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RESUMO

A associacao entre os farmacos delapril (DEL) e manidipino (MAN) apresenta um
efeito anti-hipertensivo sinérgico de longa duracdo, sendo considerada uma
importante alternativa no tratamento e controle da hipertensdo arterial. O presente
trabalho faz referéncia a utilizagdo de diversas técnicas instrumentais para avaliar a
qualidade de DEL e MAN na forma farmacéutica e matérias-primas. Neste sentido,
amostras de matérias-primas dos farmacos provenientes de diferentes fornecedores
foram analisadas utilizando a calorimetria diferencial exploratéria, termogravimetria,
difracdo de raios X, espectrofotometria no infravermelho, espectroscopia Raman e
microscopia eletrébnica de varredura. Os resultados permitiram observar
inconsisténcias entre as amostras de DEL, provavelmente devido a presenca de
uma impureza em uma das substancias, demonstrando a importancia da pesquisa e
controle dos insumos farmacéuticos, bem como de programas de qualificacdo de
fornecedores. Além disso, metodologias analiticas por espectrofotometria derivada,
cromatografia liquida com deteccdo no ultravioleta (CL-UV) e CL acoplada a
espectrometria de massas (EM) foram desenvolvidas objetivando a determinacéo de
DEL e MAN nos comprimidos. Os procedimentos foram validados, cumprindo com
0S requisitos internacionalmente aceitos para especificidade, linearidade, preciséao,
exatidao, robustez e limites de deteccdo e quantificacdo, além de demonstrarem
diferenca néo significativa (p > 0,05) entre si na quantificacdo simultanea dos
farmacos. A estabilidade dos farmacos nas condi¢gfes alcalina e fotolitica (para o
DEL e MAN, respecivamente) também foi investigada. Através dos métodos por
CL-UV e CL-EM pode-se propor a identidade dos principais produtos de degradacéao
formados, os quais ndo apresentaram evidéncias de citotoxicidade em estudo
utilizando células mononucleares humanas. Além disso, os estudos de cinéticas de
degradacdo indicaram que o DEL segue uma cinética de primeira ordem
(R? = 0,9991) enquanto o MAN segue uma reacdo de ordem zero (R? = 0,9867). De
forma adicional, foi desenvolvido e validado um método de dissolucdo para
avaliacdo de comprimidos contendo DEL e MAN. O uso de tamp&o citrato pH 3,2
como meio de dissolucdo e dispositivo pa a 75 rpm demonstrou resultados
satisfatorios para a avaliagdo da liberagcdo simultdnea dos farmacos do produto

farmacéutico, bem como capacidade de simular o comportamento in vivo do MAN a



partir de dados da literatura. Desse modo, estabeleceram-se procedimentos
analiticos que podem ser aplicados para aprimorar o controle da qualidade dos
medicamentos a serem comercializados, bem como contribuir para garantir a

seguranca e eficacia no uso terapéutico.

Palavras-chave: Caracterizagdo do estado sélido, cromatografia liquida, delapril,
dissolucédo, espectrometria de massas, espectrofotometria derivada, manidipino,

matérias-primas, produtos de degradacéo, validacao.
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ABSTRACT

The association of delaprii (DEL) and manidipine (MAN) has a synergic
antihypertensive effect and may be regarded as an important alternative to arterial
hypertension treatment. The present study refers to use of some instrumental
techniques to assess the quality of DEL and MAN in pharmaceutical formulation and
raw materials. In this context, samples of the drugs raw materials, obtained from
different suppliers, were evaluated using differential scanning calorimetry,
thermogravimety, X-ray powder diffraction, infrared spectroscopy, Raman
spectroscopy and scanning electron microscopy. Inconsistent results were observed
between DEL samples, probably due to an impurity presence in some substance,
demonstrating the importance of research and control of pharmaceutical ingredients,
as well as the quality programs of pharmaceuticals suppliers. In addition, a derivative
spectrophotometric, liquid chromatography (LC) and LC coupled to mass
spectrometry (MS) methods were developed for simultaneous analysis of DEL and
MAN in commercial tablets. The procedures were validated and the results were in
accordance with internationally accepted requirements by specificity, linearity,
precision, accuracy, robustness and detection and quantitation limits. Therefore, the
methods were successfully applied for the simultaneous quantitative analysis of DEL
and MAN in the tablet dosage form, showing non-significant difference (p > 0.05).
The drugs stability in alkaline and photolytic conditions (for DEL and MAN,
respectively) was also investigated. The main degradation products formed were
analyzed by LC-UV and LC-ESI-MS methods and its identity could be suggested,
without isolation or purification processes. Additionally, the degradation kinetic of
both drugs and the cytotoxicity of the degraded samples were also studied. The
kinetics results could be best described as first-order process for DEL (R?= 0.9991)
and zero-order process for MAN (R?= 0.9867). No evidence of cytotoxicity in human
mononuclear cells was observed for drugs degraded samples. Furthermore, the
present study also conducted the development and validation of a dissolution method
for DEL and MAN combination tablets. The use of citrate buffer pH 3.2 as dissolution
medium in combination with paddle at rotation of 75 rpm, resulted in an appropriate
dissolution profile of both drugs, allowing the simultaneous quality control of DEL and
MAN in combination tablets, as well as the ability to simulate the in vivo behavior of



MAN from literature data. Then, the established procedures can be applied to
improve the quality control of the products that will be marketed, as well as to

contribute for assure the safety and therapeutic efficacy of the drugs.

Keywords: Delapril, degradation products, derivative spectrophotometry, dissolution,
liquid chromatography, manidipine, mass spectrometry, raw materials, solid-state

characterization, validation.

Xiv



LISTA DE FIGURAS

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

FIGURA 3.1. Estrutura quimica do cloridrato de delapril...........ccccccoeeveiiiinin. 14
FIGURA 3.2. Delapril (a) e seus metabolitos: M-I (b); M-lll (c); M-Il (d) ........cvvvennnn... 15
FIGURA 3.3. Estrutura quimica do dicloridrato de manidipino .............ccccevvvevivvnnnnnnn. 17

FIGURA 3.4. Manidipino (a) e seu principal metabolito (b) ...........ccccovviiiiiiiiiiiiiiennnn. 18



XVi



LISTA DE TABELAS

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

TABELA 3.1. Classificacdo da pressao arterial em niveis tensionais (> 18 anos)....12
TABELA 3.2. Classificagéo biofarmacéutica de fAarmacos ..........ccccccooviiiiiiiiieieeennn. 35
TABELA 3.3. Classificagéo dos testes analiticos, segundo sua finalidade................ 37



Xvili



ANVISA
ANOVA
CE
IVIVC
DAD
DEL
DRIFT

DSC
DTG
ECA
ED
ESI
FA
FB
FD
FDA

LC-MS

LoD
LoQ
MAN
MRM
MS
m/z
PA

LISTA DE ABREVIATURAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria;

Anadlise da variancia;

Capillary electrophoresis - Eletroforese capilar;

in vitro-in vivo correlation - correlagao in vitro-in vivo;

Detector de arranjo de diodos;

Delapril;

Diffuse reflectance infrared Fourier transform spectroscopy - Reflexédo
difusa no infravermelho com transformada de Fourier;

Differential scanning calorimetry — Calorimetria diferencial exploratéria
Differential thermogravimety - Termogravimetria diferencial,
Enzima conversora de angiotensina;

Espectrofotometria derivada;

Electrospray lonization;

Fraction absorbed — Frag&o absorvida;

Farmacopeia Brasileira;

Fraction dissolved — Frac&o dissolvida;

Food and Drug Administration;

Hipertenséo arterial

International Conference on Harmonisation;

Internal Standard - Padréo interno;

Infravermelho;

Constante da velocidade de degradacao;

Liquid chromatography - Cromatografia liquida;

Liquid chromatography coupled with mass spectrometry - CL acoplada
a espectrometria de massas;

Limit of detection; - limite de detecgéo;

Limit of quantitation; - limite de quantificacao;

Manidipino;

Multiple reaction monitoring - Monitoramento de multiplas reacoes;
Mass spectrometry - Espectrometria de massas;

Relac&o massa/carga,

Pressao arterial;



RS
RSD
SEM
SIR
SQR
TG
USP
uv
XRPD

Raman spectroscopy - Espectroscopia Raman;

Relative standard deviation - Desvio padréo relativo

Scanning electron microscopy - microscopia eletronica de varredura,
Selected ion recording - monitoramento seletivo de ions;

Substancia quimica de referéncia,

Thermogravimety - termogravimetria;

United States Pharmacopeia - Farmacopeia Americana;

Ultravioleta;

X-ray powder diffraction - Difracéo de raio-X de pos.

XX



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ..ottt ettt ettt et eeae et e e e etesteeetesreeeesreaneas 1
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e s e n bt ae e e e e e e e e s annnnees 5
2.1, ODJELIVO QEIAI ..ottt a e e e eaaaaaa 7
2.2. ODjJEetiVOS ESPECITICOS. ..uuuuiriiiiiiiiiiiiiiiiieeeiteteiitieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseesneenees 7
3. REVISAO DA LITERATURA ..ottt 9
3.1. HIPertenNSA0 arterial ............ouuuuuiiiiiii e e e e e e e e e e e e e eaennnne 11
T 1= =T o 4| PP USUPPPPPPPTRRN 14
G TR T 1Y/ F= T o {1 011 Lo J0 O PUUUPPPPPPPTRRN 16
3.4. Associacao entre delapril € manidipino ...........ccoovvviiiiiiiiiii e 19
3.5. Literatura analitica envolvendo delapril € manidipino............cccceevvciiiiieeeeveieennns 20
3.6. Técnicas para avaliagdo de insumos farmacéuticos no estado solido ............... 23
3.6.1. TerMOQIaVIMEIITA ....ceeeieeiiiiiiiiee e ettt e e e e ettt e e e e e e e e eeeaaan e e e e eeeeeesnnnns 24
3.6.2. Calorimetria diferencial eXploratoria ...........ccoeeevvveeriiiiiieee e e e e e 25
IO B = Tor=To J o (=0 =10 1) SRR 25
3.6.4. Espectroscopia no infravermelno ...........cooooiio i 26
3.6.5. ESPECIrOSCOPIA RAMAN. ... ..uuiiii it a e e e eeaeene 27
3.6.6. Microscopia eletronica de VarredUra...........ccceevvveeeuiiiiiiieeeeeeeeeeeiiees s e e eaeeeeaenns 27
3.7. Métodos analiticos para avaliacao quantitativa de farmacos................cccceeeeeeeee 28
3.7.1. Cromatografia [lQUIdEA .......cccoeeiii s 28
3.7.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas............cccceeevuene 29
3.7.3. Espectrofotometria derivada...........oooeeuuiiiiiii e 31
3.8. Estudos de estabilidade...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 32
3.9. ENSAI0 de diSSOIUGAO.......cceeiiiiiiie e e e e et s e e e e e e e et e e e e e eeeannnne 34
3.10. Validacdo de meétodos analitiCOS ..........ooeiuviiiiiiiiieiiiiii e 36

4. PARTE 1 — METODOS ANALITICOS APLICADOS A AVALIAC AO DE
DIFERENTES MATERIAS-PRIMAS DE DELAPRIL E MANIDIPINO ........cccoc........ 41
g O | 1 o o 11 o> Vo SRR 43
4.2. ARTIGO CIENTIFICO — Delapril and manidipine: characterization and purity
evaluation in raW MALEIIAIS .........euuuiiiii e e e e e eeeeene 45
B 2.0 ADSITACT ... a7



5. PARTE 2 — DETERMINACAO QUANTITATIVA DE DELAPRIL E MANIDIPINO

POR CL-EM/EM ..ottt e e e et e e et eeaeaes 49
S 00 1 1 o T 3o T TSP 51
5.2. ARTIGO CIENTIFICO — Delaprii and manidipine measurements by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry in pharmaceutical formulation............. 53
5.2.0. RESUIMO ...ttt e ettt e e e ettt e e e e e et e e e e et e e e e eea e e e enan e e eeennnnns 55

6. PARTE 3 — AVALIACAO DOS PRODUTOS DE DEGRADACAO D E DELAPRIL
E MANIDIINO POR CL-UV E CL-EM, CINETICA DE DEGRADAC AO E ESTUDOS

DE CITOTOXICIDADE ..ottt e e et e et e e e e aan s 57
L I [ g1 (oTo [F oz To T TP PP TP PPPPPPPPPPPPPPPPN 59
6.2. ARTIGO CIENTIFICO — Main degradation products of delapril and manidipine
evaluated by LC-UV and LC-MS, decay kinetic and in vitro cytotoxicity studies........ 61
B.2.1. RESUIMO ...ttt ettt e e ettt e e e e et e e e e et e e e e e sa e e e enaa e eeeennnnns 63

7. PARTE 4 — DETERMINACAO QUANTITATIVA DE DELAPRIL E MANIDIPINO

POR ED- 1. .ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e et e et e e e e e e e e e nnreeeeas 65
4080 O 111 o T ¥ o T J P RSPPPPPRRR 67
7.2. ARTIGO CIENTIFICO - First-order derivative UV spectrophotometric method for
simultaneous measurement of delapril and manidipine in tablets..................ccceeee 69
A0 S (=11 | o PP 71

8. PARTE 5 — METODO DE DISSOLUCAO PARA AVALIACAO DE

COMPRIMIDOS CONTENDO DELAPRIL E MANIDIPINO ....cooviiiiiiiieiiieeeieeeiieees 73
S I [ g1 (oTo [F {0z To TP P P TP PPPPPPPPPPPPPPPP 75
8.2. ARTIGO CIENTIFICO — Proposal of a dissolution method for delapril and
manidipine combination tablets based on absorption profile of manidipine............... 77
T N (=T | 3 o PP 79
9. DISCUSSAOD GERAL ...ttt 81
10. CONCLUSOES ...ttt ettt 95
11 REFERENCIAS ..ottt ettt eteeteete et e et e stesteeaesteeae e 99

XXli



1. INTRODUCAO







A hipertenséo arterial (HA) é uma condicdo clinica multifatorial caracterizada
por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial. E a doenca cardiovascular
mais frequente e, devido a alta prevaléncia e baixas taxas de controle, considerada
um grave problema de saude publica. Além do diagndstico e acompanhamento dos
pacientes com suspeita de HA, a mudangca no estilo de vida e o uso de
medicamentos anti-hipertensivos sdo necessarios para a redugcédo de sua morbidade
e mortalidade (Sociedade Brasileira de Cardiologia, Hipertensao e Nefrologia, 2010;
RUILOPE, 2012).

Diversas sdo as abordagens farmacolégicas usadas no tratamento e controle
da HA. Dentre os medicamentos orais disponiveis estdo os farmacos inibidores da
enzima conversora da angiotensina (ECA), tal como o delaprii (DEL) e os
bloqueadores dos canais de célcio, como o manidipino (MAN), podendo ser usados
individualmente ou de forma combinada. Neste sentido, a associacao entre cloridrato
de delapril e dicloridrato de manidipino (Hipertil®), comercializada pelo laboratério
Farmalab Chiesi e liberada para uso clinico no Brasil pela ANVISA em 2006,

constitui uma importante alternativa na terapia farmacoldgica desta patologia.

A constante evolugdo na area farmacéutica possibilita o desenvolvimento e
producdo de novos medicamentos, 0S quais necessitam atender a requisitos
regulamentares e cumprir com especificacdes que garantam a sua qualidade,
seguranca e eficacia. Diante disso, 0 monitoramento e a avaliagdo dos farmacos
devem ser realizados continuamente em todas as fases de desenvolvimento
farmacéutico (SWARTZ & KRULL, 1998). Para tal, o desenvolvimento e a validacéo
de métodos que atendam as exigéncias das aplicacdes analiticas e assegure a
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados torna-se imprescindivel (BRASIL,
2003; ICH 2005; USP 35, 2012).

7

Neste contexto, o controle de qualidade é encarregado das analises de
diversas propriedades que conferem qualidade aos medicamentos, desde a matéria-
prima até o produto acabado. Além disso, o desenvolvimento e validacdo de
metodologias qualitativas e quantitativas e aplicaveis a avaliacdo biofarmacotécnica
in vitro, visando prever o desempenho in vivo de formulac¢des, bem como o controle
de processos durante a etapa produtiva também estdo sob sua responsabilidade.

Outra atribuicdo de fundamental importancia e cada vez mais exigida por o0rgaos



reguladores € o estudo dos fatores inerentes a estabilidade dos farmacos. O
conhecimento das rotas e velocidades de degradacgéao, assim como a identificacédo
dos produtos de degradacdo podem garantir a administracdo terapéutica do
medicamento de maneira segura e eficaz, evitando efeitos adversos e diminuicéo da
atividade farmacoldgica (ICH, 2003; BRASIL, 2005).

