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RESUMO

Para garantir o sucesso do tratamento farmacoldgico, o medicamento precisa ter
eficacia, seguranca e qualidade. A falta de estabilidade pode prejudicar essa triade,
devido a perda do efeito terapéutico ou exposi¢cado do paciente aos produtos toxicos
de degradacdo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) preconizou,
por meio da RE N° 1 de 2005, o desenvolvimento de métodos indicativos de
estabilidade que sejam seletivos para o farmaco e que permitam a quantificacdo e a
identificacdo dele e de seus produtos de degradacdo. Para isso, sdo realizados
estudos de degradacdo forcada, no qual o farmaco é submetido a situacdes de
estresse definidas. Atualmente, ndo existe descrito na literatura nenhum método
indicativo de estabilidade para o benznidazol (BZN), Unico farmaco utilizado no
Brasil para tratamento da doenca de Chagas. Esta doenca € endémica nos paises
da América Latina e é considerada uma doenca negligenciada pela OMS. Diante
desse contexto, realizou-se estudo de degradacédo forcada do placebo, insumo
farmacéutico ativo e comprimidos contendo BZN, em todas as condicbes de
degradacédo preconizadas. Um método indicativo de estabilidade foi desenvolvido e
validado utilizando CLAE-DAD, em coluna C18 (150 x 4.6 mm, 5 um). Além disso,
realizaram-se degradacdes binarias (farmaco excipiente) e analises térmicas
(termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial) para avaliacdo da
compatibilidade farmaco-excipiente. O farmaco foi suscetivel a degradacédo alcalina
e fotolitica. Na condicéo alcalina, houve a formacédo de um produto de degradacao
adicional, para os comprimidos. Foram observadas incompatibilidades do BZN com
a lactose e estearato de magnésio, com uma diminuicao da estabilidade térmica do
farmaco na presenca desses excipientes. O método cromatogréfico foi seletivo para
0 BZN e seus produtos de degradacao, com resolucao de, pelo menos, 1,3 entre os
picos. Também foi demonstrada homogeneidade espectral para o BZN nas
condicdes testadas. Assim, o método indicativo de estabilidade desenvolvido podera
ser utilizado nos estudos de estabilidade e de aperfeicoamento farmacotécnico,

garantindo a qualidade do medicamento distribuido a populacgéo.

Palavras chave: Doenca de chagas. Benznidazol. Degradacdo forcada. Método
indicativo de estabilidade. Andlise térmica



ABSTRACT

A drug product must have efficacy, safety and quality to ensure the success of
pharmacological treatment. Lack of stability can impair this triad due to the loss of the
therapeutic effect or patient exposure to toxic degradation products. The Brazilian
National Health Surveillance Agency (ANVISA) recommended, through RE N° 1
2005, the development of stability-indicating methods. These must be selective for
the drug and allow the quantification and identification of the drug and of its
degradation products. For this, studies of forced degradation are performed, in which
the drug is subjected to defined stress conditions. Currently, no stability indicating
method for benznidazole (BZN), the only drug used in Brazil for the treatment of
Chagas disease, is described in the literature. This disease is endemic in Latin
American countries and is considered a neglected disease by the WHO. In this
context, a forced degradation study of placebo, active pharmaceutical ingredient and
tablets containing BZN was carried out in all recommended degradation conditions. A
stability indicating method was developed and validated using HPLC-DAD on C18
column (150 x 4.6 mm, 5 um). In addition, binary degradations (drug-excipient) and
thermal analyzes (thermogravimetry and differential scanning calorimetry) were
performed to assess drug-excipient compatibility. The drug was susceptible to
alkaline and photolytic degradation. In the alkaline condition, there was formation of
an additional degradation product for the tablets. Incompatibilities of BZN with lactose
and magnesium stearate were observed, with a decrease in the thermal stability of
the drug in the presence of these excipients. The chromatographic method was
selective for the BZN and its degradation products, with a resolution of at least 1.3
between the peaks. Spectral homogeneity was also demonstrated for BZN under the
tested conditions. Thus, the stability indicating method developed can be used in the
stability studies and to improve formulation, ensuring the quality of the drug product
distributed to the population.

Keywords: Chagas's disease. Benznidazole. Forced degradation. Stability indicating
method. Thermal analysis
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Log P Coeficiente de particéo

Lux Unidade da intensidade de iluminagéo

M Molar

MMQO Método dos minimos quadrados ordinarios

NMP Metilpirrolidona



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS (concluséo)

NaOH Hidroxido de sédio

OMS Organizagdo Mundial de Saude

pH Potencial hidrogenidnico

pKa Constante de dissociagéo

p/v Peso por volume

p/p Peso por peso

R? Coeficiente de determinacéo

R Coeficiente de correlagéo

RMN Ressonéncia magnética nuclear

SBMT Sociedade Brasileira de Medicina Tropical

sus Sistema Unico de Saude

Tonset Temperatura de inicio do evento térmico na DSC
TR Tempo de Retencéo

Tstart Temperatura de inicio da degradacdo na TG

TG Termogravimetria

USP Farmacopeia Americana, do inglés United States Pharmacopeia
UR Umidade relativa

uv Ultravioleta

watt Unidade de poténcia
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1 INTRODUCAO

O sucesso do tratamento farmacoldgico esta diretamente relacionado a triade
qualidade, seguranca e eficacia de um medicamento. A qualidade é garantida pelo
seguimento das normas de boas praticas de fabricacdo e assegurada pelos testes
de controle de qualidade descritos nos principais compéndios oficiais. A seguranca e
a eficdcia sdo avaliadas por meio de estudos clinicos e pela andlise dos efeitos
adversos causados ndo s6 pelos medicamentos, mas também pelas impurezas que
neles estéo contidas (JAIN; BASNIWAL, 2013).

A estabilidade de um farmaco é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como a capacidade do produto farmacéutico manter suas propriedades quimicas,
fisicas, microbiolégicas e biofarmacéuticas dentro dos limites especificados, durante
todo seu prazo de validade (WHO, 1996). A falta de estabilidade, portanto, pode
causar alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas do medicamento que podem
ser perigosas para os pacientes devido a formacdo de produtos de degradacéo
toéxicos ou podendo levar ao insucesso do tratamento devido a perda do efeito
terapéutico. (KHAN et al., 2010; LEITE, 2005).

Os produtos de degradacao sdo um tipo de impureza oriunda da decomposi¢cao do
farmaco ou dos excipientes presentes na formulacdo. Varios fatores podem
favorecer a formacgao desses produtos, como: temperatura, umidade, pH, oxigénio,
luz. Uma vez que os medicamentos estdo expostos a todos esses fatores, € de
extrema importancia o desenvolvimento de estudos sobre a degradacdo de
farmacos, a fim de se determinar ndo sO o seu prazo de validade, mas também
detectar potenciais produtos de degradacéo e as condi¢bes que sao determinantes
para a manutencao de sua estabilidade (KHAN et al., 2010).

