um antiespumante (silicone), na concentracdo de 0,1%, que auxiliou na

reducdo de espuma formada apoOs passagem da formulacdo pelo moinho

coloidal.

7.2.8 Controle de qualidade

A etapa de planificacédo foi acompanhada seguindo os parametros de pH

e viscosidade. Também foram observadas as caracteristicas de sedimentacéao,
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0 aspecto do sedimento (se compactado ou frouxo) e do sobrenadante (se
limpido ou turvo). O teor foi avaliado seguindo a metodologia de Silva (2007).

A formulacao final desenvolvida (lote piloto 1) sera acompanhada em
estabilidade, segundo Resolucédo - RE n° 1 (BRASIL, 2005), a determinacao do
seu teor seguiu 0 método indicativo para estudo de estabilidade, co-validado
para suspensao. Em paralelo, outro estudo foi realizado, apenas, em relagcéo
ao controle microbiolégico. A suspensdo de benznidazol a 2%, nos tempos
(zero, 15 dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias), foi analisada, pois, diariamente, este
frasco contendo a suspenséao foi aberto em ambiente ndo controlado durante
30 minutos, com o objetivo de simular o tempo de tratamento e sua exposi¢céo

no ambiente domiciliar.

7.2.9 Metodologia analitica co-validada para suspenséao pediatrica

7.2.9.1 Método para quantificar a suspensdo de benznidazol a 2% em estudo

de estabilidade acelerada e de longa duracéo

Condic6es Cromatograficas:

Fase estacionaria: Phenomenex Luna 5 um C18 (2), 100 A, 250 x 4,6 mm
Fase movel: tampéao fosfato/acetonitrila (80:20), pH 2,7, isocratico

Fluxo: 1 mL/min

Detector: DAD (200 a 400 nm), com dois canais fixos 210 nm e 316 nm
Temperatura: 40 °C

Volume de injecdo: 40 uL

Preparacdo da Fase Movel: isocratico

Foram pesados 6,8 g de diidrogeno fosfato de potassio. O sal foi
dissolvido em 800 mL de agua ultra pura e acrescentados 200 mL de
acetonitrila e ajustado o pH para 2,7 com acido fosforico 85%. Em seguida,

esta fase moével foi filtrada a vacuo.
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Preparacdo da Solucédo Padrao:

Foi pesado analiticamente 10 mg da Substancia Quimica de Referéncia
(SQR) benznidazol, em triplicata. Estas foram diluidas com 10 mL de
acetonitrila, sonicadas por 5 minutos e aferidas a 50 mL com agua ultra-pura. A
concentracdo final da solucédo-estoque foi de 200 ppm. Estas foram
acondicionadas a uma temperatura entre 2 a 8 °C. A cada analise foi diluido 1
mL para baldo volumétrico de 10 mL, o qual foi aferido com a solucéo diluente
1:4 (acetonitrila:dgua ultra-pura). Filtrado em membrana 0,45um. A

concentracéo final foi de 20 ppm.

Preparacédo da Solucdo Amostra:

Foi transferido 10 mL da amostra (equivalente a 200 mg de benznidazol)
para um baldo volumétrico de 100 mL. Foi adicionado 50 mL de acetonitrila,
sonicado por 15 minutos e, em seguida, ajustado o volume com agua ultra-
pura. Filtrado através de papel de filtro. A concentracdo desta diluicdo foi de
2000 ppm de benznidazol.

Foi transferido, volumetricamente, 1 mL do filtrado para um baldo
volumétrico de 100 mL, diluido com a solucéo diluente (1:4 — acetonitrila:agua
ultra-pura), obtendo uma concentracdo de 20 ppm. Filtrado em membrana
0,45um.

7.2.9.2 Parametros de co-validacao

E necessario registrar que este método foi desenvolvido e validado como
método indicativo para estudo de estabilidade e, posteriormente, validado para
0 benznidazol matéria-prima e as respectivas formula¢des desenvolvidas neste

trabalho.

7.2.9.2.1 Especificidade

A especificidade do método para a suspensao foi realizada analisando
uma formulacdo placebo da suspensdo desenvolvida, esta apresentando a
seguinte composicéo: Tabulose®, propilenoglicol, glicerina, sacarina, ciclamato,
sacarina, metilparabeno, propilparabeno, silicone anti-espumante, aroma de

banana e agua purificada. Foi realizada com n=6.
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7.2.9.2.2 Linearidade

Foram seguidas as mesmas concentracdes da faixa de linearidade ja
determinada para a matéria-prima (4, 8, 12, 16, 20 e 40 ppm), que foram
tratatadas por Analise de Variancia.

Neste caso, da co-validacdo para a suspensdo, cada analise foi

acompanhada por uma curva controle.

7.2.9.2.3 Preciséo

Com a formulacdo da suspensdo de benznidazol 2% lote-piloto II, a
precisdo foi determinada em diferentes dias por diferentes analistas. Foi
realizada com n=6 para a concentracdo média correspondente a 20 ppm. O

tratamento estatistico realizado foi o teste t de Student.

7.2.9.2.4 Exatidao
Com a formulacdo da suspensdo de benznidazol 2% lote-piloto II, a
exatidao foi determinada em 03 diferentes concentracdes (16 ppm, 20 ppm e

40 ppm), com n=3.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1 Desenvolvimento farmacotécnico

Muitas drogas sdo comumente utilizadas em criangcas sem nunca terem
sido estudadas seguindo 0s rigorosos critérios cientificos. Embora, estes
medicamentos sejam prescritos na pediatria, eles sdo considerados “off-label”,
pois Ndo tem em seus registros a indicagdao para administracdo em criangas
(MILNE, 2008).

A Academia Americana de Pediatria fez consideracfes em 1998 que as
formulagbes devem ser adequadas com a faixa etaria, serem de faclil
administracdo e com precisdo de dose. A populacdo de pacientes pediatricos
se divide em 06 pequenos grupos: prematuros, a termo, lactentes e criancas
pequenas, criancas em idade pré-escolar, criancas em idade escolar e
adolescentes, o que orienta o desenvolvimento das formulagbes por faixa
etaria, tornando um desafio técnico que consome um longo tempo (MILNE,
2008).

A selecéo dos excipientes (componentes inertes) requer grande cuidado,
pois as criangas tém reacdes adversas a conservantes, corantes e agentes
flavorizantes que rotineiramente sao utilizados nas formulagbes adultas
(MILNE, 2008).

A planificacdo foi iniciada pelo agente suspensor, pois no caso das
suspensdes a viscosidade do sistema é o objetivo desejavel. E realizada a
partir da incorporacdo ao sistema de polimeros como metilcelulose,
carboximetilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, alcool polivinilico entre outros,
que sédo utilizados com bastante frequéncia, pois visa a estabilidade fisica das
particulas em suspensao, além de adequar a viscosidade (CHACRA, 1994).

Os primeiros 05 lotes de bancada (LB) foram realizados com o intuito de
selecionar o agente suspensor.

Uma vez que a redispersibilidade € uma das consideracdes mais
importantes para a aceitabilidade da suspensédo e, que o sedimento formado
deve ser facilmente redisperso sob moderada agitacdo para originar um
sedimento homogéneo, a medi¢cdo do volume de sedimentagéo e a facilidade
com que a redispersdo ocorre sdo duas das técnicas comuns para avaliacdo
das suspensdes (PATEL, 2001).
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Dentre as formulacdes testadas com o CMC a 0,5; 1,0 e 2,0 % foram
obtidos os seguintes resultados: o LB 1 apresentou sedimento logo apds a
manipulacédo de 52 mL, e de 28 mL, apds 48 horas, estando com sobrenadante
turvo e sem particulas maiores em suspensdo. O LB 2 ndo sedimentou logo
apos a manipulacdo, porém, apos 48 horas, estava com 52 mL de sedimento, e
por fim, o LB 3 ndo foi possivel avalia-lo, pois durante o processo de
manipulacéo foi observado sua gelificacao.

A combinacéao binaria (ativo+agente suspensor — CMC) que permaneceu
sendo avaliada neste estudo foi aquela que continha a concentragdo de CMC a
1,0 %, ou seja, o LB 2.

As formulacdes realizadas com 1,0 e 2,0% de Tabulose SC ©,
respectivamente, os LB 4 e LB 5, foi observado que o LB 4, sedimentou logo
apo0s a manipulacdo, 125 mL e ap6s 48 h, ja havia um sedimento que
correspondia a 88 mL, com sobrenadante turvo e algumas finas particulas em
suspensdo.O LB 5, apresentou-se sem sedimento apos a manipulagédo e assim
se manteve durante uma semana, sendo selecionado, para dar continuidade ao
estudo.

Uma outra avaliacao realizada que corroborou na selecdo do LB 2 foi
realizada através da técnica de analise reoldgica, utilizando o viscosimetro,
pois esta possibilita avaliar o comportamento e o tipo do veiculo sob as
caracteristicas estruturais das particulas para efeitos comparativos (PATEL,
2001). Os resultados apresentados para as formulagdes com a Tabulose SC ®
confirmaram a baixa viscosidade do sistema, porém com estabilidade de
sedimentacdo. Em paralelo, foi avaliado o pH das preparacdes, considerando
gue os agentes suspensores em estudo exigem faixa de pH ideal para garantir

a estabilidade fisica do sistema.

Tabela 07: Avaliacdo dos parametros de pH e viscosidade na avaliagédo do
agente suspensor

Lote de bancada (LB)| pH |Viscosidade (cP)
1 6,77 425
2 7,10 785
3 7,10 1052
4 6,63 122
5 6,49 235
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Para avaliagdo do agente viscosificante (glicerina) foi feito um
planejamento de 2 = 4, sendo manipulados 04 lotes de bancada (LB).

Foi observado que uma melhor aparéncia na suspensao foi obtida com a
adicdo da glicerina, ou seja, molhando as particulas em suspenséo,
estabilizando a preparacdo. No LB 7, também se observou uma melhor
caracteristica no sedimento, mais frouxo, podendo atribuir a fungéo co-solvente

da glicerina também a reducéo da resisténcia a viscosidade na preparacao.

Tabela 08: Avaliacdo dos parametros de pH e viscosidade na avaliacédo do
agente viscosificante (glicerina)

Lote de bancada (LB)| pH |Viscosidade (cP)
6 6,25 68
7 6,27 82
8 6,87 364
9 6,42 508

ApoOs a adicdo do propilenoglicol observou-se que este manteve as
caracteristicas de volume de sedimento e sobrenadante ja observadas
anteriormente, no entanto, proporcionou uma melhor reologia do liquido, sendo
selecionada a concentracdo minima testada (15%). Os resultados, referentes a

pH e viscosidade, estdo na tabela 09.

Tabela 09: Avaliacdo dos parametros de pH e viscosidade na avaliacédo do
agente viscosificante (glicerina+propilenoglicol)

Lote de bancada (LB)| pH |Viscosidade (cP)
10 6,28 98
11 6,34 94
12 6,60 1010
13 6,83 1680

As suspensdes com veiculo aquoso, geralmente, sdo acrescidas de
conservantes.

Os conservantes sao substancias incorporadas aos produtos
farmacéuticos e cosméticos de multiplas doses, tendo como finalidade evitar a
proliferacdo microbiana e consequentemente manter a estabilidade,
conservando-os livre de deterioracdes. Eles podem ter atividade bactericida ou
fungicida (RAMOS, 2010).
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O primeiro aspecto a ser considerado na escolha do conservante é a
regulamentacdo do uso de substancias de agédo conservante permitida. A lista
de conservantes permitidos pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) consta na Resolucdo de Diretoria Colegiada de 162 de 11 de
setembro de 2001.

Balbani em 2006 publicou um estudo, no qual os parabenos aparecem
em formulacdes liquidas com mais freqiéncia que outros conservantes. O
metilparabeno corresponde a 45,2% das formulacbes pesquisadas, o
propilparabeno em 35,6%, o benzoato de sédio em 32,8% e o metabissulfito de

sédio em apenas 11,0%.

Os conservantes foram adicionados na propor¢cdo de 9:1 de
metiparabeno e propilparabeno. Sua eficacia serd medida durante a
estabilidade da suspensdo, avaliando o0s parametros de controle
microbiolégico, como contagem microbiana e auséncia de patégenos.

Romanowsky e Schueller (2005) relataram que a contaminacdo de um
produto pode ocorrer durante a producédo, proveniente de matérias-primas ou
dos equipamentos, apds a producdo, proveniente de contato com recipientes
de estocagem ou material de acondicionamento sujo e durante sua utilizagcéo
pelo consumidor. Assim, frascos a temperatura ambiente foram expostos
simulando a administracdo e também serdo avaliados microbiologicamente.

Muitas qualidades do produto, tais como, 0 sabor e a aparéncia nao
podem ser medidas quantitativamente. No entanto, devem ser avaliadas e
consideradas visto que o desempenho satisfatério do medicamento frente ao
paciente, ou seja, a sua aceitabilidade esta diretamente relacionada a esta
selecdo (LACHMAN, 2001).

As preparacgfes liquidas e mastigaveis, geralmente, sdo desagradaveis
quanto ao paladar, sendo necessario, as vezes, combinar diferentes
edulcorantes em um mesmo produto, a fim de superar este inconveniente. Para
a industria farmacéutica o edulcorante mais utilizado é a sacarose (acucar), e
seus substitutos artificiais (sacarina sédica, ciclamato de sodio e aspartame)
(BALBANI, 2008).

A proporcdo selecionada neste estudo, referente aos edulcorantes

ciclamato e sacarina foi realizada a partir da opcdo de voluntarios néo
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treinados, os quais optaram pela formulagcdo contendo 0,2% de ciclamato e
0,1% de sacarina (LB 14 — I), estes justificaram esta escolha registrando que as
outras formulacdes apresentaram-se com acentuado sabor doce e residual
amargo. Os resultados de pH e viscosidade desta formulagcdo foram,
respectivamente, 6,63 e 958 cP.