Considerando que a HA atinge grande parcela da populacdo mundial e devido
ao grande impacto meédico, social e econdbmico que envolve seu tratamento, &
essencial possuir métodos analiticos de dominio publico para a avaliagdo da
qualidade destes medicamentos. A utilizacdo de diversas técnicas instrumentais e a
interpretacdo conjunta de seus resultados pode ser, portanto, uma estratégia
considerada, além de possibilitar uma visdo ampla das vantagens e desvantagens
dos avancos analiticos. Destaca-se que ndo foram encontrados métodos de analise
de DEL e MAN em compéndios oficiais, além de serem poucos 0s registros
disponiveis para determina¢des quantitativas em produto acabado e avaliacdo da
qualidade de matérias-primas. Verificaram-se, também, escassos estudos na
literatura pesquisada sobre a estabilidade das moléculas, bem como inexistentes

condi¢Oes para avaliar a dissolugdo dos comprimidos.

Com base no exposto, o desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos
para a determinacdo dos farmacos em comprimidos, os estudos de estabilidade
através da analise de produtos de degracdo e rotas de decomposicdo, a
caracterizagdo de matérias-primas provenientes de diferentes fornecedores, bem
como o ensaio de dissolucdo justificam a realizagcdo deste trabalho. Por essas
razdes, entende-se que este estudo contribuira para o dominio tecnoldgico e
cientifico, aprimorando a area de controle da qualidade e garantindo a seguranca e a

eficacia terapéutica dos produtos farmacéuticos disponibilizados para a populacéo.



2. OBJETIVOS







2.1. Objetivo geral

Desenvolver métodos analiticos para a determinagdo de DEL e MAN na
forma farmacéutica e aplicaveis a avaliacao da estabilidade dos mesmos, bem como
estabelecer condicbes para a avaliacdo do perfil de dissolugdo dos comprimidos e
analisar comparativamente matérias-primas dos farmacos provenientes de

diferentes fornecedores.

2.2. Objetivos especificos

* Realizar estudos comparativos e de caracterizacdo de diferentes matérias-primas
de DEL e MAN envolvendo técnicas termoanaliticas, espectrais e morfologicas;

« Desenvolver e validar método analitico por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CL-EM/EM) para determinacdo simultéanea

de DEL e MAN na formulacéo farmacéutica;

» Desenvolver e validar método analitico por espectrofotometria derivada para
determinacao simultanea de DEL e MAN na formulagdo farmacéutica;

* Realizar andlise estatistica comparativa para determinagdo quantitativa dos

farmacos entre os métodos propostos;

» Caracterizar a susceptibilidade dos farmacos frente a condicbes de estresse e

determinar suas cinéticas de degradacao nestes ambientes;

* Propor a identidade e a rota de fragmentacdo dos principais produtos de

degradacéao dos farmacos através de métodos por CL-UV e CL-EM,;

* Avaliar o potencial citotoxico das amostras contendo os farmacos apos

degradacéo frente as amostras dos farmacos integros;

» Desenvolver e validar método de dissolucao para os comprimidos de DEL e MAN,

cujas condicdes preferencialmente possuam analogia com dados in vivo.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1. Hipertenséo arterial

As doencas cardiovasculares possuem papel de destaque entre as principais
causas de morte em todo mundo e, dentre estas, a hipertensao arterial (HA) € a
mais freqiente. Estima-se que a cada ano 7,6 milhdes de pessoas vem a 0Obito
devido a esta patologia ou em decorréncia das suas complicacdes. Além disso, em
torno de 80% dessas mortes ocorrem em paises em desenvolvimento, sendo que
mais da metade das vitimas tém entre 45 e 69 anos (CHOBANIAN et al., 2003;
BRASIL, 2006; LAWES et al., 2008). No Brasil, da mesma forma, a HA afeta uma
grande parcela da populagéo, sendo responsavel por um percentual significativo das
mortes por acidente vascular cerebral, doenca arterial coronariana e insuficiéncia
renal terminal (BRASIL, 2006; Sociedade Brasileira de Cardiologia, Hipertensao e
Nefrologia, 2010). Além dessa alta prevaléncia, a HA é uma doenca crénica de dificil
controle e, portanto, com um elevado custo econdmico-social. Trata-se de uma
enfermidade de inicio silencioso com grande impacto na qualidade de vida dos
pacientes, bem como para os indicadores de satde da populacio (CORREA et al.,
2005; OATES et al., 2006).

A HA é definida como a elevagdo sustentada da pressdo arterial (PA)
sisttmica, ou seja, pela persisténcia dos niveis tensionais fora dos valores
considerados normais. A medida adequada da PA é, portanto, 0 requisito mais
importante para o diagnostico e definicdo do tratamento de pacientes hipertensos e
com suspeita de hipertensdo. Esta avaliagcado deve ser realizada de forma repetida e
em pelo menos trés ocasides, considerando valores de PA sistélica = 140 mmHg
eou de PA diastdlica > 90 mmHg como referéncia para definigdo da doenca
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, Hipertensdo e Nefrologia, 2010; RUILOPE,
2012).

Neste contexto, a HA pode ser classificada segundo sua causa base (primaria
ou secundaria) e de acordo com 0s niveis tensionais (Tabela 3.1.). A primaria,
essencial ou idiopatica € a mais comum, representando, aproximadamente, 95% dos
casos de hipertensdo. E caracterizada por ndo possuir etiologia definida, havendo,
normalmente, uma combinacdo de diversas alteracbes. Na HA secundéria, a
hemodindmica do organismo é alterada por causas primarias e identificaveis, tais

como doenca renal crénica, doenca renovascular, doenca da tiredide ou paratiredide
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e também pode ser causada por medicamentos como contraceptivos orais,
antiinflamatorios ndo esterdides e descongestionantes nasais (STAESSEN et al.,
2003; WHITWORTH, 2003; CORREA et al., 2005).

TABELA 3.1. Classificagdo da PA em niveis tensionais (> 18 anos).

Classificacao PA sistélica (mmHg) PA diastolica (mmHg)
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130-139 85-89

Nivel 1 (leve) 140-159 90-99
Hipertensdo  Nivel 2 (moderada) 160-179 100-109

Nivel 3 (grave) > 180 > 110
Hipertenséo sistdlica isolada > 140 <90

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia, Hipertensdo e Nefrologia, 2010.

O carater multifatorial da HA dificulta sua identificacdo e tratamento. Dentre os
diversos fatores de risco para seu desenvolvimento encontram-se 0S nao
modificaveis, tais como: sexo, idade, etnia e genética; e os modificaveis, os quais
através de cuidados e precaucbes, podem reduzir os valores pressoricos,
destacando-se: o uso abusivo do sal, o tabagismo, o alcoolismo, o estresse, a
obesidade e o sedentarismo (BRASIL, 2006).

Embora ndo exista cura, é possivel um controle eficaz dos valores de PA,
utilizando-se tanto medidas nao-farmacolégicas, através da modificacéo do estilo de
vida e reducdo dos fatores de risco, quanto medidas farmacologicas. Assim, 0
objetivo da terapia anti-hipertensiva € a manutencdo dos niveis pressoricos
inferiores a 140x90 mmHg e, principalmente, reduzir a morbidade e mortalidade de
pacientes que apresentam elevado risco cardiovascular (CORREA et al., 2005;

Sociedade Brasileira de Cardiologia, Hipertensdo e Nefrologia, 2010).

Fatores fisicos e fisiologicos podem ser determinantes na mudanca dos niveis
tensionais, sendo alvos de muitos farmacos. Os fatores fisicos relacionam-se com as

caracteristicas mecanicas do liquido sanguineo, como o volume do liquido e as
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caracteristicas elasticas dos vasos. J& os fatores fisiologicos relacionam-se com
certas caracteristicas do sistema cardiovascular, ou seja, débito cardiaco e a
resisténcia periférica (BERNE & LEVY, 2000). Neste sentido, o tratamento pode
buscar a reducdo do deébito cardiaco por meio da inibicdo na contratilidade
miocardica ou diminuicdo da pressdo de enchimento ventricular, sendo que a
diminuicdo pode ocorrer através de agbes sobre o tbnus venoso ou o0 volume
sanguineo por meio de efeitos renais. Além disso, o tratamento pode ser direcionado
na diminuicdo da resisténcia vascular periférica, através de farmacos que atuam na
musculatura lisa, produzindo relaxamento dos vasos, ou que interferem na atividade

de sistemas que produzem constricdo dos vasos (OATES et al., 2006).

Independente de protocolos e da abordagem terapéutica, os agentes anti-
hipertensivos a serem utilizados devem promover a reducdo nao s6 dos niveis
tensionais como também a dos eventos cardiovasculares fatais e nao-fatais,
respeitando-se as caracteristicas individuais e a qualidade de vida dos pacientes.
Esses medicamentos exercem suas acdes, conforme acima citado, através de
distintos mecanismos que interferem na fisiopatologia da doenca e séao divididos,
basicamente, em diuréticos, simpatoliticos, vasodilatadores, bloqueadores dos
canais de calcio, inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA) e
antagonistas dos receptores da angiotensina Il (BERNE, 2000; BRASIL, 2006;
OATES et al., 2006).

Por tratar-se de uma doenca que na maior parte do seu curso €
assintomatica, seu diagnostico e tratamento sdo freglientemente negligenciados,
somando-se a isso a baixa adesdo ao tratamento prescrito por parte do paciente.
Para tal, € necessario um adequado acompanhamento deste, assim como uma
reavaliacdo periodica da abordagem terapéutica. Geralmente o tratamento € iniciado
com monoterapia e depois, dependendo da resposta do paciente a terapéutica,
normalmente € necessaria a adocao de terapias combinadas envolvendo dois ou
mais agentes anti-hipertensivos com diferentes mecanismos de acao

(WENDHAUSEN et al., 2004; BRASIL, 2006).

O conhecimento dos mecanismos fisiopatoldégicos envolvidos na HA tem
possibilitado o desenvolvimento de novas moléculas visando o melhor controle da

PA. Assim, novas composi¢cdes farmacéuticas que contenham substancias que
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atuam de forma diferente sdo importantes para um tratamento mais eficaz
(GRADMAN et al, 2010; RUILOPE, 2012). Dentre os varios protocolos
preconizados, as terapias utilizando farmacos inibidores ECA, como o delapril, e os
bloqueadores dos canais de célcio, como o manidipino, constituem uma importante
alternativa no tratamento e controle da HA, podendo ser usados como monoterapia

ou combinados.

3.2. Delapril

O delapril (cloridrato de 2-[(2S)-N-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-2-{[(2S)-1-etoxi-
1-oxo-4-fenilbutan-2-illJamino}propanamido] acido acético) (DEL) é disponibilizado
comercialmente como cloridrato e apresenta-se na forma de comprimido de 30 mg
associado ao manidipino. Como monoterapia, entretanto, sua comercializacao foi

descontinuada (comprimido de 15 mg, sob o nome comercial de Delakete®).

Fisicamente, o DEL € um material cristalino incolor, altamente soluvel em
metanol (399 mg/mL), solivel em etanol (71 mg/mL) e pouco soluvel em agua
(13 mg/mL) (OKA et al.,, 1988). Possui massa molar de 489,1 g/mol e apresenta
férmula molecular C,sH32N2Os.HCI, com a estrutura quimica representada na Figura
3.1 (NCBI-PUBCHEM, 2012). O farmaco apresenta valores de pKa de 5,56 e 3,26
(AKIYAMA et al., 1994), valores estes em conformidade com 5,50 + 0,4 e 3,0 £ 0,4,

estimados atraves do servi¢o online ACD/I-Lab (acdlabs.com).

o}
OH
N/Y
o
HCI

FIGURA 3.1. Estrutura quimica do cloridrato de delapril.
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O DEL é um farmaco anti-hipertensivo com mecanismo de agédo através da
inibicdo da enzima de conversao da Angiotensina | em Angiotensina Il (ECA). Como
resultado do bloqueio desta enzima, ocorre uma reducdo dos niveis séricos de
angiotensina Il nos pacientes, levando a uma diminuicdo da secrecao da aldosterona
e, consequentemente, da atividade vasopressora (COLOMER, 2007). Uma vez que
o DEL possui caracteristicas lipofilicas, este tem condigbes de permear em Varios
orgaos-alvo, tais como coracdo, parede do vaso e rins, proporcionando uma
diminuicdo da resisténcia vascular periférica, com minimos efeitos sobre o débito
cardiaco e volume plasmatico, bem como aumentar a eliminacdo de sodio e agua
(RAZZETI & ACERBI 1995; OTERO, 2007).

ApOs a administracdo oral, o DEL é rapidamente absorvido no trato
gastrointestinal, apresentando uma extensdo de absorcdo entre 67 e 96%, nao
sendo afetada pela presenca de alimentos (COLOMER, 2007). Por ser um pro-
farmaco, € convertido nas formas ativas delapril-didcido (M-I) e 5-hidroxi-delapril-
diacido (M-111) e inativa (M-Il) (Figura 3.2).

(c) (b) (d)

FIGURA 3.2. Delapril (a) e seus metabolitos: M-I (b); M-11I (c); M-Il (d). — Adaptado
de SHIONOIRI et al., 1987; STOCKIS et al., 2003.
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O principal e mais abundante metabdlito sérico € o M-I, seguido do M-I,
enquanto que o0s niveis séricos de M-l e DEL inalterado sédo reduzidos. As
concentracbes maximas observadas para M-l e M-lll sdo em torno de 1200 e
430 ng/mL, respectivamente, sendo atingidas em, aproximadamente, 2 horas. Esses
niveis séricos diminuem rapidamente com um tempo de meia-vida de 1,21 e 0,81
horas, respectivamente. Além disso, o farmaco apresenta alta ligagdo as proteinas
plasmaticas, tendo sua excrecao majoritariamente pela via urinaria, com cerca de
60% do farmaco sendo eliminado em 24 horas, principalmente sob a forma dos
metabdlitos M-I (21,4%) e M-Il (30,4%). (TATENO & NAKAMURA, 1986; ONOYAMA
et al., 1988; RAZZETTI & ACERBI, 1995).

Indicado para o tratamento e controle da HA leve a moderada e insuficiéncia
cardiaca congestiva, o farmaco apresenta um perfil de reacdes adversas semelhante
a outros inibidores da ECA sendo, em geral, bem tolerado. A maioria dos casos
registrados sdo relacionados a tonturas, dor de cabeca, nauseas e vomitos,
necessitando cuidados especiais, principalmente, com respostas hipotensoras

excessivas em pacientes de risco (COLOMER, 2007).

3.3. Manidipino

O manidipino (dicloridrato de 2-[4-(difenil-metil) piperazina-1-il] etil-metil-2,6-
dimetil-4- (3-nitrofenil) -1,4-dihidropiridina -3,5-dicarboxilato) (MAN) é disponibilizado
comercialmente como dicloridrato e apresenta-se na forma de comprimido de 20 mg
como monoterapia (sob o nome comercial de Manivasc®) e dose de 10 mg quando
associado ao delapril.

Fisicamente, o MAN é um material cristalino de cor levemente amarelada,
sendo solavel em dimetilsulfoxido, mas insolavel em agua, acetato de etila e éter
etilico (MORIMOTO & MATSUMURA, 1991). Neste sentido, a utilizacdo do sal
dicloridrato é realizada em funcdo da melhor solubilidade aquosa quando comparada
a base correspondente (0,38 mg/mL e 1,0 pg/mL, respectivamente) (CSABAI et al.,
1998). Possui massa molar de 683,6 g/mol e apresenta formula molecular

C3sH3sN406.2HCI, com a estrutura quimica representada na Figura 3.3 (NCBI-
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PUBCHEM, 2012). O farmaco apresenta valores de pKade 1,3+0,4, 2,3+0,4 € 6,8
+ 0,5, os quais foram estimados através do servi¢o online ACD/I-Lab (acdlabs.com).

2HCI

FIGURA 3.3. Estrutura quimica do dicloridrato de manidipino.

O MAN é um farmaco antagonista dos canais de calcio pertencente a terceira
geracdo do grupo dos diidropiridinicos. Apresenta alta seletividade para os vasos
sanguineos e tem seu mecanismo de agéo baseado na alteragéo no influxo de ions
Ca'?, através da diminuicdo da duracdo e forca de contracdo da musculatura lisa
cardiaca e vascular. Dessa forma, possui uma potente acdo vasodilatadora arterial,
além da capacidade de induzir a uma natriurese sustentada de intensidade
semelhante aquela obtida com doses habituais de diurético tiazidico (IIMURA, 1993;
DEROUBAIX et a.l, 1998; KOHLMANN & RIBEIRO, 2001).