Para a realizacdo dos estudos de estabilidade, varios guias internacionais e
nacionais podem ser utilizados, como o guia ICH Q1A (R2) (ICH, 2003; KHAN et al.,
2010) e o guia da OMS (TRS No. 953) (WHO, 2009). Para uma abordagem mais
especifica sobre as impurezas em medicamentos e farmacos os guias ICH Q3B (R2)
e ICH Q3A (R2), respectivamente, sao utilizados (ICH, 2006[a] e [b]; MELO, 2012;
KHAN et al., 2010). No Brasil, as industrias farmacéuticas devem seguir as nhormas

descritas na Resolucdo n° 01, de 29 de julho de 2005 da Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitéria (ANVISA), que é um guia para a realizacdo de estudos de
estabilidade. Nessa mesma resolucdo, a realizacdo de estudos de estresse e O
desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade seletivos para a
quantificacdo do farmaco de interesse frente a seus produtos de degradacdo é
preconizado (BRASIL, 2005).

Em dezembro de 2015 a ANVISA publicou a RDC N° 53/2015 que, além de
estabelecer os parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo dos
produtos de degradacdo formados em medicamentos com substancias ativas
sintéticas e semissintéticas, preconiza a realizacdo de estudos de degradacédo
forcada ou estudos de estresse. Esses testes devem ser realizados com o IFA e com
a forma farmacéutica sob condi¢cdes extremas de luz, temperatura, calor, umidade,
hidrolise acida/alcalina/neutra e agentes oxidantes e redutores (BRASIL, 2015). Os
estudos de degradacdo forcada devem promover degradacdo em extensdo
suficiente a fim de permitir avaliagdo da formacao de produtos de degradacdo. A
degradacdo deve apresentar valor superior a 10% (dez por cento) e inferior aquela
que levaria a degradacdo completa da amostra, comprometendo o teste.

Recomenda-se um valor de no maximo 30%. (BRASIL, 2015).

As técnicas cromatogréficas, principalmente a CLAE, sdo as mais utilizadas tanto no
meio industrial quanto no meio académico, devido a sua alta seletividade e
sensibilidade, além das inUmeras opcfes de instrumentacdo, colunas e tipos de
detectores que podem estar acoplados aos equipamentos, como detectores UV e
espectrometros de massas. Estima-se que 85 a 90% dos métodos indicativos de
estabilidade desenvolvidos utilizam essa técnica (BAKSHI; SINGH, 2002). Além da
CLAE, outras técnicas como a cromatografia gasosa e a cromatografia em camada
delgada também podem ser utilizadas no desenvolvimento de métodos indicativos
de estabilidade (BAKSHI; SINGH, 2002; TZANAVARAS, 2010). Apesar de ja
existirem técnicas mais avancadas como a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE), a CLAE ainda é a técnica mais presente no desenvolvimento de métodos

indicativos de estabilidade.

A doenca de Chagas € uma doenca parasito infecciosa, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Foi descoberta em 1909 pelo cientista brasileiro Carlos Chagas

e é classificada pela OMS como uma enfermidade negligenciada. Ela é transmitida
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pelo inseto hemiptero hematofago da familia Reduviidae, sub-familia Triatominae,
conhecida popularmente no Brasil como barbeiro. E conhecida também como
tripanossomiase Americana por ser uma doenca endémica dos paises da América
central e do Sul, devido a alta distribuicdo de mais de 140 espécies do inseto vetor
(SBMT; 2016; WHO, 2013).

A doenca possui duas fases: aguda e cronica. A fase aguda geralmente pode ou n&o
apresentar sintomas, o que dificulta o diagndéstico e o tratamento, uma vez que 0s
medicamentos disponiveis, benznidazol e nifurtimox, sdo eficazes somente nessa
fase, com chances de 100% de cura. No Brasil, apenas o medicamento benznidazol
esta disponivel para o tratamento da fase aguda da doenca. Tal fato evidencia o
carater de negligéncia da doenca (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015).

Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas encontram-se infectadas pelo T. cruzi no
mundo e que 60 milhGes estdo em risco de contrair a doenga, principalmente nos 21
paises da América Latina nos quais a doenca € endémica. No Brasil, de acordo com
dados de 2010, cerca de 1 milhdo de pessoas estavam infectadas por T. cruzi
(SBMT, 2015).

Atualmente, ndo foi encontrado descrito na literatura nenhum método indicativo de
estabilidade para o benznidazol, por nenhuma técnica analitica. Tal fato demonstra a
necessidade do desenvolvimento de método indicativo de estabilidade utilizando
uma técnica amplamente utilizada nos laboratdrios analiticos, como a cromatografia

liquida de alta eficiéncia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar método indicativo de estabilidade seletivo para o farmaco
benznidazol e seus produtos de degradacdo por meio da realizacdo de estudos de

degradacéo forcada.

2.2 Objetivos especificos

o Submeter o farmaco, os comprimidos e o placebo aos testes de degradacdo
forcada e realizar analise critica do perfil de degradacdo, avaliando fatores que
podem interferir na estabilidade do medicamento.

o Desenvolver método indicativo de estabilidade especifico para o benznidazol
e seus produtos de degradacdo, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada a detector de arranjo de diodos (DAD).
o Validar o método desenvolvido de acordo com a legislagdo vigente.

o Realizar estudos de cinética de degradacao na condicdo de estresse em que
houve degradacdo do farmaco para o insumo farmacéutico ativo benznidazol e para

o produto acabado (comprimidos).

o Investigar interacdes existentes entre o IFA e 0s excipientes utilizados na
producdo dos comprimidos, empregando calorimetria exploratdria diferencial,

termogravimetria e difragéo de raio-X.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Estabilidade de farmacos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estabilidade € a
capacidade do produto farmacéutico manter suas propriedades quimicas, fisicas,
microbiologicas e biofarmacéuticas dentro dos limites especificados, durante todo
seu prazo de validade (WHO, 1996). A falta de estabilidade, portanto, pode causar
alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas do medicamento, levando a perda do
efeito terapéutico e/ou a formacédo de produtos de degradacdo toxicos. (KHAN,
2010; LEITE, 2005). Tendo em vista que o0 sucesso do tratamento
farmacoterapéutico depende da qualidade, seguranca e eficacia de um

medicamento, a estabilidade é um parametro que deve ser assegurado.

As impurezas sao definidas pelo International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH),
por meio dos guias ICH Q3A e ICH Q3B, como qualquer componente presente no
medicamento que ndo possua a mesma composicdo quimica definida para o
farmaco ou seus excipientes (ICH, 2006[a]; ICH, 2006[b]). Essas impurezas estao
classificadas nos guias do ICH como sendo de origem inorgénica, organica, outros
materiais e solventes residuais (JAIN, 2013). Como exemplos de impurezas
inorganicas podem-se citar os catalisadores, metais pesados, residuos ou outros
materiais empregados na sintese do insumo farmacéutico ativo (IFA). As de origem
organica sao os intermediarios de sintese, subprodutos, substancias relacionadas e
produtos de degradacdo (MELO, 2012). Uma vez que nao € possivel a obtencéo de
produtos completamente livres de impurezas e que estas podem possuir efeitos
farmacoldgicos e causar efeitos adversos, a concentragdo das impurezas deve ser
controlada e estar em niveis aceitaveis (BOULDER, 2015; HOLM; ELDER, 2015).