Outra definicAo qualitativa foi seguida para a escolha do agente
flavorizante, também a partir de voluntarios nao treinados, sendo 0os mesmos
da etapa anterior, porém em dias diferentes, indicaram que suas preferéncias
foram para o “flavor” de chocolate branco e de banana. No entanto, foi sugerido
reduzir a concentracdo, considerando que o tratamento é longo (60 dias) e
poderia ser uma caracteristica comprometesse a adesao ao tratamento pelas
criangas.

Assim, foi finalizado esta etapa que antecede o estudo de estabilidade,
partindo do principio que o desenvolvimento do medicamento sO estara
concluido apos a selecdo da embalagem, que sera definida apds a concluséo
da estabilidade e posterior transposicao. Abaixo na tabela 10, esta descrita a
formulacdo que foi produzida para acompanhamento em estudo de
estabilidade, porém foi verificado que na etapa de passagem da preparacdo em
moinho coloidal, houve excesso de espuma, sendo proposto a adicdo do

agente anti-espumante.

Tabela 10: Formulagéo final

Insumos Lote Piloto | (%)
Benznidazol 2,0
Celulose microcristalina +
carboximetilcelulose sodica 2,0
(Tabulose®)
Glicerina 30,0
Propilenoglicol 15,0
Metilparabeno (Nipagin®) 0,18
Propilparabeno (Nipazol®) 0,02
Sacarina sodica 0,1
Ciclamato sodico 0,2
Aroma de banana 0,4
Silicone antiespumante (Simeticona®) 0,1
Agua purificada gsp 200,0 mL
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O principal uso de simeticona® como excipiente é como agente anti-
espumante durante a fabricacdo de medicamentos. E recomendado, no Rowe
(2006), a concentragao entre 1 a 50 ppm. O pH desta formulagéo foi 7,05 e a
viscosidade de 985 cP.

O doseamento da suspensao de benznidazol 2% foi realizado, apenas,
no LP I, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, segundo Silva (2007),
sendo obtido um teor de 95,10%.

No entanto, o método utilizado é para determinacdo do teor em rotina
fabril, para o acompanhamento da suspenséo em estabilidade, sera utilizado o
meétodo desenvolvido indicativo para estudo de estabilidade que foi co-validado

para suspensao.

7.3.2 Co-validacdo do meétodo indicativo para estudo de estabilidade
(MIEE)

O método foi co-validado segundo os parametros de linearidade,
especificidade e precisdo conforme a RE n° 899 (BRASIL, 2003) e o Guia da
ICH (1995), a partir do método indicativo para estudo de estabilidade da
matéria-prima desenvolvido e validado neste trabalho.

A mesma linearidade preparada para validacdo do método para
quantificacdo da matéria-prima foi utilizada para as formulacdes farmacéuticas
desenvolvidas, a partir das solucdes-estoque para cada SQR (nitroimidazol,
benznidazol e benzilcloroacetamida), trés curvas auténticas e mistas, nas
concentracOes 4; 8; 12; 16; 20 e 40 ppm foram obtidas.

A especificidade do método foi avaliada através da injecdo de amostras
de formulacao placebo.

Cada parametro da validacdo foi acompanhado por curva controle
preparada a partir da solugéo-estoque, diariamente, nas concentracdes de 16,
20 ppm e 40 ppm contendo os padroes de aminoimidazol sulfato, 2-
nitroimidazol, benznidazol e N-benzilcloroacetamida.

Os resultados demonstraram a especificidade do método para o0s
excipientes que compdem a formulacdo, conforme cromatograma (Apéndice A)
visto que no tempo de retencdo definido para o benznidazol ndo ha

interferéncia dos componentes da formulacao.
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Também para a precisdo da determinacdo do teor de benznidazol na
suspensao. Conforme resultados apresentados na tabela 11. Este é

considerado com repetitividade e precisédo entre dias e analistas.

Tabela 11: Resultados da precisdo do método

Repetitividade Precisdo
. Dial Dia2
Amostras|  Analista 1 Analistal | Analista2
Concentracao (ppm)
1 98,96 104,67 | 103,73
2 101,87 102,82 | 102,42
3 97,38 101,26 | 101,71
4 96,30 100,73 | 105,55
5 96,09 101,53 | 100,39
6 93,21 100,54 | 101,40
Média 97,30 101,93 102,53
CV (%) 3,01 1,54 1,80

Estatisticamente, para a repetitividade foi apresentado como resultado
um CV inferior a 5% e a precisdo intermediaria apos aplicacdo do teste “t
Student”, apresentou t calculado 0,611 e este foi menor que o t tabelado 2,228,
com 95% de confianca. Portanto, pode ser concluido que o método em estudo
€ preciso.

Os resultados para a exatiddo do método foi comprovado, conforme

tabela 12, em trés niveis de concentracdo, um minimo, um meédio e um

maximo.
Tabela 12: Resultados da exatiddo do método
16 ppm 20 ppm 40 ppm
Amostras (80,00%) (100,00%) (200,00%)

1 76,83 98,96 195,56
2 77,02 101,87 195,17
3 76,43 97,38 194,65
Média 76,76 99,40 194,91

CV (%) 0,39 2,29 0,23

Exatiddo (%) 95,95 99,40 97,45

7.3.3 Estudo de estabilidade
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O lote piloto Il foi manipulado para 08 litros e acondicionado em frascos
de vidro &mbar contendo 100 mL cada, submetidos ao estudo de estabilidade,
segundo a RE n° 01 (BRASIL, 2005).

Os parametros de controle de qualidade foram avaliados, como:
descricdo, pH, viscosidade, densidade, teor, contagem microbiolégica e
contagem de patdégenos (tabela 13), os quais serdo especificados no estudo de

estabilidade e, também tempo/velocidade de sedimentacéo.

Tabela 13: Resultado do controle de qualidade da suspenséo de benznidazol
2% do lote piloto Il (tempo zero de estabilidade)

Parametros Resultados
- Suspenséao cor branco amarelado, aroma
Descricéo . ]
de banana, isento de particulas estranhas
pH 6,75
Viscosidade 160 rpm
Densidade 1,088 g/mL
Teor (90 a 110%) — CLAE/MIEE 99,40%
Fungos e leveduras <10 UFC/mL
Bactérias aerdbios <10 UFC/mL
Patogenos Auséncia

Outra avaliacdo para acompanhar a estabilidade da suspenséo durante
o tempo de tratamento foi realizada como controle microbioldgico de exposi¢éo,

seguem resultados na tabela 14.

Tabela 14: Resultado do controle de qualidade da suspenséo de benznidazol
2% microbioldgico durante periodo de administracéo

Parametros Resultados

TzeRO dias T15DIAs T30pIAs

Fungos e leveduras <10 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Bactérias aerobias <10 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Patdgenos Auséncia Auséncia Auséncia

E relevante destacar que o acompanhamento do lote piloto Il em
proveta graduada para avaliar tempo de sedimentacdo, confirmou o resultado
ja encontrado em lote de bancada, pois apos 30 dias ndo houve sedimentacéo.

Este resultado implica em uma maior uniformidade das particulas do
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benznidazol em suspensdo, ndo proporcionando formacdo de *“caking”.
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7.4. CONCLUSOES

O desenvolvimento farmacotécnico para a forma farmacéutica
suspensdao propds uma concentracdo de benznidazol que permitira a
administracdo com ajuste posologico por peso, conforme € recomendado pelas
agéncias regulatorias internacionais e diversos comités de “experts” em
pediatria, proporcionando maior segura ao tratamento e consequentemente
mais eficacia, sem riscos de sub ou sobredoses.

Os caracteres organolépticos foram obtidos para melhorar a adesao ao
tratamento.

Foi co-validada uma metodologia indicativa para estudo de estabilidade,
a qual esta sendo utilizada para acompanhamento do estudo de estabilidade

da suspensao em embalagem de frasco de vidro ambar.
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8. ESTUDO DE SOLUBILIDADE E DISSOLUCAO PARA O BENZN IDAZOL,
FARMACO POUCO SOLUVEL

8.1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € o maior
problema de saude publica do Brasil. O tratamento disponivel utiliza a via oral e
uma de suas desvantagens é o fato do benznidazol ser pouco solavel (LAMAS,
2006).

O sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB) é usado para
classificar um grupo de farmacos segundo as suas caracteristicas de
solubilidade e de permeabilidade. As substancias Classe Il sdo pouco sollaveis
mas altamente permeaveis, e sua biodisponibilidade é limitada pela taxa de
dissolucdo. A taxa de dissolucdo pode ser acelerada por melhoria nas
caracteristicas de molhabilidade do p6 (PURVIS, 2007).

Considerando o modelo de dissolucdo de Noyes-Whitney que mostra
que fatores como a difusdo do farmaco, a solubilidade no trato gastrointestinal,
a area superficial umedecida pelos fluidos intestinais e a propria hidrodinamica
do trato gastrointestinal, influenciam a determinacdo da taxa de dissolucéo in
vivo, associados ainda a forma cristalina e a solubilidade aquosa, além da
presenca dos tensoativos nativos (HORTER, 2001).

Em geral, o teste de dissolucdo de ponto Unico ndo caracteriza
completamente a dosagem da forma farmacéutica e portanto, o perfil de
dissolucéo e o perfil de dissolugdo comparativo é recomendado recentemente
pelas Agéncias Regulatérias. Para mudancas apés aprovacdo como (i) scale
up, (i) local de fabricacéo, (iii) componente e composicéo, (iv) mudanca de
equipamento e processo, uma comparacao entre os perfis de dissolucdo antes
da mudanca e ap6s a mudanca €& recomendado no “Scale-up and Post-
Approval Changes Guidance for Immediate Release Products (SUPAC-IR)”
(SHAH, 1998).

Para orientar o comportamento do ativo e consequentemente da forma
farmacéutica desenvolvida, in vivo, foi realizada a determinagao da solubilidade
em potenciais meios utilizados nos estudos de dissolucdo, buscando-se
entender a relagdo entre as propriedades fisico-quimicas da substancia ativa e

todos os parametros fisiologicos relevantes mimetizados nas condicbes
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descritas do teste de dissolucdo (SUNESEN, 2005). Neste caso, foi utilizado o
planejamento fatorial dos fatores que poderiam influenciar na determinacéo do
percentual dissolvido de benznidazol na forma farmacéutica comprimido na
concentracdo de 100 mg condicionando a extrapolacdo destes resultados ao
que se poderd observar no estudo planejado para determinacdo da
farmacocinética para o produto em desenvolvimento que € o coprimido

pediatrico de benznidazol na concentracdo de 12,5 mg.
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8.2 MATERIAL E METODOS

8.2.1 Materiais (reagentes e meios)

Amostra de Benznidazol (BZN), matéria-prima fornecidos pelo LAFEPE®,
lote: 15772 e comprimidos de benznidazol 100 mg, lote 08041722, fabricados
pelo LAFEPE®.

Preparacdo do suco gastrico simulado Roche® 66 mL de HCI

concentrado e 20g de NaCl para 10 L de agua purificada.

Meios testados: agua purificada, suco gatrico simulado (SGS - Roche®),
acido cloridrico 0,1M, lauril sulfato de sédio 0,5%; 0,75% e 1,0% (p/v), SGS +
lauril sulfato de sédio 0,5%; 0,75% e 1,0% (p/v), TWEEN® 80 0,5% (p/v).

8.2.2 Equipamentos e Instrumentos:

Balanca Shimadzu® AW 220, méaximo de 220 g, calibrada
Phmetro Tecnal® modelo Tec-3MP, calibrado

Purificador Osmose reversa Milli-Q Gradiente Millipore®
Lavadora ultra-sénica Unique®

Espectrofotdmetro Varian® Cary 50 Probe, qualificado

Dissoluteste Varian® - Vankel 7010 com amostrador automatico VK 8000,

qualificado

Sistema de cromatografia liquida Merck® Elite LaChrom, composto por bomba
L-2130, amostrador L-2200, forno L-2300 e detector diode array L-2455,

qualificado.

Sistema de agitacdo da Fisatom®, com reservatérios com capacidade para 5,5

mL, possuindo temperatura controlada a 37° + 0,5°C

8.2.3 Vidrarias/ Outros
Volumétricas calibradas e graduadas

Papel de filtro Inlab®

103



Medeiros, F.P.M.. Potenciais formulag6es com o benznidazol para tratamento de criangas com a doencga de Chagas

Unidade filtrante Millex Millipore® (0,22 pym)

8.2.4 Estudo de solubilidade em “potenciais meios de dissolu¢cao” em “condicéo

sink”

Para o estudo de meios de dissolugcdo, sob “condicdo sink” foram
estudados composi¢cbes que simulassem o pH do trato gatrointestinal e que
sendo o benznidazol um farmaco de baixa solubilidade (classe Il), também

permitesse uma melhor solubilidade diminuindo a tensao superficial.

Foram testados o0s seguintes meios potenciais: agua purificada (pH
5,94), suco gastrico simulado (SGS) Roche (pH 1,35), HCI 0,1M (pH 1,29),
SGS + 0,5% de lauril sulfato de sodio (LSS) p/v (pH 1,41) , 0,5% LSS p/v (pH
8,13), SGS + 0,75% LSS p/v (pH 1,32) , 0,75% LSS p/v (pH 8,08), SGS + 1%
LSS p/v (pH 1,33) , 1% LSS p/v (pH 8,75), 0,5% Tween 80 v/v. As amostras
(n=03) foram preparadas numa concentracdo de 0,5 mg/mL (5 vezes a
concentracdo de 100 mg do comprimido adulto em dissolucéo), transferidas
para reservatorios de capacidade 5,5 mL e agitadas a 37 °C por 24 horas. Em
seguida, as amostras foram filtradas, em membrana de 0,22 ym, transferidas
para baldo volumétrico e quantificadas por CLAE (SILVA, 2007).

Para os meios que o BZN foi quantificado com teor dissolvido acima de
90% (SGS + 0,75% LSS, 0,75% LSS, SGS + 1% LSS, 1% LSS), este ensaio foi
repetido com a concentracdo de 1mg/mL, além dos meios controles (dgua
purificada e suco gastrico simulado (SGS) Roche).