Este composto tem se mostrado util e de alta eficacia no tratamento de
pacientes hipertensos com diferentes graus de severidade, pacientes idosos ou de
meia idade, e mesmo em pacientes com doengas associadas, como diabetes e
nefropatias. Além disso, pode beneficiar pacientes hipertensos com sobrepeso, sem
acarretar alteracdes do metabolismo dos hidratos de carbono e dos lipidios e com
excelente perfil de tolerabilidade (IIMURA, 1993; FOGARI et a.l, 1996; KOHLMANN
& RIBEIRO, 2001).

Apesar de um inicio de acdo lento, o que diminui a possibilidade de
taquicardia reflexa, o MAN possui uma longa duracédo do efeito terapéutico atraves

de uma dose diaria. Além disso, o farmaco possui meia vida plasmatica
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relativamente curta (4 a 8 horas), uma vez que é rapidamente retirado da circulagéo
e liberado continuamente do tecido adiposo devido ao seu caréater lipossoluvel
(DEROUBAIX et al., 1998; KOHLMANN & RIBEIRO, 2001; OTERO, 2007).

ApoOs a administracdo oral, o MAN distribui-se amplamente pelos tecidos,
apresentando ligagdo com as proteinas plasméticas de 99%. Em humanos sua
absorcdo oral € rapida, com concentragbes plasmaticas méaximas atingidas,
normalmente, apés 1 a 2 horas. O decaimento plasméatico € bifasico e ocorre
principalmente por via fecal (63%) e via urinaria (31%) (MORIMOTO &
MATSUMURA, 1991; IIMURA, 1993). Como outros derivados diidropiridinicos, o
MAN apresenta elevada depuragcdo e metabolismo de primeira passagem e,
portanto, uma baixa biodisponibilidade sistémica (CSABAI et al., 1998). Essa

extensa metabolizacdo hepatica envolve, principalmente, a aromatizacdo da porcao

diidropiridina e formacéo de seu principal metabdlito (Figura 3.4). (MORIMOTO &
MATSUMURA, 1991; STOCKIS, et al., 2003).

(b)

FIGURA 3.4. Manidipino (a) e seu principal metabolito (b) — Adaptado de
MORIMOTO & MATSUMURA, 1991; STOCKIS et al., 2003.

Destaca-se que a absorcdo gastrintestinal do farmaco aumenta sua extensao
em cerca de 50% com a presenca de alimento no trato digestivo. Essa diferenciacao
€ devido a sua elevada lipofilicidade e pode ser explicada devido a um efeito de
solubilizacdo produzida provavelmente por secrecdes biliares, de modo que sua
administracdo concomitante com alimentos é recomendada (MORIMOTO &
MATSUMURA, 1991; ROSILLON, et al.,1998).
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3.4. Associacao entre delapril e manidipino

O uso de mais de um agente anti-hipertensivo €, em geral, necessario para
atingir as metas de controle da PA na maioria dos pacientes. Essas combinac¢des
fixas podem simplificar o esquema terapéutico, favorecer a adesdo por parte do
paciente devido a administracdo de apenas uma forma farmacéutica, bem como
diminuir o custo do medicamento quando comparado com os farmacos prescritos
separadamente. Outra vantagem importante estd na capacidade de utilizar baixas
doses dos componentes e assim reduzir a possibilidade de efeitos adversos. Em
varios pacientes, no entanto, o controle pressérico pode nao ser obtido com apenas
dois farmacos associados e a combinacdo de trés ou mais componentes se faz
necessaria. Em hipertensos de alto risco, os valores estimados de PA devem ser
alcancados mais rapidamente, favorecendo ainda mais a terapia combinada inicial e
ajuste das doses (MCCORMACK & KEATING, 2006; OTERO, 2007; GRADMAN et

al., 2010; RUILOPE, 2012).

Assim, a associacdo entre DEL e MAN, através de mecanismos de acéo
complementares, produz um efeito anti-hipertensivo sinérgico que, com uma dose
diaria, reduz a PA de modo superior aos agentes administrados isoladamente, nao
havendo interferéncia reciproca sobre parametros farmacocinéticos dos
componentes isolados, bem como de seus principais metabdlitos (BACHELI et al.,
2002; STOCKIS et al., 2003; OTERO, 2007). Além disso, 0 uso concomitante dos
farmacos pode produzir efeitos favoraveis em complicacdes decorrentes da HA, tais
como o desenvolvimento de hipertrofia ventricular esquerda, leséo renal, disfuncao
endotelial e lesdes vasculares aterosclerodticas, apresentando, ainda, resultados
satisfatorios em termos de morbidade e mortalidade quando comparados com a
combinacdo classica de diuréticos e beta-bloqueadores (DE LEEUW, 1997,
MUGELLINI et al., 2005; OTERO, 2007).

Aprovada na Italia, Alemanha, Grécia, Austria, Espanha e liberada para uso
clinico no Brasil pela ANVISA, em 2006, a associacdo dos farmacos, sob o nome
comercial de Hipertil®, é indicada para o tratamento da HA essencial e quando for
necesséaria uma reducao adicional da PA, em comparacdo com o uso de inibidores
da ECA ou blogueadores dos canais de célcio como monoterapia, além de ser

considerada uma excelente alternativa no tratamento da hipertensdo associada a
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diabetes mellitus. Entretanto, é contra-indicado, principalmente, a pessoas com
hipersensibilidade aos farmacos e pacientes com insuficiéncia hepatica e renal grave
(FOGARI, 2007; MCCORMACK & KEATING, 2006). A dosagem recomendada usual
do comprimido é de 30 mg para o DEL e 10 mg para o MAN, devendo ser

administrada com um pouco de agua, pela manha e apds o desjejum.

3.5. Literatura analitica envolvendo delapril e man idipino

O crescente desenvolvimento de novos farmacos e novas formulacfes pela
industria farmacéutica faz com que a preocupacdo com a qualidade e a seguranca
desses produtos aumente na mesma propor¢do, tornando-se imprescindivel a
realizacdo de ensaios de controle de qualidade em todas as fases do processo.
Entretanto, mesmo tratando-se de farmacos com um consideravel periodo de
mercado, ndo foram encontrados registros na literatura cientifica pesquisada em
relacdo a caracterizacdo do estado sélido e avaliagdo da qualidade de matérias-
primas dos mesmos. Além disso, poucas sdo as referéncias descrevendo métodos
qualitativos e quantitativos para avaliacdo simultanea de DEL e MAN em

comprimido.

Estudos realizados recentemente por nosso grupo de pesquisa foram
desenvolvidos objetivando a determinacédo simultanea de DEL e MAN em produtos
farmacéuticos utilizando a cromatografia liquida (CL) e a eletroforese capilar (EC).
As andlises por CL foram executadas utilizando coluna Cg (250 mm x 4,6 mm),
mantida a 35 °C. A fase mdvel foi constituida por acetonitrila e solucdo de
trietilamina 0,3%, pH 3,0 (55:45; v/v), eluida na vazéo de 1,2 mL/min. A deteccao foi
realizada a 220 nm utilizando o detector de arranjo de diodos e o volume de injecao
foi de 20 pL (TODESCHINI et al., 2012). Por outro lado, as analises por EC,
utiizando modo de separacdo por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC),
foram executadas utilizado capilar de silica fundida de 72 cm de comprimento
efetivo, mantido a 35 C, com solucgé&o eletrolitica comp osta de tampé&o borato 50 mM
e dodecil sulfato de sodio (SDS) 5 mM, pH 9,0. Voltagem de 25 kV foi aplicada e a
injecdo foi de 50 mbar durante 5 s, com deteccdo a 208 nm. O acido salicilico foi

usado como padrao interno (TODESCHINI et al., in press).
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Foram encontrados, também, alguns estudos para andlise apenas do MAN

em matéria-prima e em produtos farmacéuticos na literatura pesquisada.

Neste sentido, DE LAURENTIS e colaboradores (2001) desenvolveram um
meétodo por espectrofotometria baseada na complexacdo do farmaco com iodo,
apresentando bandas de absorcdo de 290 e 353 nm. O método mostrou-se exato na
faixa de 3 a 11 pg/mL e foi aplicado na avaliagdo de MAN em comprimidos.

LAKSHMI e colaboradores (2009) desenvolveram e validaram trés métodos
por espectrofotometria na regido do visivel para quantificacdo de MAN em matéria-
prima. Apos diferentes reacdes, os complexos formados foram determinados em

436, 550 e 480 nm, mostrando-se lineares na faixa de 25-125 pg/mL.

Um meétodo por cromatografia em camada delgada de alto desempenho
(HPTLC) foi desenvolvido para avaliacdo de MAN em matéria-prima. O método
utilizou deteccdo densitométrica em 230 nm, sendo sugerido para aplicacdo em
estudos de estabilidade (KARUNANIDHI et al., 2011).

SUNDARARAJAN e colaboradores (2012) desenvolveram um método por CL
para determinacdo de MAN em comprimidos. A metodologia é descrita utilizando
uma coluna Phenomenex Cis (250 x 4,6 mm) e fase mével composta por acetonitrila
e agua (80:20; v/v) com o pH 3,5. Os autores destacam os resultados adequados

para o processo de validacdo sem, no entanto, avaliar a especificidade do mesmo.

O restante das metodologias encontradas na literatura refere-se,
basicamente, a técnicas aplicadas a fluidos bioldgicos. Diversos artigos relatam a
determinacdo dos farmacos nestas matrizes por CL, utilizando diferentes detectores
e aplicados, principalmente, a estudos de farmacocinética (ONOYAMA et al., 1988;
MINAMISAWA et al., 1990; DEROUBAIX et al., 1998).

Neste sentido, para avaliacdo da farmacocinética de MAN e seu metabdlito
piridina em soro humano, um método por CL com deteccdo em 230 nm foi
desenvolvido. Os limites de deteccdo foram de 0,1 ng/mL tanto para o farmaco
guanto para o metabdlito (MIYABAYASHI et al.,1989)

Para determinacdo de MAN em soro humano foi desenvolvido um método por

CL com deteccdo eletroquimica, utilizando extragcdo em fase sélida. Como fase
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movel foi usado tampéao fosfato pH 4,5 e acetonitrila (51:49; v/v), sob uma vazao de
1,0 mL/min. A metodologia mostrou-se linear na faixa de 0,5 a 10 ng/mL,
apresentando um limite de deteccédo de 0,3 ng/mL, e foi aplicada em estudos de
farmacocinética (OHKUBO et al., 1996).

ROSILLON e colaboradores (1998) utilizaram a CL com deteccao
coulométrica para andlise do MAN e seu principal metabdlito em plasma. A
separacao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna CN Spherisorb e fase
movel composta por acetonitrila, metanol e tampéo fosfato 0,01 M, pH 5.5 (30:20:50;
v/vlv), eluida a uma vazao de 0,8 mL/min. A deteccao foi realizada por coulometria,
com linearidade na faixa de 0,2-30 ng/mL para o MAN e 0,5-10 ng/mL para o

metabdlito.

A interacdo farmacocinética entre DEL e MAN foi avaliada através da
determinacao dos niveis plasmaticos dos farmacos e seus metabdlitos utilizando CL-
EM/EM. Os resultados demonstraram n&o haver diferenga significativa nos
parametros farmacocinéticos apdés administracdo oral simultdnea e isolada dos
farmacos (STOCKIS et al., 2003). Também, através da CL-EM/EM, foi avaliada a
bioequivaléncia entre o medicamento contendo a associa¢cdo dos farmacos e o0s

medicamentos com os farmacos individualmente (STOCKIS et al., 2003).

JING e colaboradores (2007) desenvolveram um método por CL-EM/EM com
ionizacao por electrospray para determinacdo de MAN em plasma humano utilizando
felodipino como padréo interno. As amostras foram extraidas empregando n-hexano
e entdo eluidas em coluna Hypersil ODS, com fase mével composta por metanol e
acetato de amoénio contendo 0,1% de acido acético (85:15, v/v). O método
apresentou-se linear na faixa de 0,2 a 20 ng/mL e foi aplicado em estudo de

farmacocinética.

Cabe ressaltar, ainda, que o DEL encontra-se disponivel comercialmente
como enantiomero S e 0 MAN como uma mistura racémica. Neste contexto, apenas
dois métodos analiticos foram encontrados na literatura para a determinacdo

enantiosseletiva do MAN.

YAMAGUCHI e colaboradores (1992) desenvolveram um método por CL para

a determinacdo enantiomérica de MAN em soro humano. O sistema de extracao
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liquido-liquido utilizou uma mistura de hexano e éter etilico em condi¢des alcalinas.
A metodologia apresentou alta sensibilidade, com limites de deteccdo para ambos
os isbmeros de 0,2 ng/mL no soro humano, sendo adequada para os estudos de

farmacocinética.

TSUKASA e colaboradores (1999) desenvolveram um  método
enantiosseletivo por CL para determinacdo de MAN em plasma humano. A fase
movel foi composta de uma mistura de hexano, dicloroetano, metanol e acido
trifluoroacético (250:140:12:1; viviviv), eluida sob vazdo de 1 mL/min. A metodologia
empregou uma coluna Sumichiral OA-4500 e deteccdo no UV a 254 nm, sendo
sugerida para estudos de farmacocinética.

3.6. Técnicas para avaliacdo de insumos farmacéuti  cos no estado sélido

A qualidade e a confiabilidade dos resultados analiticos dependem de
diversos fatores, dos quais, os materiais utilizados como referéncia sao de extrema
relevancia. Conforme literatura especializada, as substancias quimicas de referéncia
(SQR) podem ser divididas em duas categorias: as compendiais e as n&ao-
compendiais. As SQR compendiais sdo aquelas obtidas de fontes governamentais
ou oficiais, tais como a Farmacopeia Brasileira (FB) e a Farmacopeia Americana
(USP), ndo necessitando caracterizacdo posterior. Ja& as SQR nao-compendias sédo
aguelas obtidas de fontes comerciais reconhecidas, entretanto necessitam ser
cuidadosamente avaliadas (FDA, 1997; SWARTZ e KRULL, 1998). Para tal, &
fundamental a utilizagdo de instrumentos analiticos, principalmente no que diz

respeito a verificacdo do cumprimento com especifica¢cdes de qualidade.

O fornecimento dessas especificacdes minimas, seja para produtos acabados
ou matérias-primas utilizadas na sua fabricacéo, € de competéncia legal e exclusiva
das farmacopéias, servindo, ainda, como parametro para as acdes de vigilancia
sanitaria (SOUZA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2011). Neste contexto, 0os insumos
farmacéuticos devem apresentar, além dos testes exigidos nas farmacopéias,
especificacdes internas da industria quanto a existéncia ou auséncia de
polimorfismo, tamanho de particula, presenca de impurezas, entre outros (OLIVEIRA

et al., 2011). Este rigor aumenta ainda mais na auséncia de testes oficiais.
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A caracterizagdo dos solidos farmacéuticos pode ser realizada com uma
grande variedade de técnicas analiticas, destacando-se as andlises térmicas por
termogravimetria e calorimetria diferencial exploratoria, a difracdo de raios X, a
reflexdo difusa no infravermelho com transformada de Fourier, a espectroscopia
Raman e a microscopia eletrénica de varredura. Uma vez que ndo ha um método
anico e inquestionavel para todos os casos, a analise em conjunto dos resultados
obtidos é preconizada, permitindo, assim, uma compreensdo mais completa das
propriedades do estado solido (CHIENGA et al., 2011).

3.6.1. Termogravimetria

A termogravimetria (TG) avalia a variacdo de massa da amostra em funcédo da
temperatura ou tempo de aquecimento, utilizando um programa controlado de
temperatura. Através das curvas TG é possivel conhecer as alteracdes que o
aguecimento pode provocar na massa dos materiais e, assim, estabelecer a faixa de
temperatura em que eles adquirem composi¢ao quimica fixa e constante (MATOS et
al., 2009; FB 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Um importante artificio a ser utilizado,
principalmente quando h&a eventos térmicos ocorrendo em uma mesma faixa de
temperatura, é a termogravimetria derivada (DTG). Esta técnica expressa a primeira
derivada da variagdo de massa em relacdo ao tempo e é registrada em funcdo da
temperatura ou tempo. Como vantagem, a curva DTG apresenta as informacdes de
forma mais facilmente visualizavel, com uma melhor distincdo entre os eventos
térmicos, além da area do pico da curva DTG ser diretamente proporcional a
variacdo de massa (MATOS et al. 2009).