Os produtos de degradacao sdo um tipo de impureza oriunda da decomposicao do
farmaco ou dos excipientes presentes na formulacdo. Varios fatores podem
favorecer a formacao desses produtos, como: temperatura, umidade, pH, oxigénio,
luz e os excipientes. Uma vez que 0os medicamentos estdo expostos a todos esses
fatores, é de extrema importancia o desenvolvimento de estudos para avaliar a

degradacédo de farmacos, a fim de se determinar ndo s6 o seu prazo de validade,
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mas também detectar potenciais produtos de degradacdo e as condi¢bes que sdo

determinantes para a manutencao de sua estabilidade (KHAN et al., 2010).

Como a estabilidade depende de fatores ambientais, para a realizacdo de estudos
de estabilidade, o planeta foi classificado em quatro zonas com diferentes
especificacoes de temperatura e umidade (zona I: temperada; zona Il: subtropical,
mediterranea; zona lll: quente e seca e zona |V: quente e Umida), para possibilitar a
comercializacdo dos produtos em outras zonas climaticas (GRIMM, 1998; BOTT,
OLIVEIRA, 2007; SILVA, 2009). O Brasil encontra-se situado na zona climéatica 1V,
que é caracterizada por alta temperatura e umidade, padrbes dominantes na maior

parte do pais, mesmo que com algumas diferencas inter-regionais.

Para a realizacdo dos estudos de estabilidade, véarios guias internacionais e
nacionais podem ser utilizados. Em 1990, autoridades regulatorias e associacdes
das industrias farmacéuticas da Europa, Japdo e EUA criaram um organismo
denominado Comité Internacional de Harmonizacdo dos Requisitos Técnicos para
Registro de Produtos Farmacéuticos para uso em Seres Humanos (ICH). Em 1993
foi publicado o primeiro guia que tratava de testes de estabilidade para novas
substancias e produtos (ICH Q1A), que foi substituido, em 2003 pela versdo ICH
Q1A (R2), que é ainda utlizada (ICH, 2003; KHAN, 2010). A OMS também
estabeleceu guia para estudo de estabilidade (TRS No. 953), em 2009 (WHO, 2009).
Para uma abordagem mais especifica sobre as impurezas em medicamentos e
farmacos os guias ICH Q3B (R2) e ICH Q3A (R2) respectivamente, sdo utilizados.
(ICH, 2006[a] e [b]; MELO, 2012; KHAN, 2010)

No Brasil, as industrias farmacéuticas devem seguir as normas descritas na
Resolucdo n° 01, de 29 de julho de 2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que € um guia para a realizacdo de estudos de estabilidade. As principais
aplicacdes desse guia sao a previsao, determinacdo e acompanhamento do prazo
de validade de produtos farmacéuticos por meio de trés estudos: acelerado, longa
duracdo e de acompanhamento. O primeiro é projetado para acelerar a degradacéo
quimica e/ou mudanca fisica de um produto farmacéutico e assim simular as
condi¢cbes drasticas de armazenamento, com temperatura e umidade mais altas. O
estudo de longa duracgéo € projetado para avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas

e microbioldgicas do produto farmacéutico ao longo do prazo de validade esperado.
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Ele é realizado em condi¢cbes de umidade e temperatura menos drasticas que
aquelas empregadas no estudo acelerado. Ja com os estudos de acompanhamento
objetiva-se garantir a manutencdo das caracteristicas observadas nos estudos de
longa duracdo. A avaliacdo desses estudos é realizada por meio de retirada de
amostras nos tempos determinados pelo guia e realizagdo de analises de
doseamento, quantificacdo de produtos de degradacao, dissolugcdo e pH (quando
aplicaveis) (BRASIL, 2005; SILVA et al., 2009).

Em dezembro de 2015, a ANVISA publicou a RDC N° 53/2015, que estabelece os
parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo dos produtos de
degradacdo formados em medicamentos com substancias ativas sintéticas e
semissintéticas, classificados como novos, genéricos e similares, ao longo do seu
prazo de validade, e da outras providéncias. Estabelece também as condi¢cBes para
realizacdo dos estudos de degradacéo forcada, para o estabelecimento do perfil de
degradacéo (BRASIL, 2015). Na Tabela 1 estdo descritos os limites adotados para a

notificacéo, identificacdo e qualificacdo de impurezas de acordo com essa resolucao.

Tabela 1 - Limites para notificacao, identificacdo e qualificacdo dos produtos de
degradacédo presentes em medicamentos.

Dose méxima diaria’ Limites?
Limites de <1g 0,1%
notificagao >1g 0,05%
<1lmg 1,0% ou 5 ug ATD, o que for menor
Limites de 1 mg-10 mg 0,5% ou 20 ug ATD, o que for menor
identificagao >10mg-2g 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor
>2g 0,10%
<10 mg 1,0% ou 50 ug ATD, o que for menor
Limites de 10 mg — 100 mg 0,5% ou 200 pug ATD, o que for menor
qualificacao >100mg-2g 0,2% ou 3 mg ATD, o que for menor
>2g 0,15%

1 - Quantidade maxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia.

2 - Limites dos produtos de degradacgéo sdo expressos como a percentagem do insumo farmacéutico
ativo ou como a administracao total diaria (ATD) de um produto de degradacéo.

De acordo com essa resolucdo, o limite de notificacdo € o valor acima do qual um

produto de degradacdo devera ser reportado no(s) estudo(s) de estabilidade. O
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limite de identificacdo € o valor acima do qual um produto de degradacdo devera ter
sua estrutura quimica identificada. Por fim, o limite de qualificagdo é o valor acima
do qual um produto de degradacéo devera ser qualificado, por meio de avaliacdo da
genotoxicidade e estudos gerais de toxicidade utilizando metodologia validada e

conforme guia especifico (BRASIL, 2015).

Assim, para o registro de medicamentos nas agéncias regulatérias, esses limites
devem ser obedecidos e a identificacdo e qualificacdo, quando necessarias, devem
ser feitas utilizando-se técnicas analiticas adequadas, como cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) acoplada a detectores DAD e espectrometro de massas, que
€ a técnica mais amplamente utilizada. Além dessas técnicas, também podem ser

empregadas a cromatografia gasosa e a eletroforese capilar (GOROG, 2003).

3.2 Estudos de degradacéo forcada e métodos indicativos de estabilidade

Os produtos de degradacdo sdo uma das fontes de impurezas encontradas nos
medicamentos, tanto no insumo farmacéutico ativo (IFA) quanto no produto acabado
(QUI; NORWOOD, 2007). De acordo com Reymond (2002), existem quatro
principais mecanismos de degradacdo: hidrélise, fotdlise, termdlise e oxidacao.
Dessa forma, a legislacao brasileira, por meio da RDC N° 53/2015, preconiza a
realizacdo de estudos de degradacao forcada ou estudos de estresse com o IFA,
plavebo e com a forma farmacéutica, sob condi¢cdes extremas de luz, temperatura,
calor, umidade, hidrolise acida/alcalina/neutra e agentes oxidantes e redutores. Um
dos principais objetivos desse estudo é o desenvolvimento de métodos indicativos
de estabilidade que demonstrem seletividade e especificidade adequadas. Além
disso, é possivel obter informacdes sobre as possiveis rotas de degradacao dos
produtos formados (BRASIL, 2015; SILVA et al., 2009).