8.2.5 Dissolucéo

8.2.5.1 Desenvolvimento do método de dissolucao e validacao

Comprimidos de 100 mg do benznidazol LAFEPE® (lote 08041722)
foram pesados analiticamente. Em seguida, foram realizados perfis de
dissolucdo no dissoluteste Vankel® 7010 e amostras (7 mL) foram coletadas
apos 7; 15; 30; 60; 90 e 120 minutos de ensaio, sem reposi¢cdo de meio, nas
condi¢des ilustradas na tabela 1. O objetivo do estudo foi variar todos os
parametros controlaveis como meio (variavel qualitativa), com o volume do

meio e a rotacdo das pas (variaveis quantitativas) e medir as respostas nos
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tempos de 60 minutos e 120 minutos, quantificando o percentual dissolvido,
comparando-os com a especificacdo atualmente seguida que é 60% e 80%,
respectivamente.

O teor dissolvido foi quantificado atravées de método por
espectrofotometria no Cary 50 Probe, UV-VIS da Varian®. A metodologia para
determinacdo do teor dissolvido foi validada, baseando-se na RE n° 899,
ANVISA (2003), que considera a dissolucdo um teste de performance,
classificando-o na categoria Ill, sendo necessario a avaliacdo da precisao e
especificidade, esta ultima, realizada com comprimidos placebo. Um outro
parametro que foi avaliado foi a robustez do ensaio no que diz respeito ao meio
de dissolucdo durante o estudo de desenvolvimento, onde foi utilizado lotes
diferentes do fabricante lauril sulfato de soédio e diferentes fabricantes deste

tensoativo.

Tabela 01: Condi¢cdes de estudo para desenvolvimento do método de

dissolucéo do comprimido do benznidazol 100 mg

Volume (mL) Rotacao (rpm)
1000 | 500 100 | 75 | 50

LSS 1% + SGS
LSS 0,75% + SGS

Meio

8.2.5.2 Quantificacao do teor dissolvido e validacao

A determinacdo do teor dissolvido de BZN foi realizada através do
espectrofotometro no comprimento de onda 324 nm. A solucdo padrdo foi
preparada pesando-se analiticamente 10 mg de benznidazol e transferindo
para um baldo volumétrico de 50 mL e adicionando-se 40 mL de etanol PA,
levado ao ultrassom e sonicado por 15 minutos. Foi realizada a afericdo com o
mesmo solvente. Uma aliquota de 3 mL foi transferida para um outro baldo
volumétrico de 50 mL e completado volume com o meio de dissolucdo em
estudo selecionado (SGS + LSS 1%). Obteve-se uma concentracao final de 12
ppm. Este método foi validado para os comprimidos de benznidazol, seguindo
a RE 899 (2003), da ANVISA.

A especificidade foi verificada através da avaliacgdo do ensaio de

dissolucéo de comprimidos placebo.
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A linearidade foi avaliada a partir de 03 solu¢cbes-mée auténticas, estas
foram preparadas pesando-se analiticamente 20 mg de benznidazol e
transferindo para um baldo volumétrico de 100 mL, adicionando-se etanol PA,
em seguida sonicada por 15 minutos. Apds este tempo as amostras foram
aferidas com etanol até o volume final. Cada solu¢cdo-méae originou uma curva
de linearidade, sendo a segunda diluicdo aferida com o meio de dissolucéo
(SGS + LSS 1%). As concentracdes obtidas foram as seguintes: 2; 4; 8; 12; 16
e 20 ppm. As trés curvas foram tratadas por Analise de Variancia (ANOVA). Foi
obtida uma equacao de reta, verificado se a curva havia sido linear e também
estava ajustada.

A precisdo intermediaria foi realizada por analistas diferentes em
diferentes dias, preparadas para obtencdo do ponto médio (12 ppm) em
sextuplicata. O tratamento estatistico foi “t Student” com 95% de confianca.

A exatidao foi preparada considerando as seguintes concentracoes: 8
ppm (66,67%), 12 ppm (100,00%) e 16 ppm (133,33%), com n=6. Foi
observada a capacidade de recuperacao do método, para a especificacado de
90 a 110%.

Para a robustez foram estudados diferentes fabricantes do etanol
(marcas Carlo Erba e FMaia), que estatisiticamente tiveram os resultados
tratados pelo teste “t Student” e diferentes tempos de sonicacao (10, 15 e 20
minutos) tratados pos Analise de Variancia (ANOVA), as amostras foram
preparadas na concentracdo final de 12 ppm, cada nivel de variagdo com seis
replicatas.

Para avaliar os parametros da validacdo do método de quantificagéo, em

paralelo, foi preparada uma curva controle nas concentracbes de 8; 12 e 16

ppm.
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.3.1 Estudo de solubilidade em “potenciais meios de dissolu¢cao” em “condicéo

sink”

O equilibrio da concentracdo do farmaco em ambos os lados da camada
do tubo gastrointestinal em um reduzido periodo de tempo foi denominado
condicao sink, onde o farmaco é absorvido instantaneamente no momento em
que ocorre a dissolugdo in vivo, ndo existe aumento de concentracao,
favorecendo o gradiente de concentragdo sobre a velocidade de dissolucao.
Portanto, em condi¢des in vivo, ndo existe um aumento de concentracao, dai,
nao ocorre o efeito retardador do gradiente de concentracéo sobre a velocidade
de dissolucéo.

Se tal condicdo for mantida, diz-se que o teste de dissolucdo €
conduzido sob condi¢des sink, significando auséncia da influéncia do gradiente
de concentracdo. Entretanto, a manutencdo desta condicdo nem sempre é
obrigatéria, mesmo para farmacos de baixa hidrossolubilidade (AIACHE, 1997).

No estudo de solubilidade com diferentes propostas de meio, com
resultados ilustrados na figura 01 para a concentracdo de 0,5 mg/mL (ensaio
preliminar) de benznidazol, foi observado que na agua purificada, suco gastrico
simulado e HCI 0,1M o percentual dissolvido foi préximo a 65%, ou 0,325
mg/mL e para os meios preparados com o0s tensoativos lauril sulfato de sodio
(anionico) e Tween 80 (ndo iGnico) na concentracédo de 0,5%, o lauril dissolveu
em torno de 85% ou 0,425 mg/mL, o0 que correspondeu a aproximadamente
10% a mais que o Tween 80, demonstrando a atuacédo destes tensoativos na
molhabilidade do pd, reduzindo a tensdo superficial e aumentando a sua
solubilidade.

Porém, o Tween 80 apresentou menor percentual dissolvido comparado
ao lauril sulfato de sédio na mesma concentracéo, o que pode esta associado a
dissolucéo do farmaco em si, que na realidade € o resultado da liberacdo e da
difusdo do farmaco. A este respeito, a difusdo das espécies dissolvidas
(molécula do farmaco e complexo micela-farmaco) tem papel fundamental. A
difusdo do complexo micela-farmaco é varias vezes menor do que do farmaco

sozinho, e a mudanca na taxa de dissolucao € o aprimoramento da solubilidade
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e o declinio do efeito de difusdo. Além disso, o peso molecular maior do Tween
80 e o0 peso das micelas agregadas também maior quando comparado ao lauril
sulfato de sédio, resultam numa baixa difusdo do complexo farmaco-micela e
por isso uma reducao na taxa de dissolucdo (SONI, 2008).

Em seguida, o lauril sulfato de sédio foi associado ao suco gastrico
simulado em diferentes concentragdes (0,5%; 0,75% e 1,0%), com 0 objetivo
de incrementar este percentual dissolvido. Os resultados apresentaram que
nas diferentes concentracées do tensoativo (LSS) a melhor solubilidade foi
proporcional ao aumento da concentragédo, de acordo com Baptista (2007) e
que o lauril sulfato de sddio 0,5% quando associado ao suco gastrico simulado
permaneceu dissolvendo préximo a 80%, nao havendo diferenca entre a
presenca ou auséncia do suco gastrico simulado em relacdo ao percentual
dissolvido. J& os meios a base de lauril sulfato de sédio a 0,75% e a 1,0%
atingiram mais de 90% ou 0,450 mg/mL de dissolucgéo, isolados e associados
ao suco gastrico simulado.

Os resultados acima, levaram ao planejamento de um outro ensaio, com
o dobro da concentracdo estudada (1,0 mg/mL de benznidazol), ou seja, 10
vezes a concentracdo praticada no ensaio de dissolugdo para o produto
LAFEPE® Benznidazol 100 mg, o que também assegurou uma saturagao.

Os meios estudados foram aqueles que apresentaram percentual
dissolvido no ensaio anterior acima de 90%, além do indicado pela Roche® na
transferéncia de tecnologia (SGS) e a agua purificada, estes dois Ultimos como
controle, conforme mostra a figura 02.

Os resultados confirmaram que tanto o lauril sulfato de sodio associado
ao suco gastrico simulado quanto ele isolado apresentaram resultados de
solubilidade semelhantes, mas que a concentracdo do lauril proporciona
resultados de solubilidade distintos entre si, considerando a suspensao de 1
mg/mL de benznidazol.

Obteve-se também o indicativo que houve saturagdo, pois ao contrario
da concentragdo anterior (0,5 mg/mL) ndo foi atingido o percentual total
dissolvido, e sim, apenas, em torno de 60% ou 0,6 mg/mL para o maior
concentracéo de lauril (1,0%), independente de ele estar ou ndo associado ao

SGS e para o LSS a 0,75%, foi de aproximadamente 45%, apenas, dissolvido.
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Solubilidade do BZN
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Figura 01: Solubilidade do Benznidazol a 0,5 mg/mL (SGS-suco gastrico
simulado; LSS-lauril sulfato de sédio; HCI — acido cloridrico)
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Figura 2: Solubilidade do Benznidazol a 1,0 mg/mL (SGS-suco gastrico

simulado; LSS-lauril sulfato de sédio)

8.3.2 Dissolucéao
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Diante dos resultados indicativos de solubilidade, o estudo foi
encaminhado para os ensaios de dissolugdo do comprimido de benznidazol
100 mg fabricado pelo LAFEPE. A presenca do suco gastrico simulado foi
mantida como meio de dissolugcéo e se acrescentou o lauril sulfato de sédio,
pois o sal proporciona ao meio com tensoativo um poder tamponante
simulando o pH do trato gastrico, o que justifica este comportamento do
benznidazol, em se tratando de uma base fraca (pKa 4,4) (ndo publicado) e
com pH em solucdo aquosa de 5,5, conforme especificagcdo da Farmacopéia
Brasileira. Para ativos bases fracas, a medida que o pH aumenta a extensao de
ionizacao é reduzida e a quantidade dissolvida diminui (SARKAR, 2008).

Na tabela 02, estdo apresentados os resultados dos perfis de dissolucao
nas diferentes condi¢cdes avaliadas. Foram avaliados os resultados para o
menor nivel de rotacdo (50 rpm) e observado que independente da composi¢ao
do meio e do volume deste, os percentuais dissolvidos ndo atenderam o

minimo preconizado nos tempos de 60 e 120 minutos.

Tabela 02: Resultados do desenvolvimento do método de dissolucao

. . Tempos de coleta
Rotacao Meio
7 15 30 60 90 120
LSS 1% + SGS
100 rpm 500 40,28 56,04 71,04 83,72 88,48 90,76
1000 45,33 64,68 80,57 92,37 96,95 98,98
LSS 0,75% +
SGS
100 rpm 500 40,33 57,35 73,8 85,29 91,42 89,63
1000 38,16 57,31 73,71 87,29 91,4 93,83
LSS 1% + SGS
75 rpm 500 40,74 57,01 74,12 87,35 96,13 99,96
1000 42,53 61,48 77,46 89,23 93,71 96,31
LSS 0,75% +
SGS
75 rpm 500 36,49 53,18 71,33 84,26 91,23 94,56
1000 39,54 56,58 73,89 84,84 90,62 93,63
LSS 1% + SGS
50 rpm 500 15,23 24,69 33,56 46,19 53,6 56,51
1000 19,86 34,59 51,75 70,42 78,18 81,88
LSS 0,75% +
SGS
50 rpm 500 13,51 23,44 32,72 50,3 9
1000 21,31 35,56 49,16 72,33
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Outra avaliagdo confirmou o comportamento da dissolucédo dependente
do pH do meio, pois resultados dos comprimidos em tampéao fosfato pH 6,8
(USP 30), volume de meio de 1000 mL e rotacédo de 75 rpm, apds 60 e 120
minutos, apresentaram valores de 72,57% e 85,10%, cerca de 10% inferior
aqueles meios que contém o SGS (pH &cido).

Sendo assim, para medir a influéncia dos fatores na resposta de
interesse (percentual dissolvido) foi realizado um planejamento fatorial 2° (8
ensaios), numa ordem aleatéoria e com n=4. A tabela 03 representa os fatores e

niveis estudados neste planejamento.

Tabela 03: Representacdo do planejamento fatorial 2°

Fatores (+) )

Meio (1) LSS 1,00% + SGS | LSS 0,75% + SGS
Rotacéo (2) 100 rpm 75 rpm
Volume (3) 1000 mL 500 mL

E claro que grandes diferencas de perfis de dissolugéo entre os meios,
como acontece com farmacos de classe Il, devem ser consideradas com
bastante cuidado, visto que a dissolucdo é o passo limitante da absorcéo e
geralmente é possivel estabelecer uma correlacao in vitro — in vivo. Contudo, é
relevante destacar que meios padroes de compéndios nao simulam as
condicbes fisioldgicas, assim correlagbes com estes meios sdo raramente
possiveis (GALIA, 1998).

Neste estudo foram avaliados os trés efeitos principais 1 (meio), 2
(rotacdo) e 3 (volume), trés interacbes de dois fatores, 12, 13 e 23, além do
efeito da interagéo dos trés fatores 123.