Tais analises estdo em crescente utilizacdo, sendo aplicadas principalmente
no controle de qualidade de medicamentos e insumos farmacéuticos, na
determinacdo de conteudos de umidade ou outros solventes, na determinacdo de
agua de cristalizacdo, nos estudos de pré-formulacdo e avaliagdo de interacao
farmaco/excipiente, no auxilio a caracterizagdo de polimorfos, na avaliacdo de
equivaléncia composicional de medicamentos, na avaliacdo da estabilidade térmica
e estudos de cinética de degradacdo (MATOS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011).
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3.6.2. Calorimetria exploratéria diferencial

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica que possibilita
avaliar os fendmenos energéticos, fisicos e/ou quimicos produzidos durante o
aguecimento ou resfriamento de uma substancia. Assim sendo, as curvas DSC sao
obtidas através da diferenca de energia entre a amostra e um material de referéncia
termicamente inerte em funcdo da temperatura e/ou tempo de aquecimento sob um
programa controlado de temperatura (MATOS et al. 2009; FB 2010; OLIVEIRA et al,
2011). Destaca-se que, dependendo do equipamento utilizado, os eventos endo e
exotérmicos podem ser visualizados em diferentes direcbes no tracado gréfico,

sendo necessaéria sua sinalizacdo no termograma (MATOS et al. 2009).

Assim como a TG/DTG, a DSC vem sendo largamente utilizada na area
farmacéutica, especialmente na caracterizacdo de matérias-primas e produtos
acabados, na avaliagdo da estabilidade térmica, nos estudos de pré-formulagéo e na
avaliacdo da interacdo farmaco/excipiente e na avaliagdo da presenga de
polimorfismo (MATOS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011). Além disso, a DSC
possui importante aplicacdo na determinagcédo do ponto e faixa de fusdo, bem como
na determinacdo da pureza de uma substancia, a qual é realizada assumindo que a
presenca de impurezas diminuira e alargard a faixa de fusdo caracteristica do
produto puro. Entretanto, o método ndo € indicado para produtos que sofrem
decomposicdo térmica durante o processo de fusdo (FORD & TINMINS, 1989;
MATOS et al., 2009; FB 2010).

3.6.3. Difracéo de raios X de po

A difracdo de raios-X de po (XRPD) € uma técnica amplamente utilizada na
area farmacéutica para obtencéo de informacdes sobre as caracteristicas cristalinas
de solidos em geral, tendo fundamental importancia, entre outras aplicacdes, na
deteccdo e quantificagcdo de transformacdes polimorficas e do estado cristalino de
substancias. E considerada a técnica mais importante e robusta para diferenciacéo
de formas polimérficas de uma mesma substancia, podendo também, ser utilizada

na avaliacdo da estabilidade de farmacos, através da avaliacdo de seu grau de

25



cristalinidade no decorrer do tempo e em funcédo do estresse aplicado a0 mesmo
(BRYN et al., 1995; CHIENGA et al., 2011)

E uma técnica baseada na propriedade intrinseca dos cristais em desviar, em
angulos especificos, a direcdo dos raios-X emitidos sobre ele. Através de um grafico
da intensidade versus esse angulo de difracdo (28), considerado uma impressao
digital da estrutura cristalina, pode-se avaliar a semelhanca cristalografica das
amostras em comparacdo com padroes (NEWMAN & STAHLY, 2002). Dessa forma,
diferencas no padrdo de difracdo podem evidenciar a presenca de um polimorfo ou
uma alteracdo na estrutura do cristal, tal como a introducdo de uma ligeira
perturbacdo ou mudanca de parametros de rede (CHIENGA et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2011).

3.6.4. Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho (IV) continua sendo uma das técnicas mais
importantes na andlise de farmacos, podendo ser aplicada a uma grande variedade
de substancias. O principio da técnica esta relacionado a medida da quantidade de
radiacdo IV que é absorvida por uma amostra em funcdo do comprimento de onda.
Uma vez que as baixas energias da radiagcéo IV ndo sdo suficientes para promover
transicOes eletronicas, a absorcédo resulta em modificagdes na energia vibracional da
molécula (espectroscopia vibracional) (FIFIELD & KEALY, 1995; SABIN et al., 2004
BUNACIU et al., 2010). Dessa forma, a interpretacdo das bandas de absorcdo do
espectro IV possibilitam a observacdo de grupamentos funcionais caracteristicos do
composto em andlise, auxiliando na identificacdo e na caracterizagdo do mesmo
(PAVIA et al., 2001; BUNACIU et al., 2010).

Com a evolucéo instrumental e de softwares, variagdes dos equipamentos 1V,
tal como a reflexdo difusa com transformada de Fourier (DRIFTS) foram
desenvolvidas. Nesta, a radiacdo entra em contato com a amostra e é dispersa por
interacdo com as particulas. Uma fracdo dessa luz é refletida pela amostra e
registrada pelo detector, permitindo o calculo da intensidade da radiacdo absorvida
(SABIN et al.,, 2004; BUNACIU et al., 2010). Esta metodologia é constantemente

utilizada na andlise de solidos farmacéuticos, pois 0s materiais ndo sdo submetidos
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a energia térmica ou mecanica durante a preparacdo da amostra, minimizando
transformacdes no estado sélido. Além disso, permite avaliar interacbes intra e
intermolecular, bem como fornecer informacdes estruturais (STEPHENSON et al.,
2001; CHIENGA et al., 2011).

3.6.5. Espectroscopia Raman

Enquanto o IV é baseado na absorcéo da luz, a espectroscopia Raman (RS)
baseia-se na sua dispersdo. Apos irradiacdo da amostra, a maior parte da luz é
espalhada para o mesmo numero de onda. Contudo, parte da luz pode ser dispersa
em numeros de onda ligeiramente mais elevados ou mais baixos. A RS é capaz de
detectar essa diferenga entre os numeros de onda da radiagdo incidente e da
radiacdo dispersa, a qual corresponde a transicbes de energia vibracional
(NEWMAN & STAHLY, 2002; STRACHAN et al., 2007). O espectro resultante
normalmente é expresso como nimeros de onda (cm™) e intensidade da radiacdo
espalhada (DE BEERA et al., 2011).

A técnica possui varios aspectos praticos que a tornam atraente na analise de
sélidos farmacéuticos. Além de ser rapida e nao-destrutiva, as amostras s&o
analisadas diretamente e em pequenas quantidades, eliminando a necessidade de
procedimentos de preparacdo de amostra que podem induzir alteragcdes na forma
sélida (NEWMAN & STAHLY, 2002; STRACHAN et al., 2007). Além disso, €
considerada uma ferramenta importante para deteccéo de polimorfos e para analises
quantitativas, devido a menor largura das bandas de leitura quando comparada a IV
(STEPHENSON et al., 2001; CHIENGA et al., 2011).

3.6.6. Microscopia eletronica de varredura

Métodos de analise microscOpicos como a microscopia eletronica de
varredura (SEM) possibilitam a avaliagcdo qualitativa de farmacos, principalmente no
que diz respeito aos aspectos de superficie dos mesmos (DUARTE et al., 2003).
Para tal, um feixe de elétrons, produzido por aquecimento de um filamento de
tungsténio, incide sobre a superficie da amostra. Posteriormente, tanto os elétrons

refletidos quanto os elétrons secundarios emitidos sdo detectados, gerando a
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imagem desta superficie, podendo ser visualizadas em diversas ampliagbes
(SMART & MOORE, 2005).

Seu uso vem se tornando frequente, pois fornece informacgdes importantes do
estado de cristalizacdo dos materiais, aléem de ser uma técnica extremamente Uutil
para observacdo da homogeneidade da amostra e determinagdo do tamanho e
forma das particulas, bem como na verificacdo de defeitos e distribuicdo de
elementos na superficie (DUARTE et al., 2003; L SMART & MOORE, 2005).

3.7. Métodos analiticos para avaliacdo quantitativ  a de farmacos

Além da avaliagdo das propriedades dos solidos farmacéuticos conforme
abordado anteriormente, a utilizagdo de métodos analiticos é também imprescindivel
nas analises qualitativas de identificacdo de farmacos nos produtos acabados, bem
como nas avaliagdes quantitativas para doseamento e dissolucdo de medicamentos.
Neste sentido, diversas sdo as metodologias analiticas disponiveis para a andlise
farmacéutica, tais como, técnicas cromatograficas, eletroforéticas e espectrais,
empregadas conforme a andlise requerida (GOROG, 2007). Contudo, a escolha e o
desenvolvimento de um método dependem de varios fatores, tais como: a exatidao
requerida, complexidade, pureza e quantidade da amostra. Além disso, o custo total
da andlise, a disponibilidade de reagentes e equipamentos, a capacidade de
aplicacdo em estudos de estabilidade e a concordancia com requerimentos legais
também devem ser considerados (RIBANI et al., 2004; GOROG, 2007).

3.7.1. Cromatografia liquida

A CL é uma técnica fisico-quimica separativa na qual as diferentes afinidades
e interacdes entre a fase movel e a fase estacionaria determinam a migracao
diferencial dos componentes de uma mistura (FB, 2010). A diferenca na intensidade
da retencéo dos solutos na coluna determina a resolugcdo dos mesmos (SKOOG et
al., 2004; DONG, 2006). Os principais mecanismos de separacao utilizados na CL
incluem: cromatografia em fase normal, que é baseada na adsor¢ao/dessor¢cdo do
analito na fase estacionaria polar; cromatografia em fase reversa, cuja separacéo €

baseada no coeficiente de particdo entre uma fase moével polar e uma fase
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estacionaria apolar; cromatografia por troca ibnica que € baseada na presenca de
grupamentos idnicos na fase estacionaria, sendo que estes podem ser trocadores de
cations ou de anions e cromatografia por exclusdo, cuja separacdo € baseada no

tamanho das moléculas dos componentes da amostra (DONG, 2006).

Diversas sao as aplicagoes da CL, sendo considerada uma ferramenta bem
estabelecida no controle de processo e na analise de matéria-prima e produto
acabado (RAO & NAGARAJU, 2003). Além de ser uma técnica amplamente
difundida no meio académico e industria farmacéutica, sua utilizacdo na avaliacdo
de farmacos é preconizada pela maioria dos cédigos oficiais, principalmente em
funcdo de vantagens como precisao, exatidao, seletividade, operagcdo automatizada

e aplicabilidade a diversos tipos de matrizes.

Devido a possibilidade de variacdo dos mecanismos de separacao através da
escolha da coluna e composicdo da fase mével, a CL torna-se uma técnica
extremamente Util, podendo ser utilizada nos mais diferentes estudos farmacéuticos,
como estudos pré-clinicos e clinicos, estudos de estabilidade, avaliacdo de
impurezas e produtos de degradacdo (BAKSHI & SINGH, 2002; ICH, 2003;
ALSANTE et al., 2007). Além disso, o0 seu constante aprimoramento, principalmente
em relacdo as inovagbes em colunas, sistemas de bombeamento, softwares de
tratamento de dados e controle de sistema, bem como o acoplamento a diferentes
técnicas de deteccdo demonstram sua grande versatilidade e aplicabilidade na area
farmacéutica (WATSON, 2005; DONG, 2006).

3.7.2. Cromatografia liquida acoplada a espectromet  ria de massas

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica microanalitica utilizada para
obter informacéo do peso molecular e de caracteristicas estruturais das substancias
em analise. Basicamente, o equipamento é composto por uma fonte de ionizagéo, os
analisadores de massa e o detector, de modo que apds o processo de ionizagdo, 0s
ions resultantes sdo separados de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z) e
detectados  qualitativamente  e/ou  quantitativamente por uma célula
fotomultiplicadora (ARDREY, 2003; FB, 2010).
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Uma importante etapa nas analises por EM € a introdugdo da amostra no
sistema. Normalmente a amostra é dissolvida em mistura de agua e solvente
organico, como metanol ou acetonitrila, podendo ser infundida diretamente no
equipamento ou injetada em fluxo continuo, ou seja, contida no eluente e separada
por coluna cromatogréafica (NIESSEN, 2003). O desenvolvimento de interfaces de
conexdo entre a CL e a EM, além de permitir o adequado acoplamento das técnicas,
€ responsavel pela transferéncia dos analitos da fase aguosa para a fase gasosa
sob fluxo reduzido e, principalmente, a ionizacdo das moléculas (NIESSEN, 1999;
ARDREY, 2003; LEE, 2005).

Atualmente existem varios tipos de fontes de ionizacdo que podem ser
utilizadas como interface entre os dois equipamentos. Entretanto, as técnicas de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI) e a ionizacao por electrospray (ESI)
continuam sendo as técnicas mais utilizadas na analise de farmacos, podendo, esta
altima, ser utilizada no modo positivo (ES+) ou negativo (ES-). Para tal, promove-se
a adicao ou subtracdo de um elétron ao composto (DOOLEY, 2003; KORFMACHER,
2005).

Dessa forma, a CL acoplada a EM (CL-EM) tornou-se uma valiosa ferramenta
analitica, uma vez que combina o potencial de separacdo da CL com a seletividade,
sensibilidade e a capacidade de analise molecular da EM (NIESSEN, 1999;
ARDREY, 2003). Diversos sao os tipos de EM disponiveis para acoplamento com a
CL. Dentre os mais utilizados estdo os do tipo quadrupolo, podendo ser configurado
com um ou dois analisadores de massas (tandem) (FB, 2010). A CL-EM sequencial
ou CL-EM/EM envolve dois ou mais estagios de selecdo de massas, a fim de
examinar seletivamente a fragmentacdo dos ions. Dessa forma, esta técnica
analitica torna-se ainda mais seletiva, rapida e sensivel. Misturas complexas com
substancias de estruturas quimicas semelhantes sdo facilmente identificadas
utilizando esta técnica, o que a torna o método de escolha na analise bioanalitica de
farmacos. Nesse sentido, a CL-EM tem sido amplamente utilizada para a
determinacdo de farmacos em estudos clinicos e atualmente vem sendo usada de
modo crescente para analise de produtos farmacéuticos devido a melhor eficiéncia
na quantificacéo e reduzido tempo de analise (LEE, 2005; PEREIRA et al., 2005).

Além disso, € uma técnica com aplicabilidade nos estudos de estabilidade e na
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andlise de baixos niveis de produtos de degradacdo em formulacbes farmacéuticas
(WU, 2000; KERNS, 2006).

3.7.3. Espectrofotometria derivada

Os métodos espectrofotométricos estdo fundamentados na medida da
quantidade de radiacdo ultravioleta e/ou visivel (UV-VIS) absorvida por uma
substancia em solugcdo, sendo dependentes tanto da concentragdo quanto da
estrutura quimica da mesma (FB, 2010). Essa energia absorvida pela substancia em
analise provoca a excitacao de seus elétrons, ocorrendo uma transicdo de um orbital
de mais baixa energia para outro de maior energia e, como resultado, um espectro
de absorcdo € gerado na regido correspondente. O termo UV-Vis aplica-se a
radiagdo com um comprimento de onda na faixa de 200-800 nm (ANDERSON et al.,
2004).

Essas técnicas continuam em destaque nas analises farmacéuticas devido a
maioria dos farmacos absorverem energia nessas regifes espectrais. Mesmo
apresentando seletividade dependente do grupamento cromoforo presente, 0sS
métodos apresentam aplicabilidade na quantificacdo de farmacos em produtos
farmacéuticos, na identificacdo destes através da comparacdo do espectro de
absorcdo com uma referéncia, bem como em estudos de dissolucdo (WATSON,
2005). No entanto, a analise de farmacos em matrizes complexas ou mistura de
principios ativos torna-se praticamente inviavel devido a sobreposicdo das bandas

de absorcao.

A espectrofotometria derivada (ED) € uma técnica analitica que consiste na
diferenciacdo do espectro normal pela transformacdo matematica da curva espectral
em uma derivada (primeira ou mais derivadas), utilizando técnicas de
processamento de dados. Nela, os maximos de absor¢cdo do espectro original
correspondem a zero no espectro derivado. Dessa forma, realizando-se a analise no
comprimento de onda no qual o espectro derivado dos demais componentes for zero
(ponto de anulacdo), a medida serd proporcional somente a concentragcdo do
composto de interesse (KARPINSKA, 2004; ROJAS & OJEDA, 2009).
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Devido a diferenciacdo das bandas espectrais sobrepostas e melhor deteccao
de tracos espectrais, a ED apresenta maior seletividade que a espectrofotometria
direta (OJEDA & ROJAS, 2004). Além disso, permite tornar as bandas mais finas,
individualizando melhor os constituintes da mistura e eliminando a interferéncia de
produtos indesejaveis, como excipientes e, em alguns casos, até produtos de
degradacédo (PASCHOAL et al., 2003).

3.8. Estudos de estabilidade

Os medicamentos devem manter suas caracteristicas de identidade, eficacia,
poténcia, pureza e seguranca desde sua producdo e periodo em que se encontram
no mercado até o momento de seu uso pelos consumidores (NUDELMAN, 1975;
USP 35, 2012). Neste sentido, os estudos de estabilidade, além de um requisito para
0 registro sanitario de produtos farmacéuticos, buscam evidéncias de como a
qualidade de um farmaco varia com o passar do tempo, objetivado o
estabelecimento de um prazo de validade, bem como recomendacbes das
condicbes de estocagem e armazenamento dos produtos (ICH, 2003; BRASIL,
2005).