Para o monitoramento dos resultados obtidos nos estudos de degradacao forcada,
um método indicativo de estabilidade deve ser desenvolvido para identificacdo e
quantificacdo de produtos de degradacao formados. De acordo com o guia do Food
and Drug Administration (FDA), um método indicativo de estabilidade pode ser
definido como "meétodo analitico validado capaz de quantificar com exatiddo e
precisdo a substancia ativa livre do processo de impurezas, excipientes e produtos
de degradacgao" (FDA, 2000).
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Assim, pode-se concluir que esse teste faz parte da avaliagdo da estabilidade
intrinseca do farmaco, com objetivos mais especificos, como: determinar as
transformacdes estruturais desses compostos; detectar potenciais produtos de
degradacéo; facilitar o aprimoramento de formulacdes e processos em paralelo aos
estudos de estabilidade acelerada conduzidos; determinar as condigdes acidentais
de exposicdo que podem ser prejudiciais para o0s produtos; e auxiliar no
estabelecimento de parametros especificos indicadores de estabilidade (KATS,
2005).

De acordo com a RDC N° 53/2015, os estudos de degradacdo forcada devem
promover degradacdo em extensdo suficiente a fim de permitir avaliagdo da
formacéo de produtos de degradacdo. A degradacdo deve apresentar valor superior
a 10% (dez por cento) e inferior aquela que levaria a degradacdo completa da
amostra, comprometendo o teste. Além disso, o estudo pode ser realizado em um
lote em escala laboratorial, piloto ou industrial. Deve também ser realizado, para fins
de comparacédo, com a formulacdo, com o placebo e no insumo(s) farmacéutico(s)
ativo(s) isolado(s) e associado(s), no caso de associacdes em dose fixa (BRASIL,
2015).

Um método indicativo de estabilidade pode ser definido conforme sua natureza
especifica ou seletiva. O método especifico é aquele que consegue quantificar, de
forma inequivoca, o analito de interesse na presenca dos produtos de degradacéo,
excipientes e aditivos, que se espera que estejam presentes na formulacdo. O
método seletivo é aquele capaz de determinar qualitativa e quantitativamente o
farmaco e também o0s outros componentes presentes (impurezas e produtos de
degradacédo) (BAKSHI; SINGH, 2002). De acordo com as agéncias reguladoras,
como a ANVISA, FDA e ICH, os métodos seletivos sdo mais recomendados, ja que
sdo capazes de separar os produtos de degradacdo formados do farmaco e

quantificar tanto o farmaco quanto os produtos de degradacao (KATS, 2005).

Existem, basicamente, trés etapas necessarias para o desenvolvimento de um
método indicativo de estabilidade: geracdo de produtos de degradacdo para testar a
seletividade do método; desenvolvimento do método avaliando sua seletividade e
especificidade e validacdo do método desenvolvido (CIONE, 2007). Além disso, é

necessario realizar estudo critico da estrutura quimica do analito e das possiveis
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7

rotas de degradacdo. Para o desenvolvimento do método analitico, é importante
coletar informacdes sobre as propriedades fisico-quimicas do farmaco como pKa,
solubilidade, log P e capacidade de absor¢cédo na regiao UV-VIS, a fim de selecionar

técnicas de separacédo e detectores adequados (BAKSHI, 2002).

ApoOs a realizacé@o do estudo, € necessaria a andlise critica dos resultados, que deve
conter a verificagdo da pureza de pico do insumo farmacéutico ativo no
medicamento e a avaliacdo dos fatores que podem interferir de alguma forma na
estabilidade do medicamento (BRASIL, 2015).

3.2.1 Interacéo excipientes e IFA

A realizacdo dos testes de estresse com o placebo se faz importante para anélise da
possivel interferéncia deles com o principio ativo. Apesar dos excipientes terem que
se apresentar inertes quimica e fisicamente e inativos toxicologicamente, pesquisas
vém demonstrando que as propriedade finais do farmaco, como biodisponibilidade e
estabilidade podem ser influenciadas pela presenca de excipientes. Isso pode ser
causado pelos processos de tecnologia de producdo aos quais 0 medicamento é
submetido, como granulacdo por via Umida, por via seca ou compressao direta
(CHADHA, BHANDARI, 2014; ZHANG, 2018).

As interacdes entre farmaco e excipiente sdo classificadas como fisicas ou quimicas.
Interacdes fisicas séo caracterizadas quando ndo ocorre uma reagdo quimica, mas
parametros como solubilidade, dissolucdo e biodisponibilidade séo alterados. Essas
mudancas podem ocorrer devido a mudancgas na cor, odor, gosto, mudanca na
forma polimérfica ou cristalina do farmaco na presenca de excipientes (SILVA,
2017). Por outro lado, as intera¢cdes quimicas sdo caracterizadas por uma reacao
quimica entre o farmaco e o excipiente ou modificacdo do pH do meio, acelerando a
reagdo quimica. Isso pode ocorrer também devido a presenca de baixos niveis de
impurezas que podem reagir com 0s principios ativos, causando degradacéo e
problemas de estabilidade, podendo causar, como dito anteriormente, efeitos toxicos
e indesejaveis aos pacientes (ZHANG et al, 2017).

A andlise de compatibilidade entre farmaco e excipientes é feita, geralmente, no

momento do desenvolvimento farmacotécnico do comprimido. E comumente
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realizada com misturas fisicas entre o farmaco e o excipiente na propor¢édo 1:1 em
massa, para que dessa forma as possiveis interacdes existentes possam ser
maximizadas. A temperatura e a presenca de agua sao dois fatores que podem
acelerar a interacao entre o farmaco e o excipiente, podendo provocar mudancas na
cor e no estado fisico que indiquem essa interacao. Algumas técnicas analiticas sao
utilizadas para investigar a existéncia dessas interagdes e incompatibilidades, como
a CLAE; andlises térmicas, como termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC); e difracdo de raio-X (DRX) (CHADHA, BHANDARI, 2014).

A TG € uma técnica na qual a variacdo da massa da substancia € determinada em
funcdo do tempo e da temperatura, por meio de uma termobalan¢a no equipamento.
Essa técnica permite determinar a porcentagem de massa perdida por uma
substancia, sendo possivel perceber perdas de agua e de decomposicdo da
substancia. Assim, € possivel comparar as curvas obtidas para a substancia pura e
para as misturas entre IFA e excipientes a fim de se perceber incompatibilidades
como diminui¢cdo da estabilidade do IFA na presenca do excipiente (GIRON, 1998;
IONASHIRO, 2004).