Os calculos foram realizados através do Programa Computacional
Statistic versdo 6.1. Os resultados seguem abaixo com a ilustracdo da

construgéo do cubo na figura 03e nas tabelas 04 e 05.
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Figura 03: Interpretacéo geométrica dos efeitos num planejamento 2°.

Tabela 04: Coeficientes de contraste para um fatorial 23,

Média | 1 2 3 12 13 23 1p3 | Medm
(%)

+ - - - N N - 84,26
N - + - - + - + | 8529
N + - - - - + + | 87,34
+ + + - + - - - 83,72
+ - - + + - - + 84,84
N - + + - - + - 87,29
N + - + - + - - 89,23
+ + + + + + + + 92,37

* A Gltima coluna contém os valores médios dos percentuais dissolvidos para t (60 minutos) de

dissolugéo
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Tabela 05: Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° da tabela 06.

Tempo 60 minutos® 120 minutos®

Efeitos principais

Média 86,79 94,43

(1) meio 2,74 4,13

(2) rotacéo 0,75 -2,27

(3) volume 3,27 1,42
InteragOes de dois fatores

12 -0,99 -0,99

13 1,99 0,86

23 2,05 4,79
Interacédo de trés fatores

123 1,33 1,15

%0 erro padréo é 0,64 para cada efeito com 24 graus de liberdade.

O erro padrao € 1,43 para cada efeito com 24 graus de liberdade.

Conforme apresentado na tabela 05, para 60 minutos, o tipo de meio
exerce um efeito significativo, assim como o volume deste, ou seja, modificar
para a maior concentracao de LSS (1%) e para o maior volume (1000 mL) tem
efeito significativo quando isolados e interagindo entre si. O mesmo né&o
acontece para a modificacdo quantitativa da rotacdo. Porém, a rotagdo maior
(100 rpm) interagem com o maior volume. Por fim, os trés fatores, nos seus
niveis positivos (+), apresentam interacdes com efeito significativo.

Para o tempo referente a 120 minutos, o Unico efeito principal
significativo foi para o meio, ja para a interacdo dos dois fatores foi visto que a
rotacao e o volume interagem.

Sendo assim, a selecdo das condicdes de dissolugcdo definidas para
validacéo foram baseadas no tempo de 60 minutos, visto que foi neste tempo
verificada a maior influéncia das condig6es em analises.

As condicdes selecionadas para dar continuidade aos estudos foi 0 meio
contendo 1% LSS + SGS, em um volume de 1000 mL, com uma rotacéo de 75

rpm, considerando que a rotacdo sO apresentou efeito significativo quando
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associado ao volume e ndo isolada, este mesmo resultado foi também

observado na variavel do tempo, quando a coleta aconteceu a 120 minutos.

8.3.3 Validacao

8.3.3.1 Especificidade

A especificidade de um método representa a sua capacidade de avaliar
de forma inequivoca a substancia em exame na presenca de componentes que
poderiam interferir na sua determinagdo numa mistura mais complexa (USP,
2007).

Os resultados da especificidade foram obtidos apdés acompanhamento
do perfil de dissolugcdo de 08 comprimidos placebo de benznidazol, durante 120
minutos. Foi observado que houve uma quantificagdo constante de
aproximadamente 1 ppm para todos os tempos analiticos, sendo este valor

insignificante, demonstrando a especificidade da metodologia de dissolucao.

8.3.3.2 Precisao
Para determinacdo da precisao entre dias foi considerado os resultados
de dias diferentes entre os diferentes lotes do mesmo fabricante de laurilsulfato

de sbdio e este se apresentou preciso, conforme mostrado anteriormente.

8.3.3.4 Robustez

Segundo a RE n° 899 (BRASIL, 2003), a robustez de um meétodo
analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas
variacbes dos parametros analiticos. Indica sua confianca durante o uso
normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a
avaliagdo da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a
variacbes nas condicbes analiticas, estas deverdo ser controladas e
precaucdes devem ser incluidas no procedimento.

Foi visto durante todo o estudo que a composi¢cdo do meio exerce um
efeito significativo aos percentuais dissolvidos dos comprimidos de benznidazol
100 mg. Desse modo, foram estudados na robustez a preparacdo do meio com

lotes diferentes do mesmo fornecedor e com fornecedores diferentes de lauril
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sulfato de sodio com n=4. O tratamento estatistico foi o teste t Student, com

95% de confiancga.

Tabela 06: Resultados do perfil da robustez no desenvolvimento do método de
dissolucéo

Tempos de coleta

0,
LSS 1% +SGS | 15 30 60 90 120
75 rpm 4253 | 6148 | 7746 | 8923 | 9371 | 9631
1000 mL 4299 | 5995 | 7369 | 87,93 | 90,73 | 9288
4000 | 5731 | 72,94 | 8484 | 8843 | 9147

Para os diferentes lotes de LSS do fabricante Vetec (L 0806072 e L
0902322) o t calculado para 60 e 120 minutos foi 0,6788 e 1,3798 e menores
que o t tabelado 2,7764 e 3,1824. Portanto, com 95% de confianca, pode-se
afirmar que ndo ha diferenca estatisiticamente significativa entre os percentuais
dissolvidos nos tempos de 60 e 120 minutos para os dois diferentes lotes
testados do mesmo fabricante de LSS Vetec.

Porém, houve diferenca entre os fornecedores testados (Vetec e
Nuclear). No entanto, foram diferencas estatisitcas, mas que analisadas do
ponto de vista analitico de controle de qualidade os produtos estavam
aprovados atendendo as especificacbes previamente determinadas para
ambos os tempos de coleta da dissolucao.

Mesmo assim, é sugerido que ao se trocar o fornecedor do lauril sulfato
de sddio este seja sempre avaliado.

8.3.3.4 Validacdo do método para quantificacao
O método de quantificacdo a ser utilizado na avaliacdo deve cumprir
com os parametros de validagcdo (MALESUIK, 2006). Seguindo a RE n°® 899

(BRASIL, 2003), todos os parametros referentes a categoria | foram avaliados.

8.3.3.4.1 Linearidade

A linearidade é a habilidade do método analitico de produzir resultados
que sdo diretamente, ou por uma transformacdo matematica bem definida,
proporcionais a concentracdo do analito dentro de uma dada faixa (BARROS
NETO, 2001).
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Segundo Brittain (2008), a linearidade do método corresponde a
habilidade do mesmo em fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracdo da substancia em exame dentro de uma determinada variacéo,
sendo que, a linearidade esta relacionada com a variacdo da inclinacao da reta
de regressao.

O resultado médio dos pontos das trés curvas de linearidade foram
tratados estatisticamente pelo método dos minimos quadrados obtendo-se a
equacao da reta (y = 0,030961(+ 0,000851) — 0,00973 (+ 0,010329)), ndo
havendo falta de ajuste, conforme ilustrado no grafico (Apéndice A).

A andlise da regressao linear demonstrou um coefiente de correlacdo
(R?) muito préximo a unidade foi de 0,99732, demonstrando que ha correlacdo
linear entre as unidades X e Y, o que significa que 99,73% da variacao total em
torno da média é explicada pela regresséo, restando cerca de 0,27% para ser
explicado pelos residuos, respresentado no gréafico (Anexo A).

Também foi calculado considerando as equacdes citadas na RE 899
(2003) os limites de quantificacdo e deteccéao, respectivamente, o LQ 0,1426

ppm e o LD 0,0941ppm.

8.3.3.4.2 Preciséo
Os resultados da precisdo estdo descritos na tabela 07 e estes se

apresentam com CV inferior a 5%, em diferentes dias para diferentes analistas.

Tabela 07: Resultados da precisdo intermediaria realizada por analistas
diferentes em diferentes dias

Analistas 1/1° dia 2/2° dia
Amostra | Conc (ppm) | Conc (ppm)
1 12,08 11,93
2 11,87 11,94
3 11,87 12,04
4 11,83 12,32
5 11,91 12,06
6 11,90 12,64
Média 11,91 12,16

CV (%) 0,75 2,26

Os resultados estatisticos demonstraram que as variancias foram

equivalentes para o teste F e que com 95% de confianca o t calculado foi de
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2,07 e, portanto, menor que o t tabelado de 2,23, podendo ser afirmado que o
método é preciso.

8.3.3.4.3 Exatidao

Na tabela 08, disp6em-se os resultados experimentais da recuperacao,
com os respectivos CV (%), para trés diferentes concentragbes: 8 ppm
(66,67%), 12 ppm (100%) e 16 ppm (133,33%).

Foi considerado o intervalo de 90 a 110% de recuperacdo para cada
concentracdo, mesmo intervalo atribuido para o doseamento do farmaco. Foi

demosntrado pelos resultados obtidos que o método € exato.

Tabela 08: Resultados da exatiddo do método

Amostra |8 ppm |12 ppm |16 ppm
7,83 | 11,57 | 14,43
7,67 | 11,23 | 14,67
7,75 | 10,82 | 14,75
7,84 | 10,93 | 14,33
7,82 | 11,04 | 14,64
7,81 | 10,83 | 14,52
Média | 7,79 | 11,07 | 14,56
CV (%) | 0,86 | 2,60 1,10

U WNPE

8.3.3.4.4 Robustez

Conforme demostrado na tabela abaixo 09, as concentracdes foram
obtidas por curva-controle para este parametro e apos tratamento estatistico
pelo teste “t Student” foi obtido um t calculado (2,20) menor que o t tabelado
(2,22) com 95% de confianca. Assim, para esse nivel de variagdo, o método foi
considerado robusto.

Tabela 09: Resultados da robustez para variacdo de fornecedor de etanol PA

Fornecedor de Etanol PA | Carlo Erba FMaia
Amostra Conc (ppm) | Conc (ppm)

1 13,01 12,34

2 12,34 12,71

3 12,05 12,96

4 12,28 12,75

5 12,23 12,59

6 12,25 13,10

Média 12,36 12,74

CV (%) 2,66 2,09
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Outra variacdo deliberada considerada no estudo foi o tempo de

sonicacdo. Na tabela 10 estdo os resultados.

Tabela 10: Resultados da robustez para variagdo do tempo de sonicagéo (min)

Tempo de sonicacgéo
10 min 15 min 20 min
Amostra Conc Conc Conc
(ppm) (ppm) (Ppm)
1 13,01 12,34 12,17
2 12,34 12,71 11,89
3 12,05 12,96 12,44
4 12,28 12,75 13,06
5 12,23 12,59 12,86
6 12,25 13,10 12,62
Média 12,36 12,74 12,51
CV (%) 2,66 2,09 3,45

Para o tempo de sonicacéo que foi avaliado por interfeir diretamente na
extracdo do ativo da forma farmacéutica, foi obtido como resultado a Analise de
Variancia (ANOVA) com 95% de confianca, que o F calculado (1,82) menor que
o F tabelado (3,68). Demonstrando que o método é robusto para estes trés

niveis de variacao.
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8.4 CONCLUSOES

No estudo de solubilidade, sob “condicdo sink”, os meios selecionados
foram: lauril sulfato de sédio (1%) + suco gastrico simulado e laurilsulfato de
sédio (0,75%) + suco gastrico simulado.

Estes dois meios foram conduzidos ao desenvolvimento do método de
dissolucéo, por planejamento fatorial, medindo as influéncias dos fatores
(composicédo do meio, volume e rotacao).

Foi verificado que o tipo de meio e o volume s&o os fatores principais
gue mais interferem no percentual dissolvidos dos comprimidos de benznidazol
100 mg.

O meio selecionado para o estudo comparativo entre o comprimido de
100 mg e comprimido pediatrico (12,5 mg) em desenvolvimento foi com
laurilsulfato de sédio 1% + suco gatrico simulado, com um volume de 1000 mL
e uma rotacao de 75 rpm.

O meétodo para dissolucdo foi validado seguindo a RE 899, 2003, da
ANVISA.

O método para quantificagdo do percentual dissolvido também foi
validado, seguindo a RE 899 (BRASIL, 2003) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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Apéndice A: Grafico referente a regressao linear e distribuicdo dos residuos.
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9. UM METODO SIMPLES PARA DETERMINACAO DO BENZNIDAZ OL E
PRODUTOS DE DEGRADACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA E VALIDACAO

9.1 INTRODUCAO

O Benznidazol (N-benzil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida) é um dos
farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas aguda (LAMAS,
2006).

N&o consta em compéndios oficiais um método para quantificacdo de
teor deste insumo farmacéutico ativo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
que permita avaliar substéncias relacionadas e potenciais impurezas de
sintese. Corroborando com este contexto, também ndo se encontram descrito
na literatura cientifica estudos de degradacao deste ativo.

Sendo assim, avaliando as exigéncias atuais que preconizam o
desenvolvimento e validacdo de métodos indicativos de estabilidade conforme
0s guias da ICH (International Conference Harmonization), este estudo sera
conduzido com o objetivo de avaliar a degradacgao forcada sob a influéncia das
condicbes hidrolitica, oxidativa, térmica e fotolitica, conforme citado por Bansal
(2007).

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permite a
andlise quantitativa de misturas e possibilita verificar possiveis produtos de
degradacéo, sendo, portanto, amplamente utilizado no controle de qualidade de
farmaco e medicamentos. Segundo Watson (2005), a combinacdo CLAE
monitorada pela deteccédo ultravioleta origina meétodos precisos, exatos e
especificos, sendo o método de escolha para este propdésito.

O uso do detector de arranjo de fotodiodos (DAD) permite calcular a
pureza dos picos cromatograficos, fator importante a ser considerado, pois um
pico cromatografico, aparentemente de apenas um componente, pode ser
correspondente a mais de um composto. Assim, o uso do DAD, é de
fundamental importancia na validacdo de métodos por CLAE, pois permite
inferir que um determinado pico cromatografico refere-se aquela substancia,
sem interferentes (DONATO, 2008).
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9.2 MATERIAL E METODOS

9.2.1 Amostra e substancia quimica de referéncia

A amostra degradada foi a matéria-prima de benznidazol lote 15772 e
lote 15986.