A estabilidade pode ser definida, portanto, como o tempo durante o qual uma
determinada especialidade farmacéutica ou mesmo uma matéria-prima considerada
isoladamente, em um material de acondicionamento especifico, mantém, dentro dos
limites especificados, as mesmas condi¢bes fisicas, quimicas, microbiolégicas,
terapéuticas e toxicologicas que possuia quando da época de sua fabricagcédo
(BRASIL, 2005; O'DONNELL & BOKSER, 2006).

Ha, contudo, inimeros fatores que podem estar relacionados a instabilidade
dos farmacos. Além dos fatores extrinsecos a formulagcdo, como umidade, luz e
temperatura, os fatores quimicos como oxidacao, reducéo, hidrolise e racemizacéo
podem levar a perda do efeito terapéutico como também a formacao de produtos de
degradacgéo (CARSTENSEN & RHODES, 2000). Diante disso, a avaliagao e controle
desses contaminantes eventualmente formados sdo de suma importancia durante os
estudos de estabilidade, uma vez que podem estar relacionados com reacdes

adversas e efeitos toxicos (ICH, 2006).
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Basicamente, os estudos de estabilidade séo realizados através dos testes de
estresse, acelerados e confirmatérios. Os testes de estresse sdo projetados para
aumentar a velocidade de degradacédo de uma substancia em condicfes forcadas de
armazenamento, permitindo assim, determinar quais 0s principais fatores que
afetam a estabilidade do produto e em qual magnitude. Nesses ensaios as
condigbes forcadas aos quais os farmacos sdo submetidos sdo, usualmente, a
acida, basica, térmica, oxidativa e fotolitica. Por outro lado, os estudos de curta
duracdo ou acelerados e os de longa duracdo ou confirmatérios tem como intuito
propiciar informagdes sobre a manipulacdo, embalagem e rotulagem dos produtos,
como também verificar se as caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e
microbiolégicas do produto se mantém durante e, opcionalmente, apos prazo de
validade (NUDELMAN, 1975; CARSTENSEN & RHODES, 2000; ICH, 2003;
BRASIL, 2005).

Independentemente do tipo do teste, um requisito fundamental para o correto
acompanhamento da estabilidade de farmacos é o emprego de métodos indicativos
de estabilidade, principalmente por CL ou EC. Estes métodos devem ser
desenvolvidos utilizando as informacdes dos estudos de degradacgao forgcada como
subsidio, sendo definidos como métodos analiticos que quantificam exatamente o
farmaco sem interferéncia de produtos de degradacdo, impurezas, excipientes ou
outros componentes da formulacdo. Dessa forma, pode-se estabelecer se o farmaco
contido nas amostras permanece inalterado, ou parcial alterado, quando estas forem
conservadas em condi¢cdes adequadas (CARSTENSEN & RHODES, 2000; BAKSHI
& SINGH, 2002; ICH, 2003; ICH, 2006; ALSANTE et al., 2007).

Outra importante aplicacdo destas metodologias é na determinacdo da
cinética de degradacdo de farmacos. Tal avaliacdo é fundamental para os estudos
de estabilidade, uma vez que permite propor mecanismos para as reacdes de
degradacgédo e estabelecer condicbes para acelerar ou diminuir a velocidade das
reacoes (NUDELMAN, 1975; CARSTENSEN & RHODES, 2000). No entanto, para
definir a ordem e a velocidade de reacdo sdo necessarios estudos de cinética
quimica, sendo as reac¢les classificadas, basicamente, em reacdes de ordem zero,
primeira ordem ou segunda ordem (LACHMAN et al., 2001). A reacdo de ordem zero

ocorre quando a velocidade de reacdo é independente da concentracdo da
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substancia ativa. Nesse caso, um grafico de concentracdo (c) em funcdo do tempo
(t) da origem a uma reta, cuja inclinacdo corresponde a constante de velocidade da
reacao (k). Quando a velocidade da reac&o depende da concentracdo do reagente,
a reacdo segue cinética de primeira ordem, obtendo-se uma reta com a
representacdo do logaritmo da concentracdo (log c¢) em funcdo do tempo (t). A
cinética de segunda ordem ocorre quando a velocidade de reacdo depende da
concentracdo de dois reagentes, ou a segunda poténcia da concentracdo de um
deles. Para esse tipo de reacéo, a representacao do inverso da concentracdo (1/C)
em funcdo do tempo (t) fornece uma reta (NUDELMAN, 1975; LACHMAN et al.,
2001). A partir da determinacéo da ordem e velocidade de reacgdo, torna-se possivel
a obtencédo de outros dados caracteristicos de estudos de estabilidade, tais como, o
t12 € 0 tgou, que representam os tempos em que a concentracdo do farmaco atinge
50% e 90% da concentracdo inicial, respectivamente (NUDELMAN, 1975;
CARSTENSEN & RHODES, 2000).

Além dos estudos preliminares de estabilidade realizados por nosso grupo de
pesquisa durante a avaliacdo da especificidade e otimizacdo dos métodos ja citados
por CL e EC, poucos sdo os registros disponiveis. Em relacdo a estabilidade do
DEL, ndo foram observadas referéncias na literatura pesquisada. Entretanto, foram
encontrados relatos sobre a instabilidade do MAN quando exposto a luz (RAGNO et
al., 2003; IOELE et al., 2009; MIELCAREK et al., 2009; MIELCAREK et al., 2010).
Neste contexto, MIELCAREK e colaboradores (2005) estudaram a sucetibilidade do
MAN frente a condicao fotolitica e os resultados permitiram identificar os produtos de

degradacéo nitrofenilpiridina e derivado nitrosofenilpiridina.

3.9. Ensaio de dissolucéo

O processo de dissolucéo pode ser definido como o fenbmeno em que um
farmaco no estado solido se libera de sua forma farmacéutica e entra em solucéo,
tornando-se disponivel para ser absorvido pelo organismo. A solubilizagdo nos
liquidos do trato gastrintestinal €, portanto, um parametro fundamental para que
estes sejam capazes de transpor membranas biologicas e exercer seus efeitos
terapéuticos (AMIDON et al., 1995; KASIM et al., 2003). Entretanto, existem

inUmeras varidveis que podem alterar a dissolugdo de uma forma farmacéutica e,
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consequentemente, a biodisponibilidade do farmaco. Fatores relacionados ao
paciente, tais como fisiologia da membrana, fluxo sanglineo e pH do trato
gastrintestinal, bem como fatores relacionados ao farmaco e a formulacdo, como
solubilidade e natureza quimica do farmaco, polimorfismo, coeficiente de particéo,
tamanho de particula, entre outros, tornam o processo de absor¢cdo complexo e
variavel (SHARGEL et al., 2005).

Diante disso, o estudo de dissolucao é ferramenta imprescindivel na industria
farmacéutica, pois permite assegurar a qualidade lote a lote do produto, orientar o
desenvolvimento de formula¢cdes e monitorar o desempenho de alguns processos de
fabricacdo. Estes testes s&o requisitos fundamentais na obtencdo de registro para
comercializacdo de diversos medicamentos, além de serem capazes de indicar
potenciais problemas de biodisponibilidade e, em alguns casos, substituir um estudo
de bioequivaléncia (FDA, 1997; BRASIL, 2002).

Um procedimento de dissolucdo bem delineado pode também fornecer
informacdes a respeito da caracteristica biofarmacéutica do produto, avaliando a
capacidade da forma farmacéutica de liberar o farmaco e simultaneamente indicar
como este ird se comportar in vivo. Seria desejavel, portanto, o desenvolvimento de
ensaios cujas condicbes sejam biorrelevantes e que as fracdes dissolvidas do
farmaco se assemelhem com a fracdo absorvida do mesmo no organismo (FDA,
1997; DRESSMAN & LENNERNAS, 2000). Tal situacdo é dependente da
solubilidade e da permeabilidade gastrintestinal dos farmacos. Para avaliacdo dos
farmacos, pode-se considerar o sistema de classificagdo biofarmacéutica (AMIDON
et al.,, 1995), no qual as substancias ativas farmacéuticas séo classificadas em

diferentes categorias (Tabela 3.2).

TABELA 3.2. Classificacao biofarmacéutica de farmacos.

Classe Solubilidade Permeabilidade
I Alta Alta

I Baixa Alta

1 Alta Baixa

\Y, Baixa Baixa

Fonte: AMIDON et al., 1995;
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A correlacdo in vivo/in vitro (CIVIV) tem suas chances aumentadas quando a
dissolucéo for a etapa limitante da absor¢céo do farmaco ap6s administragéo oral, ou
seja, para aqueles com baixa solubilidade. Por essa razéo, se o farmaco é altamente
permeavel e a dissolucéo for realmente a etapa limitante da absorcéao (Classe Il), é
muito provavel o desenvolvimento de uma CIVIV (AMIDON et al., 1995; FDA, 1997).

Os ensaios de dissolugéo in vitro possuem um papel de destaque dentre os
diferentes testes de controle de qualidade requeridos para os medicamentos. No
entanto, ndo foram encontradas condicdes descritas para a avaliacdo da dissolucdo
de comprimidos contendo DEL e MAN na literatura pesquisada até o momento. Além
disso, mesmo os farmacos possuindo baixa solubilidade em agua, conforme visto

anteriormente, apenas a classificacao biofarmacéutica do MAN foi encontrada.

3.10. Validacdo de métodos analiticos

Validagdo é o ato documentado atestando que qualquer procedimento,
processo, equipamento, material, atividade ou sistema realmente conduz aos
resultados esperados (BRASIL, 2010). Para métodos analiticos, € um processo
constante e dinamico que inicia no planejamento da estratégia analitica e continua
nas fases de selecdo, desenvolvimento e otimizagdo das condigbes metodologicas,
bem como na qualificagdo dos instrumentos, materiais e pessoal envolvidos (RIBANI
et al., 2004; SHABIR et al., 2007). Um processo de validacdo bem definido e
documentado fornece evidéncias de que o método atende as exigéncias das
aplicacbes analiticas, assegurando a reprodutibilidade e a confiabilidade dos
resultados obtidos (BRASIL, 2003; ERMER & MILLER, 2005; ICH, 2005; ROZET et
al., 2007).

Os parametros a serem avaliados durante a validacdo de um método analitico
incluem, fundamentalmente, a especificidade, linearidade, precisédo, exatidao, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez. Além disso, tratando-se de métodos
cromatograficos e eletroforéticos, a adequabilidade do sistema também deve ser
observada. No caso de métodos bioanaliticos, devem-se incluir também parametros
de efeitos de matriz, recuperacéo e estabilidade do farmaco na matriz bioldgica apés
ciclos de congelamento (BRASIL, 2003; ICH, 2005, BRASIL 2012).
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De acordo com a legislagdo brasileira vigente, os métodos analiticos séo
classificados em diferentes categorias (Tabela 3.3) e, para cada uma delas,

diferentes parametros analiticos sao preconizados.

TABELA 3.3. Classificacdo dos testes analiticos, segundo sua finalidade:

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinagcédo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias—primas;
Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de
impurezas e produtos de degradagcdo em produtos
farmacéuticos e matérias-primas;

1] Testes de desempenho;

\Y Testes de identificacao.

Fonte: BRASIL, 2003.

Entretanto, quanto a definicdo e execucdo de tais parametros de validacao,
tanto a ANVISA (2003), quanto o ICH (2005) e a USP (2012) reconhecem que néo
h& necessidade de todos serem avaliados. Sendo assim, fica sob responsabilidade
do analista definir quais parametros observar, visto que o tipo de método e a sua
finalidade €& que irdo determinar o desenvolvimento do processo (SWARTZ &
KRULL, 1998; ERMER, 2001; ERMER & MILLER, 2005).

A especificidade corresponde a capacidade do método analisar o composto
de interesse mesmo na presenca de outros componentes, tais como impurezas,
produtos de degradagdo, componentes da matriz, excipientes ou mesmo outras
substancias ativas. Dependendo da metodologia analitica empregada, ela pode ser
determinada pela comparacdo de substancias de referéncia com amostras
contaminadas, amostras de excipientes e de amostras armazenadas sob condi¢des
de estresse (por exemplo, luz, calor, umidade, hidrélise acido-basica e oxidagéo). A
linearidade de uma metodologia analitica pode ser definida como a habilidade de se
obter medidas que s&o diretamente proporcionais a concentracdo de um analito
dentro de uma determinada faixa de concentragdo. Recomenda-se que sua

determinacdo seja realizada através de um minimo de cinco concentracdes
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diferentes e os resultados analisados por métodos estatisticos apropriados. A
precisdo é a avaliacdo da conformidade dos resultados individuais que foram obtidos
para uma série de analises de uma mesma amostra, em idénticas condi¢cdes de
ensaio. Este parametro pode ser avaliado através da repetibilidade (precisédo
intradia), da precisdo intermediaria (precisdo interdias) e da reprodutibilidade. A
repetibilidade compreende a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. Na precisao
intermediaria avalia-se a concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio,
mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes. A reprodutibilidade se refere ao uso do procedimento analitico em
diferentes laboratorios, como parte de estudo colaborativo. A precisdo normalmente
€ expressa através do coeficiente de variacdo percentual (CV%) ou desvio padrao
relativo (DPR). Ja a exatiddo da metodologia analitica descreve a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (tedrico).
Sua avaliacdo pode ser realizada através da adicdo de padrdo (substancia de
referéncia) a solucdo do medicamento (amostra com analito), bem como através da
adicdo de quantidade conhecida da substancia sob analise em meio preparado com
excipientes da formulacdo. O ensaio € normalmente realizado em trés diferentes
concentracbes, todos dentro da faixa de linearidade. O limite de deteccao
corresponde a menor concentracdo do analito que pode ser detectado, porém néao
necessariamente quantificado. Por sua vez, o limite de quantificacdo representa a
concentracdo mais baixa do analito que pode ser determinada com precisdo e
exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais especificadas. Ambos podendo
ser calculados em funcdo das curvas analiticas ou através da razdo sinal/ruido
obtidos experimentalmente. A robustez de um método analitico é avaliada pela sua
resisténcia a pequenas e deliberadas modificagdes nas condicbes experimentais,
como por exemplo, mudanca de pH e proporcdo de fase movel, temperatura de
analise, entre outros (BRASIL, 2003; SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004 ICH, 2005;
USP 35, 2012).

Além dos ensaios usuais, a robustez pode ser avaliada através da realizacdo
de estudos fatoriais, como por exemplo, o desenho experimental de Plackett-Burman
(HEYDEN et al., 2001). A utilizagcdo dessas abordagens estatisticas aumentou

consideravelmente nos ultimos anos, coincidindo com a evolugdo dos computadores
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e a disponibilizacdo de softwares e aplicativos estatisticos (MONTGOMERY, 2001).
A possibilidade de variacdo de um numero relativamente grande de fatores em um
namero relativamente pequeno de experimentos torna este tipo de procedimento
atrativo, pois conduz a diminuicdo do custo e tempo total de analise. Além disso, os
estudos fatoriais permitem uma completa avaliacdo estatistica dos valores obtidos,
com diversos tipos de graficos e, quando aplicados principalmente na otimizacao e
na robustez de um método analitico, possuem vantagens em relacdo a metodologia
classica, que apresenta uma estatistica limitada, baseada na interpretacdo e
experiéncia do analista (HEYDEN et al.,, 2001; DEJAEGHER & HEYDEN, 2011;
VOGT & KORD, 2011).

Outra atribuicdo de destaque e que, quando aplicavel, devera ser avaliada
durante o processo de validacéo, € a capacidade de um método analitico separar,
detectar e quantificar impurezas, bem como sua aplicabilidade no monitoramento de
possiveis produtos de degradacdo em estudos de estabilidade e avaliagdo da
liberacdo de farmacos em estudos de dissolucdo (RAO & NAGARAJU, 2003; ICH,
2006).