Na DSC, uma substancia de referéncia e a substancia em andlise sdo submetidas a
uma programacao controlada de temperatura e a diferenga da energia fornecida a
essas duas substancias é medida em funcdo da temperatura. Essa técnica permite
acompanhar os efeitos de calor associados com alteracfes fisicas ou quimicas da
amostra como: transices de fase (fusdo, ebulicdo, sublimacédo, congelamento,
inversdes de estruturas cristalinas) ou reacdes de desidratacédo, de dissociacao, de
decomposicdo, de oOxido-reducdo capazes de causar variacbes de calor, sendo
possivel a andlise de efeitos endotérmicos e exotérmicos (IONASHIRO, 2004).
Potenciais incompatibilidades podem ser apresentadas pelo aparecimento,
mudancas ou desaparecimento de picos e variagdes nas entalpias de transicbes da

substancia sozinha e junto com o excipiente. (SILVA, 2017).

Por fim, a DRX é uma técnica ndo destrutiva que analisa a estrutura cristalina da
substancia. Ela pode ser utilizada de forma qualitativa ou quantitativa e juntamente
com as técnicas de analise térmica, detecta incompatibilidades entre IFA e
excipiente por meio do aparecimento ou desaparecimento de picos e variacbes em

suas intensidades no difratograma (grafico que mede a intensidade versus angulo de
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refracdo). Além disso, essa técnica € capaz de identificar interacdes que causam a
modificagcdo nas estruturas cristalinas e amorfas, assim como formas polimérficas do
principio ativo (NEWMAN, BYRN, 2003; SILVA, 2017).

3.2.2 Delineamento dos testes de degradacao forgcada

Na literatura ndo hd uma padronizacdo de como os estudos de degradacao forcada
devem ser conduzidos. Alsante (2003) demonstrou a grande variacdo existente nas
condicbes de estresse utilizadas em estudo realizado com 20 industrias
farmacéuticas, nas quais os protocolos e as condicdes de degradacédo forcada
utilizadas por eles, foram investigadas. Isso deve-se, principalmente, a diversidade
das caracteristicas estruturais e fisico-quimicas das substancias que sdo submetidas
a esses testes. Além disso, deve-se atentar que as condi¢des impostas ndo devem
ser muito severas, a fim de se evitar a formacdo de produtos de degradacédo
improvaveis (REYNOLDS et. al, 2002).

Considerando tal situagédo, autores como Bakshi e Singh (2002) e Baertschi e
colaboradores (2011) elaboraram guias praticos e detalhados para escolha das
condicbes a serem utilizadas. Fluxogramas de tomadas de decisdes a partir dos
resultados obtidos foram construidos por Singh e Bakshi (2000) com o objetivo de se
alcancar a degradacédo exigida pela legislacdo por meio da realizacdo do menor

namero de experimentos possiveis.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as condi¢cdes sugeridas por Baertschi e

colaboradores (2011) para iniciar a realizacao dos testes de degradacéo forcada.
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Tabela 2 - Condic¢des de estresse as quais os farmacos e medicamentos devem ser

expostos.

Condicéao Valor
Aquecimento 60 °C
Umidade 75% UR ou mais
Solucao acida 0,1 N HCI
Solucéo béasica 0,1 N NaOH ou KOH
Solucao oxidativa 0,3% H,0,
Fotolica UV-B fluorescente
fons metalicos 0,05M Fe ** ou Cu *

Todas as condi¢des preconizadas sdo, de alguma forma, criticas para a estabilidade
do IFA e do produto acabado.

3.2.2.1 Utilizac&o de cosolvente

Os estudos de estresse sao feitos em sua maioria em meios aguosos, COmo nas
condi¢bes de hidrolise e oxidagdo. Assim, a solubilidade da substancia € um fator
limitante, uma vez que muitos farmacos séo insolaveis em agua em diferentes pHs.
Dessa forma, o estudo pode ser conduzido em suspensao ou por meio da utilizacédo
de cosolvente, que é a adicdo da menor quantidade necessaria de um solvente no
qual a substancia em analise é sollvel. Os dois solventes mais utilizados nessas
situagOes sao acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH). O MeOH possui um maior
potencial de participacdo nas reacdes de degradacao, podendo funcionar como um
nucledfilo, reagindo com sitios ativos da substancia ou de intermediarios, formando
produtos de degradacdo que ndo seriam formados na sua auséncia. A ACN é
considerada um solvente mais inerte e tipicamente mais utilizado que o metanol.
Entretanto, também pode participar das reacdes de degradacdo. Uma das reacdes
descritas € a epoxidacdo na presenca de peroxidos, na qual ela funciona como
catalisadora em meio basico. A ACN também sofre degradacédo em meio alcalino ou
acido sob temperaturas elevadas, sendo detectados niveis de acetamida e acido
acético, que podem co-eluir com as substancias em analise no método desenvolvido

por CLAE. Para certificacdo da natureza desses picos, solu¢cdes em branco devem
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ser submetidas as mesmas condicbes de degradacdo. Na presenca de
Azobisisobutironitrila (AIBN), ACN pode ser oxidada (BAERTSCHI; ALSANTE;
REED, 2011). Na Tabela 3 estdo mostradas as opc¢des de cosolventes que podem

ser utilizados de acordo com a condi¢cao a ser estudada.

Tabela 3 - Cosolventes que podem ser utilizados em diferentes condi¢des de pH.

pH &cido pH neutro pH basico
Acetonitrila
Acetonitrila DMSO
DMSO Acetonitrila Dimethoxyethane (Glyme)
Acido acético Metanol Diglicol metil éter
Acido propionico Metilpirrolidona (NMP) (Diglyme)
THF 1,4 dioxano
Metanol

Fonte: BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011

3.2.2.2 Degradacéo termolitica (termdlise)

A degradacéo termolitica pode ser definida como a quebra de ligacdo covalente, a
pirdlise, causada pela exposicdo da substancia, em estado solido, a temperaturas
elevadas, suficientes para tal. No contexto da degradacdo de farmacos, pode-se
também considerar esse termo para descrever reacbes que ocorrem em
temperaturas mais elevadas, sendo ela um caminho para acelerar a degradacao,
como hidrélise, desidratacdo, isomerizacdo, epimerizacdo, descarboxilacao,
rearranjos e alguns tipos de reacdo de polimerizagcdo (BAERTSCHI; ALSANTE;
REED, 2011). Nesse caso, dentre as condi¢cdes descritas, a temperatura, por ser
responsavel por acelerar a velocidade de uma reacao, € a condicdo mais critica,
principalmente considerando a localizacdo do Brasil na zona IV de temperatura e
umidade (LEITE, 2005).

O guia Q1A(R2) do ICH, que descreve os estudos de degradacao forcada, sugere
que seja feito um incremento de 10 °C acima das condicbes que devem ser
testadas. Logo, temperaturas a partir de 60 °C devem receber aumentos de 10 °C
até no méaximo 80 °C para analise da decomposi¢cédo (ICH-Q1A(R2), 2003).
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3.2.2.3 Degradacéao hidrolitica (hidrolise)

Outra condicdo bastante critica para a estabilidade é a umidade. Ela pode promover
reacoes de hidrdlise e afetar ndo somente farmacos higroscéopicos, mas também os
nao higroscopicos. A agua pode participar da reacdo de duas formas: como
reagente ou por sua adsorcdo a superficie do produto, formando uma camada de
agua que pode dissolver a substancia e degrada-la. Além disso, pode alterar seu
estado fisico, e assim sua reatividade. A utilizacdo de embalagens impermeaveis
pode dificultar a acdo da umidade (LEITE, 2005).