As substancias quimicas de referéncias (SQR) foram: o padrdo do
benznidazol 07-1051/000 (BS05041005), o padrdao de 2-aminoimidazol sulfato,
o padrdao do 2-nitroimidazol (RO-05-9129/001) e o padrdo da N-
benzilcloroacetamida (RO-13-0047/000), todos fabricados na Basiléia, pela
Roche®.

9.2.2 Reagentes

Foram utilizados é&gua purificada por osmose reversa, fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,4) Carlo Erba®, acetonitrila grau HPLC JT Baker®,
acido cloridrico (HCI) Carlo Erba® hidréxido de soédio (NaOH) Nuclear®,

Peréxido de hidrogénio (H-O,) Cromato Produtos Quimicos®.

9.2.3 Equipamentos

Balanca Shimadzu® AW 220, méaximo de 220 g, calibrada
Phmetro Tecnal® modelo Tec-3MP, calibrado

Purificador Osmose reversa Milli-Q Gradiente Millipore®
Lavadora ultra-sénica Unique®

Sistema de cromatografia liquida Merck® Elite LaChrom, composto por bomba
L-2130, amostrador L-2200, forno L-2300 e detector diode array L-2455,

qualificado. Software ezchrom Elite.
Camara de fotoestabilidade — Nova Etica® — Modelo 424/CF

Estufa Fanem® — a 60° + 2°C

9.2.4 Vidrarias/Outros

Volumétricas calibradas e graduadas
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Papel de filtro Inlab®

Unidade filtrante Millex Millipore® (0,22 pym)

9.2.5 Condic¢bes cromatograficas do método validado

Fase estacionaria: Phenomenex Luna 5 um C18 (2), 100 A, 250 x 4,6 mm
Fase movel: tampéao fosfato/acetonitrila (80:20), pH 2,7, isocratico

Fluxo: 1 mL/min

Detector: DAD (200 a 400 nm), com dois canais fixos 210 nm e 316 nm
Temperatura: 40 °C

Volume de injecdo: 40 pL

9.2.6 Solucbes-estoque dos padrdes (SQR)

Foram pesadas analiticamente 10 mg de cada SQR, em triplicata. Estas
foram diluidas com 10 mL de acetonitrila, sonicadas por 5 minutos e aferidas

para 50 mL com agua ultra-pura.

A concentracéo final de cada solucéo-estoque foi de 0,2 mg/mL. Estas

foram acondicionadas a uma temperatura entre 2 a 8 °C.

9.2.7 Solugcbes amostras para validacao

Foram pesadas analiticamente 10 mg de matéria-prima de benznidazol,
lote 15772, previamente secundarizada, em sextuplicata, pela SQR do
benznidazol Roche, apresentando teor de 99,95%. Estas foram diluidas com 10
mL de acetonitrila, sonicadas por 5 minutos e aferidas para 50 mL com agua
ultra-pura. A concentracédo final de cada solucdo amostra foi de 200 ppm. Em
seguida, esta foi diluida volumetricamente, 3 mL, para baldo volumétrico de 50

mL, sendo aferida com solugéo diluente (acetonitrila:agua/1:4).

A concentracao final de quantificacao foi 12 ppm.

9.2.8 Estudos de degradacéo forcada
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Os estudos de degradacdo hidrolitica foram conduzidos com a matéria-
pirma do benznidazol lote 15772 utilizando HCI 0,1M, HCI 1,0M, NaOH 0,1M e
NaOH 1,0M a temperatura ambiente, protegidos da luz, durante 30 dias.

A degradacéo oxidativa foi conduzida utilizando uma solucdo de 3% de
peroxido de hidrogénio (H20,) a temperatura ambiente, durante 30 dias.

A degradacdo térmica foi conduzida em estufa (calor seco) a 60 °C,
também durante 30 dias. A matéria-prima utilizada foi dos lotes 15772 e 15986,
esta foi distribuida, em quantidade suficiente, em uma placa de Petri, de modo
gue se observasse uma espessura de 1 mm de po.

O estudo fotolitico procedeu com a distribuicdo em uma placa de Petri
de aproximadamente 1 mm de pd, do benznidazol lote 15772, submetido a
exposicdo de 1,2 milhdes de lux.horas + 200 watt.horas/m? (UV) (ICH).

Para a preparacdo das solucdes-amostras, foi pesado analiticamente
100 mg de matéria-prima, transferidas para baldo volumétrico de capacidade
de 50 mL, solubilizadas em 25 mL de acetonitrila, sonicadas por 10 minutos.
Por fim, aferidas com a solucdo de degradacdo em estudo (HCI 0,1M, HCI
1,0M, NaOH 0,1M, NaOH 1,0M e 3% H,0,). Para cada tempo de analise
(tempo zero, 24 horas, 72 horas, 07 dias, 15 dias e 30 dias), 01 mL foi
volumetricamente transferido para baldo volumétrico de 10 mL e este aferido
com solucdo diluente (acetonitrila:agua; 1:4). Filtrado em filtro 0,22 um.
Analisado por CLAE, com concentragao final de 200 ppm.

Todas as analises foram realizadas em triplicatas auténticas.

Mesmo procedimento de diluicao foi realizado para os pés submetidos a

degradacéo fotolitica e a degradacéo térmica.

9.2.9 Desenvolvimento do método cromatografico indicativo para estudo de
estabilidade (MIEE)

O desenvolvimento do método indicativo para estudo de estabilidade foi
realizado, inicialmente, a partir de solu¢cdes de benznidazol fotodegradas,
comparando diferentes propor¢cbes de fase mobvel composta por
acetonitrila:dgua, eluindo no modo isocratico e de gradiente.

Estes resultados preliminares foram entdo comparados com o método

do fabricante do benznidazol (Roche), o qual quantificava impurezas
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relacionadas da rota de sintese, utilizando uma fase moével composta por 80%
de tampé&o fosfato e 20% de acetonitrila, acidificada a pH 2,7.

ApoOs selecdo da fase movel, as condigcbes cromatograficas foram
otimizadas apos testes realizados em diferentes fases estacionarias (MN e
Phenomenex Luna 5 ym C18 (2), 100 A, 250 x 4,6 mm).

Este método otimizado foi utilizado no estudo preliminar de degradacéo

forcada.

9.2.10 Validacdo do método cromatografico indicativo para estudo de
estabilidade (MIEE)

O método otimizado foi validado avaliando os parametros de linearidade,
exatiddo, especificidade, seletividade, robustez e sistema de adequacéo
conforme a RE n°® 899 (BRASIL, 2003) e o Guia da ICH (1995).

Foram avaliados os parametros de resolugéo, eficiéncia da coluna,
assimetria e fator de capacidade (USP, 2007).

Para determinacdo da linearidade, foram preparadas, a partir das
solugbes-estoque para cada SQR (nitroimidazol, benznidazol e
benzilcloroacetamida), trés curvas auténticas e mistas, nas concentracoes 4, 8;
12; 16; 20 e 40 ppm.

A especificidade do método foi avaliada através do fator de resolucao e
tempo de retencao relativo existente na construgdo da curva de linearidade
com as impurezas relacionadas de sintese (nitroimidazol e
benzilcloroacetamida). Ja a seletividade, foi estabelecida através da
determinacao de pureza de cada pico utilizando o detector de DAD.

A precisdo foi realizada em sextuplicata, em dias diferentes, por
analistas diferentes. A exatid&do foi avaliada, com n=6, nas concentracdes de 8;
12 e 16 ppm.

A robustez foi avaliada nas seguintes variaveis, com n=6: fabricante do
sal fosfato (Carlo Erba® e Sinth®); temperatura (39; 40 e 41°C); estabilidade da
solugcéo-estoque (tempo zero e 24 h, em geladeira a 2-8°C); fluxo (0,99; 1,00 e
1,01 mL/min).

Cada parametro da validacdo foi acompanhado por curva controle

preparada a partir da solucéo-estoque, diariamente, nas concentracdes de 8;
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12 e 16 ppm, contendo os padrdées de aminoimidazol sulfato, 2-nitroimidazol,
benznidazol e N-benzilcloroacetamida.
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9.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de padrdo misto contendo as SQR (2-nitroimidazol,
benznidazol e N-benzilcloroacetamida) e a solucdo de benznidazol fotodegrada
por 6 horas foram injetadas para avaliar a resolugdo dos picos em diferentes
sistemas de fases moveis.

O primeiro método proposto utilizou gradiente de acetonitrila:agua (0 —
100%), tempo de corrida de 100 minutos; e o segundo, 0 método isocratico —
tampéo fosfato:acetonitrila (80:20), pH 2,7, com tempo de corrida de 60
minutos. O resultado da quantificacdo das mesmas amostras em métodos

diferentes estdo apresentados nas tabelas 01 e 02.

Tabela 01: Cinética degradativa do benznidazol quantificado pelo método de
gradiente (acetonitrila:agua)

Tempo e Qe
Amostra benznidazol
Matéria-prima BNZ 0 100,00
Solucéo fotodegradada 1h 1 66,79
Solucéo fotodegradada 2h 2 41,69
Solucéo fotodegradada 3h 3 22,99
Solucéo fotodegradada 4h 4 8,25
Solucgéao fotodegradada 5h 5 8,10
Solucéo fotodegradada 6h 6 7,96

Tabela 02: Cinética degradativa do benznidazol quantificado pelo método
isocratico tampdo fosfato:acetonitrila (80:20), pH 2,7

Tempo o Qe
Amostra benznidazol
Matéria-prima BNZ 0 100,00
Solucéo fotodegradada 1h 1 64,86
Solucéo fotodegradada 2h 2 36,65
Solucéo fotodegradada 3h 3 16,36
Solucéo fotodegradada 4h 4 1,21
Solucéo fotodegradada 5h 5 0,60
Solugéo fotodegradada 6h 6 0,63
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Concertragio de BMZ
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Figura 01: a) Cinética fotodegradativa do benznidazol (tabela 01) e b) Cinética
fotodegradativa do benznidazol (tabela 02)

Diante dos resultados acima (tabelas 01 e 02 e figura 01), foi verificado
gue a mesma amostra fotodegradada apresentava resultados mais seletivos e
cromatogramas com melhor resolucdo para o pico principal do benznidazol
quando quantificada pelo método composto pela fase mével de tampéao fosfato:
acetonitrila, na proporcéo (80:20), acidificada com &cido fosférico 85% a pH 2,7
e tendo como fase estacionéria, uma coluna Phenomenex Luna 5 ym C18 (2),
100 A, 250 x 4,6 mm, temperatura do forno a 40°C, fluxo de 1 mL/min e volume
de injecédo de 40 uL. O detector utilizado neste estudo foi um DAD (200 a 400

nm), com canais fixados nos comprimentos de onda 210 e 316 nm.

9.3.1 Validacdo do método indicativo para estudo de estabilidade (MIEE)

Segundo a RE n° 899 (BRASIL, 2003), para quantificar produtos de
degradacdo, o método esta classificado na Categoria Il, ou seja, deve cumprir
os parametros de validacdo que seguem: robustez, lineraridade, limite de
quantificacdo, preciséo, exatidao, especificidade e seletividade.

Os parametros cromatogréficos para o método em validacdo devem ser
checados para confirmar que o sistema esta trabalhando corretamente durante

as analises (HADAD, 2008). Na tabela 03, encontram-se os resultados obtidos.
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Tabela 03: Parametros cromatograficos do padrao misto das SQR (2-

aminoimidazol sulfato, 2-nitroimidazol, benznidazol e N-benzilcloroacetamida),
na concentracéo de 12 ppm

_ N° de pratos ) ) Fator de
Substancia TR TRR _ Resolucdo | Assimetria )
tedricos capacidade
2-Aminoimidazol sulfato 2,473 0,118 1910 0,0 1,139 0,066
2-nitroimidazol 3,767 0,18 4230 5,648 1,321 0,624
Benznidazol 20,853 1,00 5593 25,370 1,429 7,988
N-benzilcloroacetamida 24,427 1,17 5581 2,949 1,453 9,528

Tendo em vista os resultados apresentados na tabela 03 e as
especificacdes da USP (2007), o padrdo misto considerado no estudo de
e N-

benzilcloroacetamida, visto que o 2-aminoimidazol apresentou resultados baixo

validacdo foi composto pelas SQR 2-nitroimidazol, benznidazol
para o fator de capacidade, provavelmente, devido a este apresentar tempo de
retencdo (TR), proximo ao volume morto da coluna que foi de Ty, = 2,32
minutos.

No entanto, foi possivel calcular o seu tempo de retencao relativo (TRR)
em relacdo ao benznidazol e também realizar sua analise espectral, relevante

para a pesquisa de produtos de degradagcao, um dos objetivos deste estudo.
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Figura 02: Cromatograma do padréo misto de SQR, na concentracdo de 12
ppm

9.3.1.1 Especificidade
Nos testes de degradacdo forcada, os cromatogramas obtidos das

solucbes de benznidazol, submetidas a diferentes condicdes de estresse,
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foram comparados aos cromatogramas das mesmas solugdes ndo submetidas
a degradacao e preparadas no momento do teste. O pico de retengdo da SQR
benznidazol foi identificado pelo tempo de retencdo e espectro obtido pelo
DAD, este mesmo procedimento foi seguido para avaliar na curva controle as
SQR do 2-nitroimidazol e N-benzilcloroacetamida.

Assim, o0 método se demonstrou especifico.

9.3.1.1.1 Comportamento do benznidazol frente aos estudos de degradacéo
forcada

O benznidazol lote 15772 quando submetido a hidrélise acida (HCI 0,1
M), a temperatura ambiente e protegido da luz, apés 30 dias, demonstrou-se
estavel, poréem com reducdo minima de 2,89% do teor inicial. Também foi
observado nos cromatogramas (Apéndices A e B), que ha indicativos de
produtos degradados, devido ao aparecimento de picos, nos TR (tempos de
retencdo) 2,27; 2,53; 2,71; 3,09; 3,37 minutos, no entanto, para estes nao foi
possivel sua identificacao.