Objetivando uma melhor apresentacdo e compreensdo dos resultados
obtidos, o presente trabalho foi dividido em partes experimentais, sendo: PARTE 1 —
referente aos meétodos analiticos aplicados a avaliacdo de diferentes matérias-
primas de DEL e MAN; PARTE 2 — referente a determinacéo quantitativa de DEL e
MAN por CL-EM/EM; PARTE 3 — referente & avaliagdo dos produtos de degradacéo
de DEL e MAN por CL-UV e CL-EM, cinética de degradacdo e estudo de
citotoxicidade; PARTE 4 — referente a determinacao quantitativa de DEL e MAN por
ED-1; PARTE 5 — referente a avaliacdo da dissolucdo dos comprimidos contendo
DEL e MAN.
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4. PARTE 1 - METODOS ANALITICOS APLICADOS A AVALIAC AO DE
DIFERENTES MATERIAS-PRIMAS DE DELAPRIL E MANIDIPINO







4.1. Introducgao

O departamento de garantia da qualidade na industria farmacéutica tem o
compromisso de manter, entre outros, programas de qualificacdo de fornecedores
de matérias-primas, de validacdo de processos, assim como, de monitoramento da
estabilidade de farmacos. Estes programas, além de necessarios ao atendimento
das boas praticas de fabricacdo, s@o criticos para o processo de producdo de
medicamentos, envolvendo um elevado custo, qualificagcdo de pessoal, bem como
metodologias adequadas (NASCIMENTO et al., 2010).

Uma vez que variagcdes nas propriedades fisico-quimicas dos farmacos
podem impactar diretamente na atividade terapéutica e na tecnologia industrial, a
avaliacdo dos insumos farmacéuticos é requisito essencial para o desenvolvimento
de formas farmacéuticas solidas, bem como para garantir a qualidade entre lotes de
producdo (GANDHI et al., 2002; TOMASSETTI et al., 2005). Para tal, varias sdo as
técnicas analiticas disponiveis para a avaliacdo de farmacos em suas formas
farmacéuticas, bem como em matérias-primas provenientes de diferentes
fornecedores, e a utilizacdo em conjunto das mesmas permite uma compreensao
das propriedades de estado soélido de forma mais abrangente, além possibilitar a
identificacdo de parametros criticos a serem observados para garantir a aquisicéo de
um insumo com qualidade (CHIENGA et al., 2011).

Os estudos relativos a caracterizacdo de diferentes amostras de matérias-
primas de DEL e MAN, bem como a avaliagdo da sua qualidade, utilizando
termogravimetria, calorimetria diferencial de varredura, difracdo de raios X, reflexéo
difusa no infravermelho com transformada de Fourier, espectroscopia Raman e
microscopia eletrbnica de varredura serdo apresentados no formato de artigo
cientifico (ARTIGO CIENTIFICO 4.2.) e sua redacdo foi disposta nas normas e

formatos da revista a qual foi submetido.
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4.2.1. RESUMO

O presente estudo descreve a avaliacdo e caracterizacdo do estado solido de
diferentes matérias-primas do delapril (DEL) e do manidipino (MAN) através de
diversas técnicas analiticas. Os materiais do DEL (D1 e D2) e do MAN (M1 e M2)
foram obtidos de diferentes fornecedores e submetidos a calorimetria diferencial
exploratoria (DSC), termogravimetria (TG), difracdo de raios X de p6é (XRPD),
reflexdo difusa no infravermelno com transformada de Fourier (DRIFT),
espectroscopia Raman (RS) e microscopia eletrénica de varredura (SEM). Para o
DEL, as analises por TG/DTG demonstraram trés eventos de perda de massa entre
140 e 402 <C. VariagOes nas curvas DSC foram verificadas, com pontos de fuséo de
182,8 € para D1 e 170,1° C para D2. Além disso, resul tados diferentes também
foram observados por RS e SEM para este material. Entretanto, quando analisado
por cromatografia liquida (CL), um pico adicional foi detectado, demonstrando que
as alteragcOes observadas podem estar relacionadas com uma impureza presente no
material D2 e ndo a um possivel polimorfismo (como confirmado por XRPD). Por
outro lado, na avaliacdo do MAN, todos os resultados foram semelhantes, indicando
que ndo héa diferenca significativa entre as amostras M1 e M2. E importante
destacar, portanto, que além da avaliacdo do estado solido, as técnicas analiticas
utilizadas neste estudo também podem ser utilizadas para o controle de qualidade,

estudos de estabilidade e qualificacdo de fornecedores de matérias-primas.

Palavras-chave: Caracterizacdo do estado sodlido; delapril; manidipino; matérias-

primas; técnicas analiticas.
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5. PARTE 2 — DETERMINACAO QUANTITATIVA DE DELAPRIL E
MANIDIPINO POR CL-EM/EM







5.1. Introducgao

Caracteristicas como inigualavel sensibilidade, velocidade de desempenho e
aquisicao dos resultados e diversidade de aplicacdes elevaram a EM a uma posicao
de destague entre os métodos de analise. Sua versatilidade e potencial analitico
aumentam ainda mais quando combinada a CL, associando capacidade de
separacdo, seletividade e possibilidade de andlise molecular (NIESSEN, 1999;
ARDREY, 2003).

Mesmo com um alto custo de aquisicAo e manutencdo do instrumento,
necessidade de uma estrutura laboratorial bem equipada e também de operadores
qualificados, a CL-EM vem sendo utilizada de modo crescente para analise de
produtos farmacéuticos, pois oferece rapidez e eficiéncia na quantificacdo, além de
permitir, com alta seletividade, a avaliacdo de compostos que porventura possam
nao estar totalmente resolvidos cromatograficamente (NIESSEN, 2003; LEE, 2005).
Além disso, a aplicacdo em estudos de estabilidade e possibilidade de identificacédo
de produtos de degradagdo sao vantagens a serem consideradas (BAKSHI &
SINGH, 2002).

O meétodo desenvolvido e validado por CL-EM/EM para determinacao
simultdnea de DEL e MAN em sua associacdo farmacéutica serd apresentado no
formato de artigo cientifico (ARTIGO CIENTIFICO 5.2.) e sua redac&o foi disposta

nas normas e formatos da revista na qual foi publicado.
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DELAPRIL AND MANIDIPINE MEASUREMENTS BY LIQUID
CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS SPECTROMETRY IN PHARMACE UTICAL
FORMULATION

Vitor Todeschini®, Maximiliano da Silva Sangoi' and Nadia Maria Volpato®

'Post graduation in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Rio Grande do Sul,
Porto Alegre-RS, Brazil

5.2.1. RESUMO

Para a analise simultanea de delapril (DEL) e manidipino (MAN) em sua forma
farmacéutica combinada foi desenvolvido e validado um método simples, especifico,
rapido e sensivel por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CL-EM/EM), utilizando fesoterodina como padrdo interno (Pl). As
analises cromatogréficas foram realizadas utilizando-se uma coluna Luna C8 (50 x
3,0 mm d.i., 3 um) mantida a 45<C. A fase mével foi composta por metanol e acetato
de amoénio 10 mM (90:10, v/v) eluida sob uma vazéo de 0,25 mL/min. O volume de
injecdo foi de 10 pL de solucdes contendo 450 ng/mL de DEL, 150 ng/mL de MAN e
300 ng/mL de PI. O espectrometro de massas utilizou a ionizagao por Electrospray
positivo (ESI+), sendo configurado no modo de monitoramento de multiplas reagfes
(MRM). As transicbes avaliadas foram: m/z 453,1>234,1 para o DEL, m/z
611,1>167,0 para 0 MAN e m/z 412,2>223,0 para a Pl. O tempo total de andlise foi
de 3 min e o meétodo mostrou-se linear no intervalo de concentracdo de
6-1080 ng/mL e 2-360 ng/mL para o DEL e MAN, respectivamente. A validacao do
método foi realizada investigando-se parametros, tais como a especificidade,
linearidade, preciséo, exatidao e robustez, obtendo-se resultados em conformidade
com os limites internacionalmente preconizados. O método proposto foi aplicado
com sucesso na determinacdo simultdnea dos farmacos nos comprimidos,
contribuindo, portanto, para aprimorar o controle da qualidade, assegurando a

eficacia terapéutica.

Palavras-chave: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,

delapril, manidipino, validagé&o.
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6. PARTE 3 — AVALIACAO DOS PRODUTOS DE DEGRADACAO D E
DELAPRIL E MANIDIPINO POR CL-UV E CL-EM, CINETICAD E
DEGRADACAO E CITOTOXICIDADE







6.1. Introducgao

A avaliagcdo da estabilidade fornece informagdes de como a qualidade dos
farmacos pode ser influenciada por uma série de variaveis, tais como, temperatura,
umidade, luz, gases atmosféricos, solventes, pH, contaminacdo microbiologica, entre
outros (KOMMANABOYINA e RHODES, 1999; MATTHEWS, 1999). Além disso,
fatores como incompatibilidades e reacdes de oxidacdes, reducdes, hidrélise e
racemizagbes também podem ser relevantes, podendo ocasionar a degradacgéo
desses produtos (NUDELMAN, 1975). E de grande importancia, portanto, a
investigacdo da identidade destes compostos, assim como das possiveis rotas de
degradacgédo, auxiliando na compreensdao de potenciais efeitos colaterais, na
concepcao de uma formulagdo mais favoravel e na sintese de novos farmacos com
maior estabilidade (MEHTA et al., 2010; VYAS et al., 2010).

Além da necessidade de utilizacdo de métodos indicativos de estabilidade
para o acompanhamento dos produtos de degradacdo formados em diferentes
condi¢cbes de estresse, metodologias que permitem o estudo e a caracterizacao de
pequenas quantidades desses produtos estdo em evidéncia atualmente. Assim,
técnicas hifenizadas, como a CL-EM, tém sido exploradas de forma crescente,
principalmente, quando comparados com processos convencionais de isolamento e
andlise espectral, procedimentos estes considerados onerosos e demorados
(FUKUTSU et al., 2006; MEHTA et al., 2010; VYAS et al., 2010).

Os métodos desenvolvidos por CL-UV e CL-EM para avaliacdo da
estabilidade de DEL e MAN, bem como os estudos de citotoxicidade e cinética de
degradacdo dos mesmos, serdo apresentados no formato de artigo cientifico
(ARTIGO CIENTIFICO 6.2.) e sua redacéo foi disposta nas normas e formatos da

revista a qual foi submetido para publicacéo.
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6.2.1. RESUMO

O presente estudo teve como objetivo a avaliacdo dos principais produtos de
degradacdo do delapril (DEL) e do manidipino (MAN) formados sob condicdes
alcalinas e fotolitica, respectivamente. Para tal, foi desenvolvido um método simples
e indicativo de estabilidade utilizando cromatografia liquida com detec¢do no
ultravioleta (CL-UV), compativel com estudos por espectrometria de massas
(CL-EM). A separacdo cromatogréafica de todos os compostos foi obtida em menos
de 7 min e efetuada utilizando-se uma coluna Shim-pack C18 (150 x 4,6 mm d.i., 5
pum) com uma fase moével constituida por acetonitrila e acetato de aménio pH 3,3
(57:43; viv) para ambas as técnicas. Desse modo, o0s principais produtos de
degradacédo detectados foram analisados por CL-EM e, baseado nos tempos de
retengéo e confirmacdo do peso molecular, a identidade destes produtos formados
puderam ser sugeridas, sem um complicado isolamento ou processo de purificacao.
A cinética de degradacdo dos farmacos nestas condi¢des foi também avaliada e
pode ser melhor descrita como um processo de primeira ordem para DEL
(R? = 0,9991) e de processo de ordem zero para 0 MAN (R? = 0,9867). Além disso,
nenhuma evidéncia de citotoxicidade em células mononucleares humanas foi
observada para as amostras degradadas. O método proposto por CL-UV foi validado
com sucesso de acordo com as orientagdes de guias internacionais e, portanto,

contribui para melhorar o controle de qualidade dos produtos farmacéuticos.

Palavras-chave: Cinética de degradacdo, citotoxicidade, cromatografia liquida,
delapril, espectrometria de massas, manidipino, produtos de degradacéo, validacéo.
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7.PARTE 4 — DETERMINACAO QUANTIT ATIVA DE DELAPRIL E
MANIDIPINO POR ED-1







7.1. Introducgao

Atualmente, apesar da analise de controle da qualidade de medicamentos ser
realizada predominantemente utilizando a CL, os métodos espectrofotométricos
continuam desfrutando de grande popularidade tanto no meio académico quanto em
industrias farmacéuticas, ndo s6 por serem considerados alternativos a
cromatografia, mas também por apresentarem vantagens em razao, principalmente,
da facil disponibilidade de instrumentacdo e simplicidade operacional, além do
relativo baixo custo de operacédo e de consumiveis, baixo consumo de reagentes e

solventes e tempo de analise reduzido (WATSON, 2005).

Dentre estas técnicas, a espectrofotometria utilizando a ferramenta derivada
(ED) constitui uma alternativa para a determinacdo simultdnea de principios ativos
cujas bandas de absorcao estdo sobrepostas, bem como para analise de farmacos
gue sofrem interferéncia do placebo e que apresentam baixa absortividade
(HACKMANN et al., 1990). Uma vez que é uma técnica analitica direta, nao
necessita de extracdes prévias ou tratamentos de separacéo, podendo ser aplicada

para analise de rotina de forma precisa e exata (OJEDA & ROJAS, 2004).

O método desenvolvido e validado por ED-1 para a determinacdo simultanea
de DEL e MAN em sua associacdo farmacéutica, bem como a comparacdo
estatistica entre os diferentes métodos propostos para a mesma finalidade, esta
apresentado no formato de artigo cientifico (ARTIGO CIENTIFICO 7.2.) e sua
redacdo foi disposta nas normas e formatos da revista a qual foi submetido para

publicacéo.
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7.2. ARTIGO CIENTIFICO - First-order derivative UV spectrophotometric
method for simultaneous measurement of delapril and manidipine in

tablets

Submetido a publicagéo.







FIRST-ORDER DERIVATIVE UV SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR
SIMULTANEOUS MEASUREMENT OF DELAPRIL AND MANIDIPINE IN
TABLETS

Vitor Todeschini', Amanda Thomas Barden®, Leticia Lenz Sfair!, Maximiliano da
Silva Sangoi® and Nadia Maria Volpato®

'Post graduation in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Rio Grande do Sul,
Porto Alegre-RS, Brazil

7.2.1. RESUMO

Para a analise simultanea de delapril (DEL) e manidipino (MAN) em sua forma
farmacéutica combinada foi desenvolvido um método por espectrofotometria no
ultravioleta, utilizando a ferramenta derivada de primeira ordem (ED-1). Os espectros
ED-1 foram obtidos utilizando AA = 4,0 nm, com as determinagfes sendo realizadas
em 228 nm para DEL e 246 nm para o MAN. O método foi validado segundo guias
internacionalmente aceitos, envolvendo o0s parametros de especificidade,
linearidade, precisao, exatiddo, robustez e limites de deteccdo e quantificacdo. De
acordo com os resultados obtidos o método apresenta elevada especificidade,
mesmo na presenca de dois farmacos e excipientes da formulacéo, resposta linear
nas faixas de concentracdes de 18-54 pg/mL (R? = 0,9994) para o DEL e 6-18 pg/mL
(R? = 0,9981) para o MAN, adequada precisdo (< 1,47%) e exatiddo (98,98% para o
DEL e 100,50% para o MAN). Além disso, o método mostrou-se robusto quando
avaliado pelo desenho experimental proposto por Plackett-Burman. O método
proposto por ED-1 foi aplicado com sucesso para a analise simultanea de DEL e
MAN em comprimidos, podendo, portanto, ser utilizado como um método alternativo
e sustentdvel as técnicas de separacdo. Complementarmente, os resultados
encontrados foram comparados estatisticamente com aqueles obtidos pelos
métodos por cromatografia liquida, eletroforese capilar e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa, demonstrando diferenca nao significativa (p >

0,05) na determinagdo quantitativa dos farmacos.

Palavras-chave: Delapril; espectrofotometria derivada; manidipino; método

sustentavel; validacao.
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8. PARTE 5 — METODO DE DISSOLUGCAO PARA AV ALIACAO DE
COMPRIMIDOS CONTENDO DELAPRIL E MANIDIPINO







8.1. Introducgao

O teste de dissolucdo permite avaliar a quantidade de farmaco dissolvido a
partir de uma formulacdo, em um volume de meio, mantido a temperatura de
37 € = 0,5 C, apds determinado periodo de tempo, utilizan do-se equipamento de
agitacao especifico a uma dada velocidade (FB, 2010; USP 35, 2012).

E um procedimento fundamental no controle de qualidade na indlstria
farmacéutica, entretanto, diversos sédo os fatores que podem influenciar o processo
de dissolucéo e reprodutibilidade dos resultados dos testes, principalmente aqueles
relacionados ao farmaco, forma farmacéutica e método de dissolucdo (MARQUES &
BROWN, 2002; STORPIRTIS et al., 2004). H& necessidade, portanto, que todas as
condi¢bes sejam cuidadosamente avaliadas durante o desenvolvimento do método e
orientadas na busca de um ensaio de dissolucdo discriminativo, ou seja, capaz de
detectar mudancas na formulacéo, no processo de fabricacdo e nas caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco (MANADAS et al., 2002; USP 35, 2012). Além disso, o
teste pode ser ainda mais atrativo se as condi¢cdes otimizadas proporcionarem uma
correlacdo entre a porcentagem dissolvida do farmaco no teste in vitro e a
porcentagem absorvida do farmaco in vivo, sendo indicativo do perfil de
biodisponibilidade (FDA, 1997; DRESSMAN et al., 1998).