A hidrélise é uma das reacbes mais observadas em produtos farmacéuticos, devido
principalmente & presenca de grupos funcionais como amidas, lactonas e ésteres
gue sao muito susceptiveis a essas reacdes. Aléem disso, o pH, tampdes, solvente e
outros aditivos como agentes complexantes, surfactantes e excipientes influenciam
diretamente o processo de degradacdo, podendo aumentar ou diminuir a velocidade
das reacdes. Como a hidrélise e a oxidacdo sdo as principais reacdes observadas,
essas podem ser catalisadas por acidos e bases (BAERTSCHI; ALSANTE; REED,
2011; LEITE, 2005).

De acordo com Baertschi e colaboradores (2011), os testes de degradacao
hidrolitica devem ser realizados de forma a expor o IFA e produto acabado a
condi¢fes acidas, neutras e alcalinas, abrangendo uma faixa de pH que varie de 1 a
13. O uso de cosolvente deve ser feito quando o farmaco ndo apresenta solubilidade
suficiente em meio aquoso, considerando as limitacbes que o uso de cada
cosolvente possui. Temperaturas elevadas, até 70° C, sdo recomendadas para
acelerar as reacOes de hidrolise e o periodo maximo de exposicdo a esses agentes
estressantes é de uma semana (7 dias); entretanto, tempos mais longos podem ser
utilizados, se desejado. A neutralizacdo das amostras antes da sua analise néo é
recomendada devido a possibilidade de provocar precipitacgdo ou reacodes
secundarias. Entretanto, pode trazer um aumento na estabilidade das colunas
cromatograficas e interrompe a reacdo de degradacdo que estd em curso
(BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011).

Como descrito na Tabela 2, as condic¢des iniciais dos estudos de hidrolise sugeridas

sdo de 0,1 N tanto para o pH acido, por meio da utilizacdo de solucdo de HCI,
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quanto para o meio basico, por meio da utilizacdo de solu¢cdo de NaOH ou KOH em
temperatura ambiente. Se ndo houver degradacdo suficiente, acréscimos na
temperatura (40 °C a 70 °C), seguidos de acréscimos no pH (até 1 N) e no tempo de

exposicao, podem ser feitos para se obter uma degradacao suficiente.
3.2.2.4 Degradacéo fotolitica (fotdlise)

A luz é um fator que pode influenciar a degradacdo em determinados comprimentos
de onda por meio da ativacdo de diferentes reacBes como polimerizacdo, oxidacao,
rearranjo de anéis, reducédo, isomerizacao e ruptura de ligacdes. A reacao de fotdlise
€ resultado da absorcdo de radiacdo eletromagnética, principalmente na regido do
ultravioleta (UV) e visivel, pela maioria das substancias terapeuticamente ativas. De
acordo com o guia de fotoestabilidade do ICH, estudos confirmatérios sao
responsaveis por determinar a necessidade da utilizacdo de embalagens ambar para
se evitar a exposicao dos farmacos a essa condicdo e consequentemente evitar sua
degradacédo. Esse estudo é feito pela exposicao do farmaco a 1,2 milhdes de lux.h
(visivel) e 200 watt.h/m? (ultravioleta). J& nos testes de degradacdo forcada, a
exposicao deve ser de 3 a 5 vezes o valor empregado no estudo confirmatorio. Além
disso, uma amostra controle, ou seja, uma amostra exposta as mesmas condi¢cdes
exceto a luz, deve ser feita para comparacdo com a amostra em analise (ICH-Q1B,
1996; LEITE, 2005).

3.2.2.5 Degradacéao oxidativa

by

As reacdes de oxidacdo sd@o devidas principalmente & presenca de oxigénio em
abundéancia no ar atmosférico. Além dele, outros agentes como ions metalicos
também promovem a oxidacdo e, por isso, sdo utilizados para os estudos de
degradacéo forcada. Dessa forma, pode-se citar trés principais vias oxidativa, que
podem mediar a degradacdo do farmaco: oxidacdo iniciada por radicais (também
conhecido como auto-oxidagcdo); oxidacdo mediada por perdoxido e oxidacao
mediada por transferéncia de elétrons (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011,
LEITE, 2005).
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3.2.2.5.1 Auto- oxidacao

Na auto-oxidacdo, o processo € iniciado por radicais e deve-se principalmente a
presenca de impurezas nos excipientes presentes na formulacdo que agem como
iniciadores, como hidroperdxidos organicos, metais e reagentes. Outros fatores
como luz e temperatura podem influenciar a degradacdo, uma vez que O0sS
intermediarios da reacdo sdo instaveis. Por isso, os estudos de degradacdo
oxidativa devem ser realizados em temperatura ambiente. Além da etapa de
iniciacdo, outras duas etapas estdo envolvidas no processo de auto-oxidacao:
propagacdo e término, como mostrado na Figura 1. De maneira geral, a formacao
de radicais peroxi e alcoxi, por meio da reacdo entre ions de metais de transicao e
impurezas encontradas nos excipientes, é a responsavel pela reacdo com o
farmaco, originando radicais do proprio farmaco. Esses radicais, por sua vez,
reagem com o0 oOxigénio presente no meio, dando origem a radicais peroxidos
derivados do farmaco, que reagem com outra molécula do farmaco a fim de formar
hidroperoxidos do farmaco. O processo termina quando ocorre uma reagao entre
dois radicais derivados do farmaco. Uma forma de se avaliar a auto-oxidacéo é por
meio da utilizacdo de uma solugdo contendo iniciadores, como € o caso da
azobisisobutironitrila (AIBN). A degradacdo nessa condicdo pode ser feita em
temperatura de 40 a 60 °C por um periodo de até 7 dias (BAERTSCHI; ALSANTE;
REED, 2011). Na Figura 2 esta mostrada a reacédo de formacédo do radical a partir
de AIBN.
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Figura 1- Mecanismo envolvido nas trés fases da auto-oxidagao: iniciacao,

propagacao e terminacao.

Iniciacao
RmpOOoH + Fe! ———= R _00. + Fe®™ + H*
RimpOOH  + Fe® ——= RmpO - + Fe™ + oOH
Propagacao

RmpOO- + D—H ——= R;,,00H + D

R:

|rrpo' + D—H ——m—= Rin’pOH + D

D- + O, ——= DOO-

DOO- + D—H ——= DOOH + D —

Terminacao

DOO- + DOO- —> produtos ndo-radicalares

Fonte: adaptado e traduzido de Baertschi, Alsante e Reed (2011). Ri,, = impurezas

encontradas em niveis residuais nos excipientes; D = molécula do farmaco.

Figura 2— Mecanismo envolvido na formac¢ao do radical a partir do AIBN.