Para a hidrélise acida (HCI 1,0 M) foi confirmado um aumento de area
referente aos picos detectados nos mesmos TR citados acima, conforme
ilustram os cromatogramas (Apéndices C e D), o que resultou em uma reducéo
um pouco maior do pico principal do benznidazol de, aproximadamente, 3,14%.

Comportamento diferente foi verificado quando o insumo farmacéutico
ativo benznidazol lote 15772 foi submetido a hidrélise alcalina (NaOH 0,1M e
NaOH 1,0M), também fotoprotegido e a temperatura ambiente, pois foi
detectado nos TR 2,72 e 4,04 minutos, apos 24 h, o aparecimento de picos.
Apos 03 dias, outro pico foi quantificado referente ao TR 7,04 minutos e o teor
de benznidazol foi cerca de 82%. Este continuou decaindo a 67% em 07 dias.
O cromatograma referente a 30 dias de acompanhamento do estudo (Apéndice
F) reflete que em relacdo ao percentual de benznidazol ocorreu uma
estabilizac&o, pois foi quantificado, aproximadamente, 65% do ativo. E possivel
também ser verificado a formacdo de outros picos, em outros TR, quando
compara-se com o cromatograma do tempo zero (Apéndice E).

Foi observado que a medida que o teor de benznidazol reduzia, alguns
picos apresentavam aumento, quando estes foram comparados entre si nos

diferentes dias de analise, podendo indicar que a reducdo foi devido a
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degradacdo e formacéo de outros produtos. Da mesma forma que na hidrélise
acida, ainda ndo podemos identificar estas substancias.

Resultados ndo conclusivos foram verificados na maior concentracao
alcalina (NaOH 1,0M), quando foi analisado o tempo zero, sem repetitividade
entre as amostras, ndo possibilitando o seu tratamento analitico, podendo
sugerir que ocorreu uma degradacdo rapida, que ainda ndo havia estabilizado.

As amostras submetidas a oxidacdo do benznidazol lote 15772
utilizando a solucéo de H,O, a 3,0%, protegida da luz e mantida a temperatura
ambiente também ndo apresentou degradacdo, até 07 dias de estudo,
apresentando cromatograma semelhante ao tempo zero (Apéndice G). Porém,
apos 30 dias, foi verificado um teor de benznidazol de aproximadamente 90%,
sendo observado o aparecimento de picos ao longo do cromatograma
(Apéndice H). Esta degradacéo é prevista na literatura cientifica, visto que as
arilaminas sao oxidadas com facilidade e esta oxidacdo nao se limita ao grupo
amino, mas pode estender-se ao anel (SOLOMONS, 1996).

A degradacéao térmica por calor seco foi uma outra condi¢cdo de estresse
avaliada. O p6 do benznidazol dos lotes 15772 e 15986 demonstraram
estabilidade térmica durante os 30 dias de estudo.

Por fim, foi realizado um estudo preliminar de fotodegradacdo do

benznidazol lote 15772. Os resultados seguem na tabela abaixo.

Tabela 04: Resultados da fotodegradacéo em estado solido do benznidazol

Amostra
Amostra (Lote 15772) degradada
1 84,39
2 84,25
3 84,38
Média 84,34
CV (%) 0,087863

O insumo farmacéutico ativo diante destes resultados demonstrou que
degradou em torno de 15%, sendo portanto, considerada fotossensivel.
Também foi observado que a matéria-prima apresentou coloracdo mais
amarelada, mostrando-se também alterada no carater da descricdo, quando

comparada com a amostra controle e o padrao de benznidazol.
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Outras andlises estdo em andamento com o objetivo de qualificar e
quantificar os potenciais produtos de degradacdo selecionados pelo método

neste estudo validado.

7.3.1.2 Seletividade

Foi verificada com a determinacdo da pureza dos picos individuais das
SQR: aminoimidazol  sulfato, 2-nitroimidazol, = benzidazol e N-
benzilcloroacetamida.

As condi¢cbes para determinacdo da pureza, utilizou-se o detector de
arranjo diodos (DAD), num intervalo de 200nm a 400nm. A pureza dos picos
cromatograficos isolados para as SQR foi de 0,9900. Os resultados obtidos
foram com compensacéao da linha de base, com calculo do espectro de pureza
total sendo realizado a partir da média de 03 pontos.

O Apéndice | ilustra que as SQR foram selecionadas, a partir do
cromatograma do padrdo e que isoladamente foram extraidos seus espectros.
Estes se apresentam puro, ou seja ndo ha co-eluicdo de outros produtos, o que
permite que os cromatogramas das degradacgdes, que apresentem pico com
retencdo proximo ao destas SQR, possam ter seus espectros também

identificados.

9.3.1.3 Linearidade

A linearidade, segundo a RE n° 899 (BRASIL, 2003), € a capacidade de
uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos sao
diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. E recomendado que a linearidade seja determinada pela

analise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes.

A linearidade da resposta do detector do HPLC foi avaliada analisando
06 diferentes concentracdes (4; 8; 12; 16; 20 e 40 ppm) para cada SQR (2-
nitroimidazol, benznidazol e N-benzilcloroacetamida), quantificadas na forma

de padrdao misto. Segue tabela 05, resumindo os resultados obtidos.
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Tabela 05: Resultados da linearidade do método indicativo para estudo de
estabilidade do benznidazol

SQR Equacéo da reta R? LQ (ppm)
2-nitroimidazol y = 253540,2 (+ 8985,9) + 29518,3 (+ 182689,3) | 0,9955 0,8071
Benznidazol y = 462405,4 (+ 15383,0) + 221556,3 (+ 312746,3) |0,9961 | 0,1179
N-benzilcloroacetamida | y =576944,0 (+ 11836,79) + 187507,4 (+ 240649,1) |0,9985 | 0,6860

O meétodo foi linear para as trés SQR, analisadas sob a forma de padréo

misto e analisadas estatisticamente pela ANOVA, com 95% de confiancga.

9.3.1.4 Precisao

A preciséo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma

série de medidas de uma amostragem mudultipla de uma mesma amostra. Para a

determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias

diferentes com analistas diferentes. Na tabela 06, seguem os resultados da

repetitividade e da precisao intermediaria.

Tabela 06: Resultados da precisdo do método

Repetitividade Precisao
. Dial Dia2
Amostras|  Analista 1 Analistal | Analista2
Concentracao (ppm)
1 12,13 10,74 11,70
2 12,26 11,58 11,45
3 11,83 11,68 11,19
4 12,27 11,76 11,86
5 12,44 11,58 11,51
6 12,04 11,55 11,72
Média 12,16 11,48 11,57
CV (%) 1,74 3,24 2,06

Estatisticamente, para a repetitividade foi apresentado como resultado

um CV inferior a 5% e a precisdo intermediaria apos aplicacdo do teste “t

Student”, apresentou t calculado 0,505 e este foi menor que o t tabelado 2,262,

com 95% de confianca. Portanto, pode ser concluido que o método em estudo

€ preciso.
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9.3.1.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados

obtidos pelo método em estudo em relagcdo ao valor verdadeiro (BRASIL,

2003).

O estudo da exatidao foi conduzido analisando as amostras em triplicata

para as concentracdes baixa (8 ppm), média (12 ppm) e alta (16 ppm).

A exatiddo do método foi determinada apdés o estabelecimento da

linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo. A exatidao é

expressa pela relagéao

entre

concentracéo

média determinada

experimentalmente e a concentracéo tedrica correspondente.

Os resultados seguem na tabela 07.

Tabela 07: Resultados da exatidao do método

8 ppm 12 ppm 16 ppm

Amostras (66,67%) (100,00%) (133,33%)
1 8,24 11,90 16,50
2 7,93 12,02 16,28
3 7,87 11,83 16,02
Média 8,01 11,92 16,27

CV (%) 2,46 0,83 1,48

Exatid&o 100,18 99,36 101,73

Diante dos resultados apresentados, o método foi considerado exato.

9.3.1.6 Robustez

ApoOs verificagdo dos parametros cromatograficos, foram testadas

variacbes para a temperatura do forno, visto que o método preconiza a

programacao deste a 40°C, sendo portanto avaliada a variagao de + 1°C.

Os resultados estdo apresentados na tabela 08, os quais foram tratados

estatisticamente por Analise de Variancia (ANOVA).
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Tabela 08: Resultados da robustez para variagéo de temperatura

Temperatura | 39°C | 40°C | 41°C
Amostras | Concentracao (ppm)
12,32 12,31 (12,34
12,45(12,34 12,35
12,04 (12,01 | 12,02
12,81 (12,79 |12,93
11,96|11,90| 11,85
11,85(11,79]11,80
Média 12,24 (12,19 |12,22
CV (%) 2,94 | 3,00 | 3,45

OO WNPE

Os resultados estatisticos demonstraram com 95% de confianca por
ANOVA que o F calculado de 0,025 foi inferior ao F tabelado de 3,682. Sendo
para esta deliberada e pequena variacao, considerado robusto.

Outra variagédo proposta, foi avaliar diferentes fabricantes do sal fosfato
utilizado na preparagéo da fase mével do método. Os resultados foram tratados

por teste “t Student”. Segue tabela 09.

Tabela 09: Resultados da robustez para variagéo de fabricante do sal fosfato

Fabricante | Synth® | Carlo Erba®
Amostras Concentracao (ppm)
1 12,31 13,06
2 12,34 12,09
3 12,01 12,16
4 12,79 12,04
5 11,90 12,12
6 11,79 12,25
Média 12,19 12,29
CV (%) 3,00 3,14

Os resultados demonstraram com 95% de confianca, existindo 5% de
possibilidade para erros, que para o teste t presumindo variancias diferentes, o
t calculado foi 0,045, menor que o t tabelado de 2,228, portanto o método foi
considerado robusto para estes dois diferentes fabricantes do sal fosfato de
potassio.

O fluxo de deslocamento da fase moével também foi avaliado,
considerando uma variagdo dentro do aceitavel durante a qualificacdo do

equipamento. A variacado proposta foi de £ 0,01 mL/min.
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Tabela 10: Resultados da robustez para variagéo de fluxo

Fluxo (mL/min)

0,99 | 1,00 | 1,01

Amostras

Concentracao (ppm)

OO WNPE

12,32
12,31
11,98
12,69
11,84
11,81

12,31
12,34
12,01
12,79
11,90
11,79

12,40
12,44
12,07
12,83
11,99
11,87

Média

12,16

12,19

12,26

CV (%)

2,82

3,00

2,92

O tratamento estatistico utilizado foi ANOVA. Este demonstrou, com

95% de confianca, que o F calculado 0,143 foi menor que o F tabelado de

3,682, 0 que possibilitou a conclusdo que este foi robusto também para

variacéo de fluxo proposta.

Por fim, a estabilidade das amostras com n=4 foi verificada, em 24

horas. O tratamento estatistico utilizado foi o teste “t Student”. O resultado

apresentou que o t calculado foi 1,080 e o t tabelado foi 2,446, com 95% de

confianga, presumindo variancias equivalentes.
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9.4 CONCLUSOES

O método desenvolvido foi validado seguindo as Boas Praticas de
Fabricacdo e Controle e a Resolucdo, n°® 899, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (2003). Ele foi considerado robusto, linear, preciso, exato,
especifico e seletivo. Este método por ter sido acompanhado de estudos de
degradacédo forcada (estresse), sera utilizado como método indicativo para
estudo de estabilidade das formula¢ces pediatricas desenvolvidas (suspenséo

e comprimido).
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Apéndice A: Cromatograma do padrao de benznidazol e da solu¢do de benznidazol em hidrélise &cida (HCI 0,1M), no tempo zero,

com teor de 99,75 %
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dias, com teor de 97,38 %
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Apéndice F: Cromatograma do padrédo de benznidazol e da solugdo de benznidazol em hidrélise alcalina (NaOH 0,1M), no tempo

de 30 dias, com teor de 64,31 %
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Apéndice G: Cromatograma do padrao de benznidazol e da solu¢éo de benznidazol em peroxido (3%), no tempo zero, com teor de
98,50 %
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Apéndice H: Cromatograma do padrao de benznidazol e da solucdo de benznidazol em peréxido (3%), no tempo de 30 dias, com

teor de 89,36 %
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Apéndice |: Gréficos representativos da andlise espectral das SQR (superior — am|n0|m|dazol sulfato (E) e benznidazol (D) e
inferior — 2-nitroimidazol (E) e N-benzilcloroacetamida) (D).
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10.DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO INDUSTRIAL DO
COMPRIMIDO PEDIATRICO DE BENZNIDAZOL

10.1 INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos, os programas de controle do vetor no Cone Sul
tem reduzido a transmissao pelo T. infestans e modificado a epidemiologia da
doenca de Chagas. Enquanto o foco da transmissdo permanece, ligados a
pobreza e a variagcdo do habitat do vetor, as formas de transmissdo sem a
presenca do vetor, como oral, transfusdo sanguinea e transmissdo congénita
tem recebido atencéo redobrada. Com os relatorios regionais de taxas de
soroprevaléncia em mulheres assintomaticas em idade reprodutiva de 5 — 40%,
e taxas de transmisséo vertical acima de 12%, a infeccdo congénita permanece
como um importante meio de transmissao para outras geragfes (REV DA
SOCIEDADE BRASILEIRA, 2003).

Como a maioria das infeccbes ocorrem na infancia, muitos dos
tratamentos envolvem criangas, incluindo recém-nascidos que sao
diagnosticados ao nascer.

Em meados dos anos 90, dois estudos randomizado, duplo-cego,
controlado por placebo do benznidazol em criancas entre 6 — 12 anos, com
infeccdo por T cruzi assintomatico demontraram aproximadamente 60% de
eficacia, quando avaliado os resultados por conversdo da sorologia de positivo
para negativo, apés 3 — 4 anos do tratamento. Estes dados levaram a uma
atualizacao das diretrizes dos programas na regido, com a recomendacéo para
diagnéstico precoce e tratamento das criancas e adolescentes na fase
indeterminada (crénica), incluindo a criacdo de programas de rastreabilidade
escolar (ANDRADE, 1996; SOSA ESTANI, 1999).