O desenvolvimento e validacdo do método de dissolucdo para avaliacdo
simultanea de DEL e MAN em sua associa¢ao farmacéutica, bem como a analogia
obtida entre os dados in vivo e in vitro para o0 MAN, serdo apresentados no formato
de artigo cientifico (ARTIGO CIENTIFICO 8.2.) e sua redacdo foi disposta nas

normas e formatos da revista a qual foi submetido para publicacéo.
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8.2. ARTIGO CIENTIFICO — Proposal of a dissolution  method for delapril and

manidipine combination tablets based on absorption profile of manidipine

Submetido a publicagéo.







PROPOSAL OF A DISSOLUTION METHOD FOR DELAPRIL AND M ANIDIPINE
COMBINATION TABLETS BASED ON ABSORPTION PROFILE OF MANIDIPINE

Vitor Todeschini, Gustavo Krumel Goelzer?, Jaison Carlosso Machado?, Clésio
Soldateli Paim®, Bibiana Verlindo de Araujo! and Nadia Maria Volpato®

'Post graduation in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Rio Grande do Sul,
Porto Alegre-RS, Brazil

8.2.1. RESUMO

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e validar um método de
dissolugcéo para avaliagdo dos comprimidos contendo delapril (DEL) e manidipino
(MAN), utilizando um método por cromatografia liquida para a quantificacdo das
amostras. As condi¢cdes do ensaio de dissolucdo foram otimizadas com base em
dados de absorcao in vivo para o MAN obtidas da literatura. A partir das avaliagdes
da estabilidade dos farmacos nos meios de dissolugdo e condigdo SINK, um
adequado perfil de dissolucdo in vitro para esta formulacdo foi obtido utilizando
900 mL de tampéo citrato a pH 3,2 a 37 € £ 0,5 T co mo meio de dissolucéo e
dispositivo USP 2 (pa) sob uma agitacédo de 75 rpm. Nestas condi¢cdes, uma relacdo
linear entre a fracdo dissolvida e a fragdo absorvida do MAN (obtida pelo método da
deconvolucéo) foi obtida (R = 0,997) e, assim, uma correlagdo in vivo-in vitro pode
ser estabelecida para este farmaco. O meétodo proposto foi validado segundo
diretrizes internacionais, obtendo-se resultados dentro dos limites aceitaveis para os
parametros preconizados de especificidade, linearidade, precisdo e exatidao.
Portanto, o ensaio dissolugédo descrito pode ser aplicado para a andlise da libertacéo
simultanea de DEL e MAN a partir da forma farmacéutica sdlida, contribuindo, assim,
para a melhoria do controle de qualidade de produtos farmacéuticos e para

minimizar o namero de estudos de biodisponibilidade.

Palavras-chave: Delapril; manidipino; método de dissolugéo; correlacéo in vitro- in

vivo; validagéo.
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9. DISCUSSAO GERAL







A associagdo dos farmacos cloridrato de delapril (DEL) e dicloridrato de
manidipino (MAN), utilizada no tratamento e controle da hipertensao arterial, embora
de importancia clinica na terapia medicamentosa, ndo apresenta monografia em
compéndios oficias e sdo poucos o0s registros na literatura cientifica sobre métodos
para sua avaliacdo. Nesse contexto, o desenvolvimento de técnicas de analise de
dominio publico, aplicaveis ao controle de qualidade de insumos e produto acabado,
juntamente com o0 estudo de estabilidade e ensaio de dissolugcdo, possuem
fundamental importancia para garantir a administracdo segura e eficaz do
medicamento, além de estabelecer bases cientificas e tecnoldgicas para
progressivos trabalhos na area.

Observa-se que a discussdo apresentada a seguir refere-se as analises
qualitativas para avaliacdo e caracterizacdo de matérias-primas dos farmacos, a
determinacdo quantitativa dos mesmos em comprimidos utilizando diferentes
técnicas analiticas, aos estudos de estabilidade e avaliacdo dos principais produtos
de degradacao formados em diferentes condicdes de estresse, bem como ao estudo
de dissolucao, estando baseada no artigo publicado e nos quatro artigos submetidos

a publicacéo, referenciados adequadamente no texto correspondente.

E importante destacar, ainda, que o presente estudo teve como subsidio os
trabalhos desenvolvidos em projeto precedente de mestrado, intitulado
“Desenvolvimento de métodos cromatografico e eletroforético para determinacéo
simultanea de delapril e manidipino em comprimidos” (TODESCHINI, 2010). Neste,
a adequabilidade das substancias quimicas de referéncia (SQR) de DEL e MAN,
obtidas junto a empresa produtora do medicamento, bem como a identificacdo dos
farmacos nos comprimidos foram avaliadas utilizando as técnicas de IV, EM, CL e
EC. Assim, através da andlise e interpretacdo das bandas de absorcédo do espectro
IV, que sinalizaram os grupamentos funcionais caracteristicos dos compostos,
juntamente com o0s espectros de massas de varredura, cujos resultados
demonstraram as massas caracteristicas dos ions moleculares dos farmacos, foram
confirmadas a identidade dos mesmos. Ja para a analise qualitativa no produto
acabado, os resultados obtidos pelos métodos cromatografico e eletroforético
(descritos anteriormente) apresentaram tempos de retengdo/migracéo similares para

0s sinais analiticos das solucdes das SQR de DEL e MAN e para as solucdes
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amostra dos comprimidos, bem como semelhantes espectros no UV obtidos nos
respectivos tempos de retengdo/migracéo, permitindo, dessa forma, identificar os

compostos no produto farmacéutico estudado.

De forma complementar as avaliagbes das SQR do DEL e MAN, e devido a
aquisicdo de outras matérias-primas dos farmacos provenientes de um diferente
fornecedor, uma variedade de técnicas analiticas foram empregadas na verificacdo
da qualidade e comparacdo destes materiais, conforme apresentado no item 4.2
ARTIGO CIENTIFICO.

As matérias-primas de DEL (nhomeadas como D1 e D2) e MAN (homeadas
como M1 e M2) oriundas de diferentes fornecedores foram submetidas a calorimetria
diferencial exploratoria (DSC), termogravimetria (TG), difracdo de raios X em po
(XRPD), reflexdo difusa no infravermelho com transformada de Fourier (DRIFT),

espectroscopia Raman (RS) e microscopia eletronica de varredura (MEV).

Para as amostras de DEL, as curvas TG/DTG demonstraram que a
decomposicdo térmica ocorreu em trés eventos entre 140 e 402 C, sendo que o
primeiro e o0 segundo evento ocorrem simultaneamente. Os resultados
demonstraram uma menor estabilidade térmica de D2, uma vez que tais eventos
térmicos estdo deslocados para temperaturas mais baixas quando comparados com
D1. Além disso, observou-se tanto um alargamento de pico quanto diferencas nos
valores Tpeak nas curvas DSC (Tpeak de 182,8 € para D1 e 170,1 € para D2).
Estas alteracGes poderiam ser indicativas de polimorfismo, bem como de impurezas
contidas no material. Ainda na comparacao desses insumos, diferengas entre D1 e
D2 também foram observados nos espectros RS e analise microscopica, reforcando

a hipétese de alteracéo neste material.

Entretanto, a possibilidade de polimorfismo foi descartada através das
analises por XRPD, uma vez que as amostras de DEL (D1 e D2) resultaram em
difratogramas semelhantes. Paralelamente, as matérias-primas de DEL foram
analisadas utilizando o método por CL, validado anteriormente por nosso grupo de
pesquisa. Na comparacdo entre os cromatogramas obtidos detectou-se um sinal
posterior ao pico do farmaco, provavelmente devido a presenca de uma impureza na

amostra e, dessa forma, corroborando com os resultados alterados obtidos pelas
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técnicas mencionadas acima. H&, no entanto, necessidade de testes

complementares para confirmar esta possibilidade.

Ja na analise do comportamento térmico das amostras de MAN, trés eventos
de decomposicdo sobrepostos foram observados nas curvas TG/DTG, entretanto,
nenhuma diferenga importante foi detectada entre os intervalos de temperaturas e as
porcentagens de perda de massa. Essa semelhanca também pode ser observada
nas curvas DSC, tanto para o primeiro quanto para o segundo evento endotérmico
referentes a fusdo e a decomposicdo, respectivamente. O restante das técnicas
analiticas utilizadas também ndo apresentou diferenca nos resultados entre as
matérias-primas de MAN e, portanto, ambas podem ser consideradas adequadas

em relacdo aos parametros avaliados.

Para os dois farmacos fica evidente, entretanto, a sobreposi¢cdo dos eventos
térmicos da fusdo e decomposicédo, inviabilizando a utilizagdo destas técnicas na
determinacdo da faixa de fusdo, bem como da pureza dos compostos. Por outro
lado, métodos complementares, tais como DSC, podem ser mais Uteis para as
avaliacdes de pureza de compostos, uma vez que existem impurezas que nao tém
absortividade no UV/VIS e, consequentemente, auséncia de sinal em metodologias

envolvendo esse detector.

Ressalta-se, assim, que além da avaliacdo e caracterizacdo de substancias
no estado solido, as técnicas empregadas neste estudo poderiam também ser
usadas nos estudos de estabilidade, bem como se tornarem requisito nos programas
de avaliacdo e qualificacéo de fornecedores de matérias-primas.

Objetivando a determinacdo simultdnea de DEL e MAN em produtos
farmacéuticos, desenvolveu-se e validou-se método por CL-EM/EM, conforme
apresentado no item 5.2 ARTIGO CIENTIFICO.

No desenvolvimento do método, varios parametros devem ser
cuidadosamente estabelecidos, dentre eles, a otimizagdo do EM para maior
sensibilidade de deteccdo, selecionando as corretas transicdes dos ions dos
analitos. Primeiramente, foram identificados, através da infusdo direta na fonte de
ionizacdo do equipamento, 0s ions principais e os ions secundarios do DEL, MAN e

PI utilizado nas analises, Uma vez que os farmacos obtiveram adequada ionizagéo
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por ESI+, o EM foi configurado no modo de monitoramento de multiplas reagdes,
avaliando-se as transicoes em m/z 453.1>234.1 para o DEL, m/z 611.1>167.0 para o
MAN e m/z 412.2>223.0 para a Pl (fesoterodina). Diferentes colunas
cromatograficas foram testadas, entre elas, colunas Cg e Cig de comprimentos
variados. Para o método proposto, empregou-se uma coluna Luna Cg de 5 cm de
comprimento e 3 mm de didmetro interno, mantida a 45 <C, a qual forneceu
desempenho cromatografico e tempos de analise adequados para os farmacos em
estudo. Também foram realizados testes utilizando diferentes fases moveis,
avaliando-se combinacdes em diferentes proporgcdes entre solventes organicos e
solugdes que modificam a ionizacdo. A condicdo 6tima foi estabelecida com a fase
movel composta de acetato de amoénio 10 mM e metanol (10:90, v/v), eluida na

vazéao de 0,25 mL/min. O volume de injecéo foi de 10 pL.

Na avaliacdo da especificidade, a solugéo placebo ndo apresentou nenhuma
interferéncia nos tempos de retencdo dos farmacos e Pl. A conformidade do modelo
linear foi comprovada através do método dos minimos quadrados e ANOVA, onde o
método apresentou regressao linear significativa na faixa de concentracdo de 6 -
1080 ng/mL (R? = 0,9954) para o DEL e 2 - 360 ng/mL (R? = 0,9972) para o MAN,
com desvio da linearidade nao significativo (p > 0,05). A precisdo, demonstrada por
meio da precisao intermediaria e da repetibilidade, apresentou valores de DPR
inferiores a 2,09% nas trés concentracfes analisadas para os dois farmacos. A
exatiddo do método apresentou resultados dentro do recomendado, com valores
médios de 100,40% e 100,23%, para o DEL e MAN, respectivamente. A robustez do
sistema cromatografico foi avaliada utilizando-se o delineamento experimental
proposto por Plackett-Burman, através da modificacdo de fatores tais como:
proporcao de solvente organico, vazao da fase mével, temperatura em que a coluna
cromatografica foi mantida e volume de injecdo. De acordo com os resultados
obtidos, as modificacdes nos fatores estudados né&o interferiram na determinacao
quantitativa dos farmacos, demonstrando a robustez do método analitico. Desse
modo, demonstrou-se que o meétodo proposto cumpre os requisitos de validacao,

estando de acordo com os parametros de qualidade preconizados.
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Paralelamente, para determinacdo simultanea de DEL e MAN em produtos
farmacéuticos, desenvolveu-se e validou-se método por ED-1, conforme
apresentado no item 7.2 ARTIGO CIENTIFICO.

Em estudos preliminares observou-se a sobreposicédo entre os espectros de
absorcdo no UV dos farmacos e também do placebo simulado, fato este que
inviabiliza a determinacdo simultdnea dos compostos através da espectrofotometria
direta. Neste sentido, o desenvolvimento do método por UV voltou-se a aplicacéo da
ED e a determinacédo da ordem que ofereca melhor distingdo entre os picos e maior
amplitude de resposta em adequados comprimentos de onda de analise. Além disso,
foram estudadas e otimizadas diferentes condicoes experimentais, como a janela de
derivacao (AA) que forneca a melhor resolucdo das curvas derivadas e menor sinal
de ruido, bem como recursos para ampliacdo do sinal, uma vez que ha uma reducao
na sensibilidade da ED em relagédo a UV direta. Dessa forma, adequados resultados
experimentais foram obtidos utilizando a derivada de primeira ordem (ED-1) e 4gua
como diluente, com determinacdes realizadas em 228 nm para DEL e 246 nm para o
MAN. Os espectros foram obtidos utilizando um intervalo de comprimento de onda
(AA) de 4 nm na faixa de 200-300 nm. Um fator de escala de 10 foi empregado nas

determinacdes.

A seguir procedeu-se a validacdo avaliando-se parametros preconizados por
guias internacionalmente aceitos. A especificidade do método foi comprovada
através da comparacao dos espectros obtidos por ED-1, onde ndo foram observadas
interacbes espectrais, tanto dos dois compostos quanto do placebo, em ambos os
comprimentos de onda selecionados. A linearidade foi avaliada na faixa de 18 - 54
pg/mL para o DEL e 6 - 18 pg/mL para o MAN, obtendo-se coeficientes de
determinacao de 0,9994 e 0,9981 para o DEL e MAN, respectivamente. Através da
ANOVA observou-se a existéncia de regressao linear e ndo existéncia de desvio de
linearidade para os dados obtidos para ambos os farmacos, comprovando a
linearidade do método analitico para a = 0,05. Os dados obtidos para a precisao
apresentaram DPR inferiores a 1,47% para os dois farmacos, o que demonstra a
precisdo do método proposto. A adequada exatiddo do método foi estabelecida uma
vez que o valor médio experimental do teste foi de 98,98% para o DEL e 100,50%

para 0 MAN. Da mesma forma que o método por CL-EM/EM, utilizou-se o desenho
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experimental proposto por Placket-Burman para avaliacdo da robustez. Foram
realizadas alteracdes no AA, fator de escala e tempo de agitagao para extragdo dos
farmacos da forma farmacéutica. Os valores de teor observados para o DEL e MAN
nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa (a = 0,05), demonstrando
que o método € robusto nas condi¢des testadas. Os resultados obtidos indicaram
gue o método analitico apresentou especificidade, linearidade, precisédo, exatiddo e
robustez, sendo considerado, portanto, adequado para a determinacdo quantitativa

simultanea dos farmacos.

Com o intuito de estabelecer uma comparacao e verificar a possibilidade de
utilizar indistintamente os métodos propostos, realizou-se uma analise estatistica
comparativa entre os resultados da determinacdo quantitativa simultanea de DEL e
MAN em amostras de comprimidos obtidos pelos métodos por CL-EM/EM e ED-1,
juntamente com aqueles obtidos em estudos precedentes pelos métodos
cromatografico e eletroforético. Através da utilizagdo da ANOVA, observou-se
diferenca nado significativa (p = 0,98) entre os mesmos para os dois farmacos,
demonstrando, portanto, que os métodos sdo equivalentes para tal finalidade e

podem ser intercambiaveis.