N N

T T CN CN
N—/—N C aguecimento
H,C | NN | Hj H5C . + . CHj,
CHs CHa CHy CHy

N N2
CN CN
H;C . + Oo—O0 —_— H;C o
oxigénio
CH, dissohido CH;

Fonte: adaptado e traduzido de Baertschi, Alsante e Reed (2011).

3.2.2.5.2 Oxidacdo mediada por perdxido

Outra forma de ocorréncia de oxidacdo do farmaco € mediada por peroxido. Essa
substancia pode ser encontrada em diversos excipientes e, por isso, é de grande
importadncia investigar a susceptibilidade do farmaco a essa condigéo.
Diferentemente da auto-oxidacdo, esse mecanismo de degradacdo ndo envolve a

formacdo de um radical. O estudo de degradacéo forcada nesse meio envolve a
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utilizac@o de solucdo de perdxido de hidrogénio, iniciando com uma concentragao de
0,3% por 24h em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Se n&o for observada
degradacdo do farmaco, uma concentracdo de até 3%, por 72h, em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, pode ser utilizada sem que produtos improvaveis sejam
formados. Se apos essas condi¢cdes nao for observada degradacdo, o farmaco é
considerado estavel (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011).

3.2.2.5.3 Oxidacao mediada por transferéncia de elétrons

Outra via de oxidacdo na qual o farmaco esta susceptivel € aquela mediada por
transferéncia de elétrons na presenca de ions metélicos, como cobre (I1) e ferro (ll1).
Nessa via, o farmaco perde elétrons de seus grupos funcionais formando espécie
cationica radicalar instavel. Essa espécie radicalar reage com o oxigénio formando
produtos de degradacdo. Para a avaliacdo da estabilidade do farmaco nessa
condicdo, amostras de IFA e produto acabado podem ser submetidas ao contato
com solucdes de cobre (1) e ferro (lll), iniciando com concentracdo de 0,05 M em
temperatura ambiente por 24h. Se nao for observada degradacéo, pode ser utilizada
temperatura de até 40 °C por 72h (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011).

3.3 Técnicas empregadas no desenvolvimento de métodos indicativos de
estabilidade.

Diferentes técnicas analiticas tém sido utilizadas para o desenvolvimento de
métodos indicativos de estabilidade, como técnicas volumétricas, cromatograficas e
espectrofotométricas. Porém, as técnicas cromatograficas, principalmente a CLAE,
sdo as mais utilizadas tanto no meio industrial quanto no meio académico, devido a
sua alta seletividade e sensibilidade, além das inUmeras op¢des de instrumentacao,
colunas e tipos de detectores que podem estar acoplados aos equipamentos, como
detectores UV e espectrometros de massas. Além da CLAE, outras técnicas como a
cromatografia gasosa e a cromatografia em camada delgada também podem ser
utilizadas no desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade (BAKSHI,
2002; TZANAVARAS, 2010).

A CLAE é a técnica mais utilizada devido a sua alta capacidade de resolucao,

sensibilidade e especificidade, podendo ser utilizada para a separacdo de analitos
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com diferentes caracteristicas como substancias nado volateis, termicamente
instaveis e idnicas. Além disso, é a técnica mais presente nos laboratoérios analiticos,
0 que permite a ampla aplicacdo dos métodos indicativos de estabilidade. Estima-se
que 85 a 90% dos métodos descritos em estudos de degradacéo forcada utilizam
essa técnica (BAKSHI, 2002).

3.4 Identificacdo dos produtos de degradacéao

O detector de arranjo de diodos (DAD) € o0 mais largamente utilizado em
cromatografia, podendo estar acoplado tanto a CLAE, quanto a CLUE. Uma grande
vantagem é a avaliacdo da presenca de produtos de degradacdo em diferentes
comprimentos de onda do espectro UV, com o uso do DAD. Apesar de sua ampla
aplicacao, ele apresenta algumas limitaces, principalmente em analise qualitativa,
para identificacdo de impurezas e produtos de degradacdo. Nesse caso, a andlise
esta limitada a substancias conhecidas e que podem ter seus tempos de retencédo e
espectros comparados com substancias de referéncia (LANCAS, 2009). Outro fator
critico € que muitas vezes os produtos de degradacdo mantém o mesmo grupo
cromoéforo do principio ativo, assim como uma estrutura semelhante, podendo co-
elur com o farmaco de interesse, ndo sendo possivel sua identificacdo e
guantificacdo. Além disso, pode ndo possuir grupos cromoforos que absorvam na
regidao do UV ou que absorvam fracamente no comprimento de onda utilizado, ndo
sendo possivel quantificar de forma correta, o que impossibilita o célculo do balanco
de massas (GOROG, 2003; SINGH, 2012). Dessa forma, a utilizacao de detectores
capazes de identificar com mais seguranca as impurezas e produtos de degradacao
sdo recomendados, como 0 espectrdmetro de massas e a ressonancia magnética
nuclear (BAKSHI, 2002; FREED, 2004; PAN, 2010; SINGH, 2012).

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica que possui como principio fisico a
formacéo de ions de compostos organicos por um método adequado, separando-o0s
de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z). A abundancia relativa dos ions
formados € determinada, podendo ocorrer ou ndo a fragmentagdo da molécula. Se
somente com a utilizacdo da EM néo for possivel a elucidacdo das substancias
analisadas, outra técnica pode ser empregada, como é o caso da ressonancia

magnética nuclear (RMN), que explora as propriedades magnéticas dos nucleos


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Don
https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
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atdmicos de hidrogénio e/ou carbono, determinando as propriedades fisico-quimicas
dos &tomos ou moléculas nos quais eles estdo contidos. Assim € possivel ndo so
elucidar as estruturas das substancias desconhecidas, como também identificar as
conhecidas e quantifica-las (SINGH, 2014; RAMACHANDRA, 2016).

3.5 Doenca de Chagas

3.5.1 Aspectos gerais

A doenca de Chagas € uma doenca parasito infecciosa, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Foi descoberta em 1909 pelo cientista brasileiro Carlos Chagas
e é classificada pela OMS como uma enfermidade negligenciada. Ela é transmitida
pelo inseto hemiptero hematofago da familia Reduviidae, sub-familia Triatominae,
conhecida popularmente no Brasil como barbeiro. E conhecida também como
tripanossomiase americana por ser uma doenca endémica dos paises da América
Central e do Sul, devido a alta distribuicdo de mais de 140 espécies do inseto vetor
(SBMT; 2016; WHO, 2013).

O mecanismo de transmissdo é classificado como primario quando ocorre pela
picada do vetor, por transfusdo sanguinea, transmissdo oral e congénita; e
secundaria quando ocorre por meio do transplante de érgaos, acidentes laboratoriais
e transmissdo sexual. Dentre essas, historicamente, a principal forma de
transmissao é pela picada do vetor. Na Figura 3 estd mostrado o ciclo de vida do
parasito no ser humano e no triatomineo (CORRASA et al., 2017; KIRCHHOFF,
2011).