Este foco de tratamento da populacdo pediatrica ndo é refletido na
disponibilidade de opcdes de tratamento. O benznidazol, desenvolvido ha 30
anos atras é ainda a principal droga de escolha, e somente esta disponivel na
forma de comprimido “adulto” na concentracdo de 100 mg; os comprimidos
devem ser quebrados em um quarto ou na metade. Assim como em outras
drogas para doencas negligenciadas, que sdo largamente utilizadas na
populacdo pediatrica, a necessidade de ajuste posologico e decisdo sobre o

regime de tratamento, particularmente para criangas jovens, torna-se limitado.
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Além disso, os dados de estudos da relacdo das propriedades farmacocinéticas
e efeitos do benznidazol em pediatria ndo sdo conclusivos. A dosagem para a
populacao pediatrica tem sido extrapolada baseando-se nos dados dos limites
farmacocinéticos disponiveis para pacientes adultos e empiricamente
derivados.

Ha muito tempo que é demonstrado uma necessidade urgente de uma
formulacdo pediatrica no controle de Chagas. Varios encontros internacionais
registraram esta necessidade, como o “ Scientific Working Group for Chagas’
Disease of the Research and Training in Tropical Diseases Program of the
World Health Organization” (2005) e “WHO-TDR Working Group on Chagas’
Disease” (2007).

Em recente esforco coordenado pela Pan American Health Organization
(PAHO) em 2006, registrou-se que entre os 21 paises endémicos é estimado
que h& 7,54 milhdes de pessoas infectadas pela doenca de Chagas, com
14.385 casos congénitos entre os 55.185 novos casos da doenca registrados
por ano. No entanto, criticas de “experts” sobre estes dados sinalizam que
devem ser nUmeros maiores.

Para a definicdo da concentragdo do comprimido pediatrico, foram
consideradas as seguintes condicdes: dose recomendada entre 5 — 10 mg/Kg,
esquema ideal de um uUnico comprimido/administracdo (maximo de 02
comprimidos por dia) e se necessario, apenas um Uunico fracionamento.
Também, foram compilados dados que demonstraram que a concentracao
atual de 100 mg, cobre pacientes acima de 20 Kg e a metade deste (50 mg),
atende a pacientes entre 10 — 20 Kg. Sendo sugerido a concentracdo de 12,5
mg, a qual cobrira largamente a idade infantil/faixa de peso.

Os comprimidos sdo obtidos através da compactacdo de sistemas
sélidos particulados por aplicacdo de uma pressdo até que o sistema se
rearranje e deforme, dando origem a uma massa compacta de forma bem
definida (MARSHALL, 2001).

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento farmacotécnico industrial
de comprimidos de benznidazol 12,5 mg para tratamento de criangcas com a

doenca de Chagas.
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10.2 MATERIAL E METODOS

10.2.1 Materiais
Insumos farmacéuticos para farmacotécnica

Benznidazol, celulose microcristalina 101, amido, lactose malha 200,
polivinilpirrolidona (PVP), estearato de magnésio, talco

10.2.2 Reagentes analiticos

Agua purificada por osmose reversa, cloreto de sédio (NaCl) Merck®,
lauril sulfato de sédio Vetec®, &cido cloridrico (HCI) Carlo Erba®, fosfato de

potassio monobasico (KH.PO,) Carlo Erba®, acetonitrila grau HPLC JT Baker®.

10.2.3 Equipamentos e Instrumentos farmacotécnica
Balanca OHAUS e Filizola

Misturador Lawes — capacidade 1 Kg e 200 Kg
Misturador Fabbe - capacidade 30 Kg

Malaxadeira Fabbe

Granulador oscilante Lawes (malhas 3 e 2 mm — piloto e malhas 5 e 1,5 mm -

industrial)
Estufa Imarvil e Lawes — 30 bandejas

Compressora Lawes — 08 punc¢des e 50 punc¢des

10.2.4 Equipamentos e Instrumentos analiticos
Balanca Shimadzu® AW 220, méaximo de 220 g
Phmetro Tecnal® modelo Tec-3MP

Purificador Osmose reversa Milli-Q Gradiente Millipore®
Lavadora ultra-sénica Unique®

Espectrofotdmetro Varian® Cary 50 Probe
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Dissoluteste Varian® - Vankel 7010 com amostrador automatico VK 8000

Sistema de cromatografia liquida Merck® Elite LaChrom, composto por bomba
L-2130, amostrador L-2200, forno L-2300 e detector diode array L-2455

Friabildmetro Nova Etica Mod 300
Durémetro Nova Etica 298 DGP

Céamaras climaticas Fanem Mod 345 (150 e 270 L) e Mecalor 1200 L

10.2.5 Vidrarias/Outros
Volumétricas calibradas e graduadas
Papel de filtro Inlab®

Unidade filtrante Millex Millipore® (0,22 pym)

10.2.6 Processo de fabricacao

Os comprimidos s@o obtidos por trés processos: granulagdo Umida,
granulacdo seca e compressao direta. Neste estudo, dois destes foram
utilizados, a granulacdo umida, seguindo 0 mesmo processo ja utilizado para o
comprimido de beznidazol 100 mg (figura 01) e a compresséo direta (figura 2).

5 mm

1.5 mm
Figura 01: Esquema de fabricagdo de comprimidos por compresséao granulacéo Gimida
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Figura 02: Esquema de fabricagdo de compirmidos por compressao direta

Como o objetivo do estudo foi utilizar o registro ja existente na ANVISA
para a concentracdo de 100 mg, para a realizacdo da inclusdo de nova
concentracdo, a de 12,5 mg, segundo a RE n° 893 (BRASIL, 2003), séo
necessarios dentre outras exigéncias, manter excipientes e processo de
fabricagcdo, assim como apresentar para a nova concentragdo o estudo de
estabilidade RE n°1l (BRASIL, 2005) e perfil de dissolucédo frente a maior
concentracdo RE n° 310 (BRASIL, 2004).

10.2.7 Planejamento das formulagdes

Para a formulacédo por granulacdo umida, foram manipulados lotes com
a mesma composi¢cao qualitativa do comprimido adulto de 100 mg e também
foram propostas modificacées de diluentes e de aglutinante (tabela 01) para
avaliacao do percentual dissolvido do benznidazol.
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Tabela 01: Planificacdo qualitativa e quantitativa para o processo de
granulacdo Umida para o benznidazol pediatrico

Lotes 0810LBS023 ‘ 0811LBS026 | 0812LBS027 ‘ 0903LBS036 | 0903LBS037 ‘ 0904LBS048 | 0908LPS054

Componentes %

Benznidazol 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Amido 51,2 61,2 61,2 20,8 - 20,8 51,2
Lactose

36,8 26,8 - 67,2 50,0 - 36,8

malha 200

Celulose 101 - - 26,8 - 36,0 67,2 -

PVP - - - - 3,0 - -
Esteartato de
0,4 0,4 0,4 0,4 1,0 0,4 0,4
Mg
Talco 1,6 1,6 1.6 1,6 - 1,6 1,6
Tamanho do
0,8 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 10,0
lote (Kg)

10.2.8 Caracterizagdo do fluxo de pos

Para avaliar as propriedades de fluxo dos granulados, obtidos apés o
processo de fabricacdo, foram empregados métodos indiretos (angulo de
repouso, indice de compressibilidade e fator de Hausner) e diretos (velocidade
de escoamento) (AULTON, 2005).

A determinacgdo do indice de compressibilidade percentual foi calculado
a partir da densidade aparente e compactada, através da relacéo IC = dc —
da/dc x100, (FIESE, 2001), e do fator de Hausner seguiu os critérios descritos
na Farmacopéia Americana (USP 30, 2007). A determinacdo do angulo de
repouso estatico foi realizado conforme método proposto por Prista et al (1991),
baseado na altura fixa do funil e dimensfes, a partir da equagéo: tan a = h/r.
Para obtengdo das velocidades de escoamento dos granulados avaliados,
utlizou-se 0 mesmo aparato descrito na figura 03 e, com o auxilio de um
crondmetro, determinou-se o tempo de escoamento necessario para todo o

granulado escoar através do orificio do funil e repousar na superficie plana.
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Figura 03: Aparato para determinagdo de angulo de repouso estatico e velocidade de
escoamento (dimensdes do funil — @ abertura superior: 11,3 cm; @ abertura inferior: 1,0 cm;
distancia do funil (saida) ao papel: 20,0 cm) (Prista, 1991)

10.2.9 Densidade aparente e compactada

As densidades aparentes dos sistemas particulados foram
determinadas, indiretamente, através das medidas de seus volumes aparentes
(CASTRO, 2003). Estas foram determinada para todos os lotes de formulacéo
em estudo. Uma massa definida foi pesada analiticamente com n=3 e
transferida para a proveta calibrada de 100 mL do equipamento Tap density,
Varian®. Esta massa foi medida volumetricamente e a raz&o foi o resultado da
densidade aparente (da). Apds sucessivas compactacdes, a razdo entre a
massa (g) € o volume ocupado pelo p6 compactado (mL), resultou na
determinacao da densidade compactada (dc), conforme as equacgdes abaixo.

da = m(g)/va(mL) e dc = m(g)/vc(mL)

10.2.10 Anélise de distribuicdo granulométrica

Para todos os lotes em estudo farmacotécnico foram realizadas trés (03)
pesagens analiticas, com massa (g) previamente definida. Esta massa foi
transferida para o agitador de peneiras Tipo Magnético, marca Bertel e
passada pelas malhas (600; 425; 250; 150 e 75 um).
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10.2.11 Controle de qualidade

Para avaliar o peso médio, a friabilidade, a dureza e a desintegracéo de
comprimidos foi seguido como referéncia a Farmacopéia Brasileira (1988).
Para analisar a dissolucéo, uniformidade de conteudo e teor, foram seguidos os

métodos desenvolvidos e validados nesta tese.
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10.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na granulacdo umida, os pés séo transformados em massa Umida, com
adicdo de um aglutinante. Esta € granulada, seca, calibrada e lubrificada antes
de ser comprimida. A obtencdo do granulado tem como objetivo otimizar as
propriedades de fluxo, evitar segregacdo durante as etapas posteriores do
processo, minimizar variagdes de granulometria de diferentes lotes de
matérias-primas, além de reduzir os riscos que 0 manuseio e inalacdo de pos
finos causam a saude (LAMOLHA, 2007).

Visto que na formulagdo para o benznidazol 100 mg, o amido tem
diferentes funcdes, ora atuando como diluente, ora como aglutinante e por fim,
como desintegrante, apos reproducdo do lote 0810LBS023 foi proposto
avaliar a influéncia do amido como desintegrante, assim o0 quantitativo da
formulagéo referente ao lote 0812LBS026 foi fracionado como diluente e com
aglutinante, além de ter sido retirado 10% do diluente lactose, e este
acrescentado ao amido. Em seguida, foi proposto a substituicdo do diluente
lactose por celulose microcristalina 101, no lote 0812LBS027; e, no lote
0903LBS036 foi utilizado o amido como aglutinante (em uma pasta a 12%) e
desintegrante. A diferenca percentual foi acrescentada a lactose ja presente a
formulacdo. Uma outra proposta manipulada foi representado pelo lote
0903LBS037, o qual apresenta duas alteracbes, a modificagcdo do agente
aglutinante (amido por PVP) e a substituicdo de um diluente (lactose por
celulose 101).

Os resultados da caracterizacdo dos granulados por granulacdo umida

das formulagbes acima estdo na tabela 02.
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Tabela 02: Propriedades de fluxo dos granulados obtidos destinados a
fabricacdo de comprimidos de benznidazol 12,5 mg — pediétrico

Propriedades

Lotes

0903LBS036 | 0903LBS037 0904LBS048

Angulo de repouso (°) 30,11 29,98 30,55 Infinito 26,49

Velocidade de escoamento 3'06” 408" 3'45” - 343"

Densidade aparente (g/mL) 0,52 0,47 0,56 0,36 0,38

Densidade compactada (g/mL) 0,64 0,88 0,79 0,57 0,50
indice de compressibilidade

(IC < 15%) 18,75 30,88 29,11 36,84 24,00

Fator de Hausner (FH < 1,25) 1,23 1,45 1,41 1,58 1,32

24,59
2'96”
0,58
0,70

17,14

1,21

Diante dos resultados, observou-se que os lotes
0908LPS054 manipulados por

granulacao

0812LBS026 e o
Umida para obtencdo de

comprimidos 12,5 mg de benznidazol e com composicédo qualitativa idéntica a
formulacédo ja registrada na ANVISA para o comprimido de benznidazol 100
mg, apresentaram o0s melhores resultados, comparando o indice de
compressibilidade (IC) e o fator de Hausner (FH).

Carr propos o indice de compressibilidade que constitui a medida direta
da resisténcia potencial dos arcos ou das pontes de um pd, isto €, da sua
estabilidade. Os resultados obtidos caracterizam um granulado com bom fluxo
(granulos triturados com fluxo livre), o qual podera a ser classificado como
excelente, caso se adicione mais lubrificante.

J& Hausner constatou que a razéo dc/da estava relacionada com o atrito
entre as particulas e, como tal, poderia ser utilizado para prever a propriedade
de fluxo dos pés. Ele demonstrou que pos de escasso atrito entre as particulas,
como € o caso de esferas de tamanho grosseiro, apresentam razdes de
aproximadamente 1,2, enquanto pos de maior coesividade, de fluxo restrito,
como os de formato lamelar, apresentam fator de Hausner superiores a 1,6
(STANIFORTH, 2005).