Contudo, algumas diferencas podem ser determinantes na escolha das
técnicas e devem ser salientadas para adocao pelo controle de qualidade de rotina.
Os meétodos anteriormente desenvolvidos por CL e EC tém como vantagem a
possibilidade de serem empregados na verificacdo e monitoramento da estabilidade
dos farmacos. Neste contexto, a EC possui vantagens, tais como a pequena
quantidade de amostra e o reduzido uso de solventes, minimizando a geracédo de
residuos e periculosidade ao operador, aléem de ser um método de baixo custo, pois
utiliza capilares nédo onerosos, quando comparados as colunas cromatograficas. Por
sua vez, a CL mostrou-se um método mais facilmente automatizado, com sistema de

injecdo podendo ser empregado por periodos de tempo mais longos.

O mesmo ndo pode ser considerado para a ED-1, que embora seja a mais
econbmica e simples das técnicas propostas, necessita do operador de forma
constante. Além disso, sua aplicagdo em estudos de estabilidade torna-se limitada,

guando comparada com técnicas separativas.
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Em contrapartida, a CL-EM/EM, quando confrontada as outras técnicas,
apresenta vantagens em relacdo ao tempo de andlise, sensibilidade e seletividade.
Além disso, necessita uma pequena quantidade de solvente para realizar a eluicéo
cromatografica e a ionizacado dos farmacos, podendo ser adaptada para utilizacao
em amostras bioldgicas e estudos farmacocinéticos. Entretanto, até o momento, nao
€ preconizada oficialmente como método analitico para quantificacdo de produtos

farmacéuticos e seu custo de analise continua bastante oneroso.

Como anteriormente relatado, dois meétodos analiticos indicativos de
estabilidade utilizando o CL e a EC foram desenvolvidos e validados recentemente
por nosso grupo de pesquisa, objetivando a determinagdo simultanea de DEL e
MAN em comprimidos comerciais. As diferentes condi¢cdes de estresse as quais 0s
farmacos foram submetidos durante os estudos de especificidade evidenciaram a
susceptibilidade de DEL e MAN frente a condicbes alcalinas e fotolitica,

respectivamente.

Estas condicbes serviram, portanto, como subsidio para a sequéncia dos
estudos de estabilidade, por meio do desenvolvimento de um segundo método
analitico indicativo de estabilidade por CL-UV, como também para os estudos por
CL-EM na caracterizagédo dos produtos de degradacdo, conforme apresentado no
item 6.2 ARTIGO CIENTIFICO.

Neste contexto, o desenvolvimento do método por CL-UV foi realizado
objetivando a rapida determinacéo dos farmacos e 6tima resolucdo entre 0s mesmos
e os produtos de degradacdo formados, além de estabelecer uma adequada
interface para a realizacao de estudos por CL-EM. Assim, a fase movel foi otimizada
com um tampéao volatil, acetato de amonio, juntamente com um solvente organico

para propiciar a ionizagcao dos farmacos e dos produtos de degradacéao.

Baseado no método anteriormente desenvolvido por CL, as condi¢des
cromatograficas foram definidas utilizando coluna C;g (15 mm x 4,6 mm), mantida a
35 °C. A fase movel foi constituida por acetonitrila 95% e tamp&o acetato de amonio
20 mM, pH 3,3, na proporcédo de 57:43 (v/v), eluida na vazdo de 1,0 mL/min. A
deteccéo foi realizada a 206 nm utilizando o detector de arranjo de diodos (DAD),
com um volume de injecdo de 20 pL. O método permitiu uma analise rapida e
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eficiente (total 7 min), com tempos de retencéo reprodutiveis de, aproximadamente,
3,3 e 4,8 min para o DEL e MAN respectivamente, e adequados parametros de
adequabilidade do sistema. Além disso, nao foi observada interferéncia dos produtos
de degradacédo em relacdo aos sinais dos farmacos, bem como dos excipientes da
formulagédo. Fato este confirmado pela utlizagdo do DAD, verificando-se uma
elevada pureza de pico em todas as determinacoes.

A linearidade foi avaliada na faixa de concentracdo de 3 - 120 pg/mL
(R> = 0,9976) para o DEL e 1 - 40 pg/mL (R?* = 0,9987) para o MAN, ndo
apresentando desvio do modelo linear (p > 0,05). A metodologia mostrou-se precisa
apresentando valores de DPR inferiores a 1,26% e exata, com média de
recuperacédo de 98,72% e 99,70% para o DEL e MAN, respectivamente. A robustez
do método foi avaliada utilizando-se o desenho experimental proposto por Plackett-
Burman, através da modificacdo de fatores tais como o pH, composicéo e vazao da
fase movel, e temperatura que foi mantida a coluna cromatografica. Os resultados
demonstraram a robustez do método analitico uma vez que ndo houve diferenca

significativa (a = 0,05) nas determinac¢des quantitativas dos farmacos.

Concluiu-se, portanto, que o método proposto cumpre 0s requisitos de
validacdo preconizados pela literatura, podendo ser empregado para analise
quantitativa simultanea de DEL e MAN, mesmo na presenca de produtos de

degradacéo.

Além disso, o método por CL-UV também foi aplicado na avaliagdo da cinética
de degradacdo dos farmacos. Durante os estudos de degradagdo forcada, foi
possivel observar aproximadamente 90% de degradacdo do DEL apés 4 horas de
exposicdo a condicdo alcalina. Para o MAN, por outro lado, verificou-se uma
reducdo em torno de 40% de sua concentracédo inicial quando exposto a luz UV-A
(365 nm) durante 10 horas. A partir dos dados obtidos em diferentes tempos de
amostragem, pode-se atribuir uma cinética de reacao de primeira ordem para o DEL
e de ordem zero para o MAN. Dessa forma, parametros cinéticos como a constante
de velocidade de reacao (k) e tempo de vida util (tyo) foram calculados com base nas

equacdes matematicas especificas de cada ordem da reacao.
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A seguir, procederam-se as analises por EM. Primeiramente, foram obtidos os
espectros de varredura total dos ions para as solu¢cdes SQR de DEL e MAN (sem
degradacéo), bem como das amostras degradadas. Através da comparacao desses
espectros, picos adicionais foram observados e suas massas moleculares puderam
entdo ser monitoradas pelo sistema. E importante destacar que para ocorrer um
eficiente acoplamento entre o CL e o EM, uma redugcédo da vazédo teve que ser
empregada utilizando um divisor de canais (split), limitando a entrada de fase movel

para a fonte de ionizacdo e o que proporciona uma melhora na eficiéncia da ESI.

Quando comparados com os cromatogramas obtidos por CL-UV, os estudos
por CL-EM demonstraram picos nos mesmos tempos de retencdo, tanto para os
farmacos quanto para os principais produtos de degradacdo visualizados. Dessa
forma, foi possivel obter os valores de m/z caracteristicos de cada produto formado
e entdo sugerir suas identidades. Verificou-se que a maioria desses compostos
possui valores de massa compativeis com metabdlitos ja caracterizados, tanto do
DEL quanto do MAN.

De forma complementar, realizou-se um estudo de toxicidade utilizando
células mononucleares a fim de observar o potencial citotéxico das amostras
degradadas, contendo os produtos de degradacdo, frente as amostras nao
degradadas. Quando comparadas com o controle negativo, diferencas nao
significativas (p > 0,05) foram observadas para as solu¢cdes de DEL e MAN,
indicando que a presenca dos produtos de degradacéo néo interferiu na viabilidade

celular em todas as concentracdes analisadas.

Posteriormente aos estudos acima discutidos, desenvolveu-se e validou-se
um meétodo de dissolucdo para avaliar, simultaneamente, a liberacdo dos farmacos
de sua forma farmacéutica, conforme apresentado no item 8.2 ARTIGO
CIENTIFICO.

E importante destacar que, além de um teste de dissolugdo com condi¢Bes de
avaliar a qualidade do medicamento em diferentes lotes de producédo, buscou-se o
desenvolvimento de um método que permitisse uma analogia entre dados in vivo e
in vitro. Tal situacdo tem suas chances aumentadas quando a dissolucéo for a etapa

limitante do processo de absorcdo do farmaco no trato gastrointestinal.
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Neste contexto, ndo foi encontrada a classificacado biofarmacéutica do DEL na
literatura cientifica pesquisada. Além disso, por ser um pro-farmaco, os dados
farmacocinéticos sédo basicamente relacionados aos seus metabolitos ativos,
dificultando uma analogia direta com os dados de dissolucdo in vitro. Assim, 0s
estudos focaram, exclusivamente, para a avaliacdo dos dados in vivo do MAN, uma
vez que este cumpre com o0s requisitos de baixa solubilidade e elevada

permeabilidade.

A partir de dados obtidos da literatura referentes a concentracao plasmatica
versus tempo do MAN, realizou-se, com auxilio de um software especifico, a
modelagem dos mesmos e a determinacdo dos valores das microconstantes de
distribuicdo (k2 e k1), utilizando modelo de dois compartimentos abertos por via
oral. Dessa forma, puderam-se simular os dados de concentracdo plasmatica
intravenosa e entdo determinar a fracdo absorvida (FA) do MAN através da
abordagem da deconvolucéo.

Durante o desenvolvimento do método de dissolucdo, diversas foram as
condi¢cbes avaliadas, incluindo varios meios de dissolucdo em diferentes faixas de
pH, a adicdo de tensoativos, além da velocidade do dispositivo de agitacdo. Foram
verificadas, também, a possivel interferéncia dos filtros, os tempos de amostragens,
a necessidade de desaeracdo, a estabilidade dos farmacos nos meios de
dissolucédo, bem como a necessidade de otimizacdo do método quantitativo por CL
(TODESCHINI et al 2012). Além disso, atencao especial foi dada as analises da
solubilidade e da condicéo sink em diferentes meios de dissolucéo, dados estes que

auxiliaram na escolha das melhores condi¢des de ensaio.

De acordo com os resultados obtidos, os perfis empregando HCI 0,1 M como
meio de dissolucdo demonstram uma rapida e completa liberacdo de ambos os
farmacos, atingindo uma taxa de dissolu¢do superior a 80% antes dos 15 min de
ensaio. Estas condi¢cdes poderiam ser consideradas promissoras para avaliagdo dos
comprimidos de diferentes lotes de producdo, embora talvez n&o constitua

ferramenta discriminativa para avaliar possiveis desvios do processo produtivo.

Assim, objetivando-se o desenvolvimento de um ensaio de dissolugcéo

potencialmente discriminativo e que possibilite a analise em conjunto com os dados

92



in vivo do MAN, a otimizacdo do método foi orientada na busca de uma melhor

diferenciacao da quantidade dissolvida entre os diversos tempos de amostragens.

Com este propésito, a condicdo empregando tampao citrato pH 3,2 como
meio de dissolucdo (900 mL) e dispositivo pa a 75 rpm mostrou-se adequada tanto
para a avaliagdo simultdnea dos farmacos na associacdo farmacéutica, como
também para obter uma analogia com os dados de FA do MAN. Diante disso, 0s
valores de porcentagem de MAN dissolvido em relacédo ao tempo foram comparados
com sua FA, obtendo-se importantes valores de coeficiente de correlacdo (0,997) e
inclinacdo da curva (1,00), demostrando, portanto, uma adequada correlacao entre

as variaveis in vitro e in vivo.

De acordo com a legislacdo vigente, o ensaio de dissolucédo é classificado
como um teste de desempenho e 0s parametros preconizados para sua validacao
sdo: especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo (BRASIL 2003). A analise da
especificidade demonstrou que o método analitico ndo sofreu interferéncia dos
excipientes da formulacdo, uma vez que ndo ha outros sinais no cromatograma,
além daquele referente ao meio de dissolucdo junto ao volume morto, bem como
pelo alto grau de pureza de pico verificado para ambos os farmacos. O método foi
linear na faixa de concentragdo de 0,75 a 45 pg/mL para o DEL e 0,25 a 15 pg/mL
para o MAN, ndo apresentando desvio da linearidade (p > 0,05). A exatidado e
precisdo do método foram comprovadas através da recuperacdo dos farmacos em
trés diferentes concentracdes, obtendo-se valores entre 95-105% e DPR inferior a
5%. Dessa forma, cumprem-se 0s requisitos especificados para a validacdo, sendo o
meétodo considerado, portanto, adequado para a avaliacdo da liberacdo simultanea
dos farmacos do produto farmacéutico, bem como com possibilidade de predizer o

comportamento in vivo do MAN.

Cabe salientar que todos os métodos desenvolvidos para quantificacdo dos
farmacos na forma farmacéutica no presente trabalho foram validados de acordo
com coédigos oficiais, cumprindo com parametros de desempenho analitico tais
como: especificidade, linearidade, precisédo, exatidao, robustez e limites de deteccdo
e quantificagcdo (BRASIL, 2003, ICH, 2005a; USP 35, 2012). Dentre estes, destaque
especial foi dado para a robustez, que foi avaliada através da utilizagdo de desenhos

estatisticos experimentais, permitindo, dessa forma, reduzir significativamente o
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namero de andlises e o tempo necesséario para realizagdo dos testes, além de

diminuir o gasto de solventes e reagentes.

Assim sendo, os meétodos propostos constituem-se em procedimentos
importantes para o controle da qualidade de matérias-primas e produtos acabados
contendo DEL e MAN, contribuindo, portanto, para garantir a seguranca e a eficacia

terapéutica dos medicamentos disponiveis no Pais.

94



10. CONCLUSOES







A caracterizacao do estado sdlido de diferentes matérias-primas de DEL e MAN
foram realizados por meio das técnicas de DSC, TG/DTG, DRIFT, SEM, XRPD,
e RS, sugerindo suas aplicagbes para o controle de qualidade de insumos

farmacéuticos;

As matérias-primas de MAN avaliadas neste trabalho apresentaram
homogeneidade relacionada aos parametros avaliados;

As matérias-primas de DEL avaliadas neste trabalho apresentaram diferencas
relacionadas ao comportamento térmico. Este fato é, provavelmente, devido a
presenca de um contaminante, como evidenciado pelas andlises por CL, RS e
SEM,

A caracterizacao cristalografica utilizando a difracdo de raios-X demonstrou nédo
haver diferenca em relacdo a constituicao cristalina das matérias-primas de DEL
e MAN, descartando-se, portanto, a presenca de polimorfismo nos materiais

analisados;

O método quantitativo desenvolvido e validado por CL-EM/EM mostrou-se
rapido, linear, especifico, preciso, exato e robusto e apresenta-se como
alternativa para determinacdo simultdnea de DEL e MAN em comprimidos,
podendo ser otimizado para aplicagdo em amostras biolégicas devido sua alta
sensibilidade e seletividade;

O método desenvolvido através da ED-1, utilizando dgua como diluente, cumpriu
com os parametros de validacdo preconizados para métodos analiticos e
apresenta-se como uma alternativa simples, econdmica e sustentavel para a
analise simultdnea dos farmacos na forma farmacéutica disponivel

comercialmente;

A andlise comparativa dos meétodos por CL-EM/EM e ED-1, juntamente com os
meétodos anteriormente desenvolvidos por CL e EC, demonstrou ndo haver
diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) para a determinacao
guantitativa dos farmacos, caracterizando, portanto, a intercambialidade dos

mesmaos;
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O método desenvolvido por CL-UV compativel com os estudos por CL-EM,
cumpriu com os parametros de validacdo preconizados e foi satisfatoriamente
aplicado para avaliacdo da estabilidade de DEL e MAN nas condi¢fes alcalina e

fotolitica, respectivamente;

O método CL-EM possibilitou, sem o isolamento, sugerir a identidade dos ions
moleculares de trés produtos de degradacdo do DEL e dois produtos de
degradacgéo do MAN;

Os resultados obtidos na avaliacdo da cinética de degradacéo indicaram que o
DEL segue uma cinética de primeira ordem enquanto o MAN segue uma reacao

de ordem zero nas condi¢fes alcalina e fotolitica, respectivamente;

Os estudos utilizando células mononucleares ndo apresentaram evidéncias de

citotoxicidade para as amostras contendo os farmacos apos degradacao;

O uso de tampao citrato pH 3,2 (900 mL a 37 £ 0,5 T ) como meio de dissolucao
e dispositivo pa a 75 rpm demonstrou resultados satisfatérios para a avaliagcao
da liberagdo simultanea de DEL e MAN do produto farmacéutico, bem como
capacidade de simular o comportamento in vivo do MAN a partir de dados da

literatura;

A validacdo do ensaio de dissolucédo utilizando o método por CL-UV como
ferramenta quantitativa cumpriu com o0s parametros preconizados de
especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo, sendo sugerida sua aplicacao

para o controle de qualidade dos comprimidos contendo DEL e MAN;

Os métodos desenvolvidos no presente trabalho estabelecem bases para
progressivos trabalhos cientificos na area e procedimentos importantes para
aprimorar o controle da qualidade, garantindo a seguranca e a eficacia

terapéutica dos produtos farmacéuticos disponiveis comercialmente.
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