Outra propriedade avaliada foi a distribuicdo granulométrica. Foi
observado que também neste parametro, os lotes 0811LBS026 e 0908LPS054
apresentaram resultados semelhantes de distribuicéo (tabela 03), confirmando

os resultados acima descritos na tabela 02.
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Tabela 03: Analise da distribuicdo granulométrica dos granulados obtidos
destinados a fabricacdo de comprimidos de benznidazol 12,5 mg — pediétrico

Malha Lotes
(um) [0811LBS026 | 0812LBS027 | 0903LBS036 | 0903LBS037 | 0904LBS048
600 59,00 29,08 0,43 7,92 24,51
425 15,16 12,67 31,49 10,30 15,89
250 14,14 16,17 18,18 28,00 23,08
150 4,49 8,30 10,36 25,80 13,00
75 5,73 10,72 26,09 21,50 14,48
Coletor 1,48 23,06 13,55 6,48 9,04

Para todos os lotes foram obtidos comprimidos, no formato redondo,
plano, sulcado e didmetro de 7mm, de cor branco a branco amarelado.
Seguem, abaixo, na tabela 04, os resultados de controle de qualidade para os
comprimidos benznidazol 12,5 mg, que atenderam as especificacdes de

controle de qualidade.

Tabela 04: Resultados do controle de qualidade dos comprimidos de
benznidazol 12,5 mg — pediatrico

Lotes
Parametros Especificacdes
0811LBS026 | 0812LBS027 | 0903LBS036 | 0903LBS037 | 0904LBS048 | 0908LPS054
Peso médio 125 mg £ 7,5% 126,92 127,40 125,84 125,94 124,98 125,70
Friabilidade Maximo 1,5% 0,30 0,40 0,09 0,05 0,01 0,07
Minimo 3,5
Dureza ) 8,24 8,70 4,99 5,20 4,85 5,73
Kgf/cm
Desintegracdo | Até 10 min a 37°C 36" 1'53” 34" 8'29” 2'35” 2'09”
. 60 minutos (60%) 97,26 97,94 89,28 94,65 104,79 106,29
Dissolugéo )
120 minutos (80%) 101,69 100,94 91,65 104,07 108,81 107,39
Teor 90 a 110% 105,50 102,85 105,20 102,90 102,75 102,34

Considerando a exigéncia requerida pela ANVISA para alteracbes pos-

registro e inclusdo de concentracdo (12,5 mg), que tem como uma das

obrigagcbes a realizacdo de perfil de dissolucdo comparando-o com o0

referéncia, o comprimido de benznidazol 100 mg e que deveria apresentar F1

(fator de diferenca) entre 0 e 15 e F2 (fator de semelhanca) entre 50 a 100,

conforme a RE n° 310 (BRASIL, 2004), nenhum destes lotes foram aprovados,
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0 que poderia ser justificado a principio pela prépria relagdo de
proporcionalidade entre as concentragfes (100 mg é 08 vezes maior que 12,5
mg), 0 que justificou o estudo realizado de solubilidade e dissolucao.

Além disso, conhecendo a variabilidade inerente ao processo de
granulacdo Umida (composto por pasta de amido) e todas as suas etapas
criticas (malaxagem, granulacdo, secagem e calibracdo) foi proposta a
transposicdo de escala da ultima formulacédo, para um tamanho de lote de 30
Kg, o que corresponde a 240.000 unidades fabricadas e além da realizacao
dos controles em processo para os lotes de bancada e piloto, foram
acrescentados 0s controles em processo para a secagem (determinacdo de
umidade no granulado) e uniformidade de conteldo nos vértices, antes da
malaxagem e apods o acréscimo dos lubrificantes.

Foram manipulados trés lotes industriais, na Divisdo de Sodlidos do
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), o processo de
fabricacdo utilizou pasta de amido a 15%, com temperatura de secagem na
estufa a 50°C.

Abaixo, seguem os resultados dos lotes industriais.

Tabela 05: Propriedades de fluxo dos granulados dos trés lotes industriais de
comprimidos de benznidazol 12,5 mg — pediatrico

_ Lotes
Propriedades
0912L1S064 | 1001LIS065 | 1002LIS066
Densidade aparente (g/mL) 0,63 0,63 0,63
Densidade compactada (g/mL) 0,75 0,77 0,77
indice de compressibilidade
16,00 18,18 18,18
(IC < 15%)
Fator de Hausner (FH < 1,25) 1,19 1,22 1,22

Os resultados obtidos para o comportamento de fluxo dos granulados
para o0s trés lotes industriais apresentaram-se reprodutiveis e bastante

semelhantes aqueles obtidos para o lote piloto 0908LPS054 (10 Kg).
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Figura 04: Andlise da distribuicdo granulométrica dos granulados dos trés lotes
industriais de comprimidos de benznidazol 12,5 mg - pediatrico

A distribuicdo granulométrica dos lotes industriais (figura 04) apresentou
uma maior retencdo dos granulados na malha de 600 ym (em média 61,30%),
quando comparado com o lote semi-industrial (40,50%). No entanto,
aproximadamente o dobro de particulas finas (< 75 ym) foram quantificadas no
coletor (13,35%) e este valor foi inferior a 20%, o que significa que para uma
granulacdo Umida, estas particulas sdo suficientes para prenchimento dos
espacos deixados pelos granulados mais grossos. Segundo Cury (2007), para
produzir comprimidos de pequenas dimensdes, caso do benznidazol (3 7 mm)
€ importante a selecédo do tamanho de granulos.

Uma outra forma de medir a reprodutibilidade no processo é observando
os resultados de variacdo de peso meédio e dureza, sendo estes parametros
avaliados a cada 15 minutos durante toda a compressao do lote.

Abaixo seguem os resultados do controle de qualidade dos comprimidos,

fisico e fisico-quimicos.
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Tabela 06: Resultados do controle de qualidade dos comprimidos de
benznidazol 12,5 mg — pediatrico — lotes industriais

Lotes
Parametros Especificacdes
0912L1S064 | 1001LISo65 | 1002LISo66
Peso médio 125 mg + 7,5% 127,93 126,53 125,13
Friabilidade Maximo 1,5% 0,06 0,08 0,08
Dureza Minimo 3,5 Kgf/cm? 5,62 6,28 7,19
Desintegracao Até 10 min a 37°C 3'06” 2'50” 217"
Teor (MIEE) 90 a 110% 100,10 98,12 100,40
Uniformidade de
] 85 a 115% 98,69 98,72 97,60
conteudo
Umidade A registrar 2,76 3,79 3,55

Os trés lotes atenderam as especificacdes analiticas.

Por fim, foi realizado o perfil de dissolu¢cdo, comparativo com o lote
referéncia 08041722 (lote industrial do benznidazol 100 mg) e calculado o F1 e
o F2. Uma premissa para realizagdo deste comparativo foi alcancada para a
formulacdo “pediatrica”, pois esta passou a se comportar semelhante ao lote
“adulto”, considerando que tanto a formulacdo do comprimido de 100 mg,
quanto a formulacdo do comprimido de 12,5 mg, ndo dissolvem mais do que
85% de ativo nos primeiros 15 minutos. Isto foi possivel devido ao “ajuste fino”
da concentracdo de pasta de amido (15%) no processo de transposicdo de
escala (10 Kg para 30 Kg). Uma outra elucidacdo foi obtida, visto que os
estudos procederam em meio dissolugéo que garantia a “condicéo sink” para a
maior concentracdo (100 mg). Assim foram comparados os resultados dos
perfis dos lotes pediatricos ao da formulacéo adulta, e calculado os fatores F1 e

F2, conforme tabela 07.
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Tabela 07: Resultados da comparacao dos perfis de dissolucao entre os
lotes pediétricos (12,5 mg) x lote adulto (100 mg)

Lote adulto |Lote pediatrico F1 F2

08041722 0912L1So064 18,90 43,01
08041722 1001LIS065 12,79 50,29
08041722 1002LIS066 13,02 50,45

Para o lote 0912LIS0o64 tanto o F1 como o F2 nao atende ao

especificado para os fatores de diferenca e semelhanca. Os outros dois lotes

atendem, mas é relevante destacar que estdo bem proximos aos limites, que

sao respectivamente, 0 a 15 e 50 a 100.
A figura 05 mostra o perfil de dissolugéo para os trés lotes industriais e a
tabela 08, os calculos de F1 e F2, entre eles demonstram a reprodutibilidade

dos lotes.

100 +

80 —
60 -

40

% dissolvido

—e— Lote 0912LPSo064
—&— Lote 1001LPS065
Lote 1001LPS066

20

50 75

Tempo

100 125

Figura 05: Resultados do perfil de dissolugao dos trés lotes industriais de
comprimidos de benznidazol 12,5 mg — pediatrico
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Tabela 08: Resultados da comparacéao entre os perfis de dissolugcéo dos lotes
pediatricos (12,5 mg)

Lote pediatrico| Lote pediatrico F1 F2
0912LI1S064 | 0912LIS065 6,26 62,10
0912L1So64 1001LISo66 4,55 68,46
0912LI1S065 | 1002LIS066 1,29 90,85

Diante do objetivo maior que é o desenvolvimento de uma formulagéo
pediatrica (12,5 mg), com composi¢cdo qualitativa e processo de fabricacédo
semelhante ao da formulacéo ja registrada e praticada pelo LAFEPE, os lotes
foram acondicionados em PVDC ambar, frasco de vidro ambar (controle) e
PVC cristal. Todos os lotes foram colocados em estabilidade, segundo a RE
n°l (BRASIL, 2005) da ANVISA (figura 086).

Aa D--sm!i =

- Be‘ninidazot_-12,5 mg comprif

Lote 1001LPS065 - frasco de

§ Estabilidade longa duracao °
e SV glie: 125,00 mg

Figura 06: Trés diferentes tipos de acondicionamento primario em estudo de
estabilidade para os comprimidos desenvolvidos de benznidazol 12,5 mg — pediatrico

Na tabela 09 e apéndices A e B, seguem os resultados referentes ao
acompanhamento de estabilidade acelerada e longa duracdo, os quais

demonstram estabilidade fisico-quimica nos trés primeiros meses de estudo.
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Tabela 09: Resultados do estudo de estabilidade acelerado (EA) e longa duracao (LD), referente a 3 meses, para o lote

0912LIS064
Tipo de embalagem
Parametros EspecificacOes PVC cristal PVDC ambar Vidro &mbar
EA LD EA LD EA LD
Peso médio 125 mg + 7,5% 127,00 | 133,00 [124,00| 123,00 | 125,00 | 125,00
Friabilidade Maximo 1,5% 0,08 0,07 0,08 0,24 0,08 0,01
Dureza Minimo 3,5 Kgf/cm? 5,18 5,98 5,23 5,66 6,24 6,69
Desintegracao Até 10 min a 37°C | 2min23s | 2minl6s | 3 min | 1min26s | 2mMin35s | 2min3s
. 60 min - min 60% 83,85 89,96 89,84 | 87,07 84,11 92,06
Dissolucao _
120 min — min 80% 91,70 98,66 96,96 | 95,68 90,84 97,86
Teor (MIEE) 90 a 110% 103,11 99,41 | 102,08 | 98,94 103,39 | 102,81
Uniformidade de
] 85 a 115% 98,15 102,47 | 100,19 | 99,88 106,08 | 101,79
conteudo
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10.4 CONCLUSOES

Apos resultados preliminares de estudo de estabilidade e longa duracéo,
os trés lotes industriais se apresentam com estabilidade fisico-quimica.
Também se pode concluir que eles foram produzidos com reprodutibilidade de
processo fabril.

Sendo assim, ao completar 06 meses dos estudos de estabilidade, a
formulagdo poderd ser encaminhada para o estudo de farmacocinética
comparativa em adultos voluntarios sadios.

A formulacdo também sera encaminhada ao estudo de farmacocinética
populacional em criancas com a doenca de Chagas.

Por fim, ao ser registrado, este medicamento ira proporcionar uma

terapéutica segura aos inumeros pacientes de Chagas infantil.
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Apéndice A: Tabela de resultados do estudo de estabilidade acelerado (EA) e longa duracéo (LD), referente a 3 meses, para o lote

1001LIS065
Tipo de embalagem
Parametros -~ PVC cristal PVDC ambar Vidro ambar
Especificacdes
EA LD EA LD EA LD
Peso médio 125 mg + 7,5% 131,00 | 129,00 | 126,00 | 128,00 | 126,00 | 125,00
Friabilidade Maximo 1,5% 0,15 0,15 0,01 0,07 0,01 0,01
Dureza Minimo 3,5 Kgf/cm? 5,44 6,03 6,30 6,04 6,97 7,43
Desintegracao Até 10 min a 37°C | 2min43s | 2min9s | 2min49s | 1min28s | 1min45s | 2mMin19s
. 60 min - min 60% 86,05 87,51 90,65 91,40 86,76 88,63
Dissolugéo _ ]
120 min — min 80% 94,14 95,85 99,01 100,05 95,05 96,67
Teor (MIEE) 90 a 110% 100,70 | 98,29 | 105,17 | 100,38 | 101,17 | 102,82
Uniformidade de
) 85 a 115% 102,78 | 103,80 | 106,83 | 100,73 | 103,58 | 102,74
conteudo
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Apéndice B: Tabela de resultados do estudo de estabilidade acelerado (EA) e longa duracéo (LD), referente a 3 meses, para o lote

1002LIS066
Tipo de embalagem
Parametros Especificagbes PVC cristal PVDC ambar Vidro ambar
EA LD EA LD EA LD
Peso médio 125 mg + 7,5% 126,9 | 129,8 | 1259 | 125,1 126,7 126,6
Friabilidade Maximo 1,5% 0,24 0,23 0,32 0,24 0,24 0,08
Dureza Minimo 3,5 Kgf/cm? 5,52 4,90 5,65 5,36 6,32 7,28
Desintegracao Até 10 mina 37°C |[49seg | 52seg | 3min | 2min 2 min 2 min
_ . 60 min - min 60% 86,96 | 89,56 | 87,86 | 84,26 88,11 89,86
Dissolucao ) )
120 min —min 80% | 95,36 | 99,30 | 95,15 | 94,60 96,50 97,39
Teor (MIEE) 90 a 110% 103,81 | 103,48 | 104,57 | 101,34 | 104,00 102,77
Uniformidade de
] 85 a 115% 102,63 | 102,18 | 100,94 | 102,71 | 101,59 102,67
conteudo
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