A doenca possui duas fases: aguda e cronica. Durante a fase aguda € possivel
visualizar o parasito em amostra de sangue do paciente, sendo o0 exame
parasitolégico o mais indicado nessa fase. Essa fase geralmente pode ou nao
apresentar sintomas, o que dificulta o diagnéstico e o tratamento, uma vez que 0s
medicamentos disponiveis, benznidazol e nifurtimox, séo eficazes somente nessa
fase, com chances de 100% de cura. Os sintomas que podem aparecer,
principalmente quando ocorre a infecgéo vetorial, sdo: sinal de porta de entrada da
infeccdo, febre, edema subcutaneo, aumento do volume de linfonodos,

hepatomegalia, esplenomegalia, além de evidéncias de miocardite e de
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meningoencefalite. Se o tratamento nado for realizado nessa fase, a doencga avanca
para um estado crénico, que geralmente também € silenciosa, apresentando
sintomas cardiacos em 30% dos casos e digestivos em 10% dos casos. Nessa fase
o diagnostico é essencialmente sorolégico. Considera-se individuo infectado na fase
cronica aquele que apresenta anticorpos anti-T. cruzi da classe IgG. A forma
cardiaca da doenca € chamada cardiopatia chagésica crénica (CCC) e € a forma
clinica sintomética mais prevalente da doenca de Chagas. Ela é responsavel pela
elevada carga de morbimortalidade, com grande impacto social e médico-trabalhista
(SBMT, 2016; MSF, 2016).

Figura 3- Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no triatomineo e no ser humano

NO TRIATOMINEO NO SER HUMANO
Picada do triatomineo as formas tripomastigotas penetram nas
o passagem dos trypanosomas (na forma e células ao redor da picada do triatomineo
tripomastigota) pelas fezes do inseto
no interior das células,

rypanosomas ha formia

tripomastjgota no intestino do A G \
einseto

WLA@@
-

As formas amastigotas
se multiplicam por
divisdo bindria, dentro

As formas tripomastigotas
podem infectar outras células e da célula infectada

tornam a se transformar em

‘ Multiplicacdo dos & 2
a Inseto triatomineo
trypanosomas no estdmago
o doﬁgto
amastigotas intracelulares, em
novos locais de infecgdo. Podem
e Ingestdo dos protozoarips [na ficar visiveis os sintomas clinicos

e Trypanosomas forma tripomastigota) pelg inseto \a partir desse ciclo infeccioso.
na forma

- \_/ A

o As formas amastigotas intracelulares se

A\ = inicio da infecgio tr em tripomasti saem
B da célula e entram na corrente

= diagnéstico possivel

Picada do triatomineo

sanguinea

FONTE: https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html

3.5.2 Epidemiologia

Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas encontram-se infectadas pelo T. cruzi no
mundo e que 60 milhdes estdo em risco de contrair a doenca, principalmente nos 21
paises da América Latina nos quais a doenca € endémica. No Brasil, de acordo com
dados de 2010, cerca de 1 milhdo de pessoas estavam infectadas por T. cruzi
(SBMT, 2016). Na Figura 4 esta mostrado o mapa de distribuicdo dos casos de

infecgao baseados em estimativas e na transmisséo vetorial no mundo entre os anos
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de 2006 e 2009. Por meio da analise desses dados é possivel perceber que o

namero de infectados é muito expressivo, apesar de haver estimativa de uma queda

de 32% no numero de novos casos e de 40% no numero de pessoas em risco entre

0s anos de 2006 e 2010, como mostrado na Tabela 4.

Figura 4 - Distribui¢cdo dos casos de infecgao por T.cruzi no mundo entre os anos de

2006-2009.

status de transmissdo do vetor no mundo no periodo entre 2006 - 2009

Numero de casos estimados Status da transmissdo vetorial '1’__ _/'

e <1000 B Ppaises sem transmiss3o vetorial
® 1000 —99 999 [0 Paises com transmissSovetorial acidental

@ 100000-999999 N Paisescom transmissSovetorial continua

. >=1 000 000

[l Casosndoestimados oficialmente

Distribuicdo de casos de infecgdo por Trypanosoma cruzi, baseado em estimativas oficiais e

Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_chagas_ 2009.png

Tabela 4 - Mudancas na mortalidade, prevaléncia e incidéncia por transmissao
vetorial da doenca de Chagas em 21 paises endémicos da América Latina, nos anos

de 1990, 2000, 2006 e 2010.

Parametros- estimativas 1990 2000 2006 2010
NUmero mortes/ano >45.000 21.000 12.500 12.000
Numero de pessoas 30.000.000 18.000.000 15.000.000 5.742.167

infectadas
Casos novos/ano - 700.000 200.000 41.200 29.925
transmisséao vetorial

Populac&o total sob risco 100.000.000 40.000.000 28.000.000 70.199.360

Fonte: SBMT, 2016
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Apesar de se observar uma diminuicdo em todos os parametros no decorrer dos
anos, oriundos de avancgos, principalmente, do controle do vetor e garantia da
qualidade das transfusfes sanguineas, o numero de pessoas infectadas e a
populacdo em risco ainda séo elevados, mostrando que a doenca de Chagas € um
problema de saude publica, tanto para o Brasil quanto para outros paises da
América Latina. Outros fatores que favorecem a disseminacdo da doenca sao as
migracOes ndo controladas, a degradacdo ambiental, as alteracdes climaticas, uma
maior concentracdo da populacdo em areas urbanas e a precariedade de condi¢bes
socioecondmicas. Assim, € de grande necessidade a busca pelo desenvolvimento
de agdes integradas para o enfrentamento da doenca (SBTM, 2016).

3.5.3 Benznidazol

No Brasil, apenas o medicamento benznidazol esta disponivel para o tratamento da
fase aguda da doenca. Tal fato evidencia o carater de negligéncia da doenga. Ele
esta disponivel apenas em sua forma de comprimidos de administracdo oral nas
dosagens de 100 mg (adulto) e 12,5 mg (pediatrico) e deve ser administrado duas a
trés vezes ao dia, por 60 dias. Apenas o Laboratorio Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE), que € um laboratério farmacéutico publico, produz esse
medicamento no mundo desde 2004, quando houve a transferéncia da tecnologia de
producéo pela Roche, que até aquele momento era quem produzia o medicamento
(LAFEPE, 2019).

O benznidazol (2-Nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida) € um po cristalino,
levemente amarelado, inodoro, insipido e estavel ao ar. Apresenta formula molecular
C12H12N4O3, massa molar de 260,25 g/mol e logP de 1,64. Sua estrutura quimica
esta representada na Figura 5 (WHO, 2017).

Figura 5 - Estrutura quimica do benznidazol.
)\@ o
\\
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Existem alguns mecanismos de acao propostos para o benznidazol. De forma geral,
acredita-se que o benznidazol esteja envolvido com a ligacdo de seus intermediarios
nitroreduzidos a varios componentes celulares como DNA, proteinas e lipideos,
provocando a inibicdo do crescimento dos parasitos (CAMPOS, 2007). Além disso, 0
benznidazol poderia agir no aumento da fagocitose atuando na elevacdo da
producdo da citocina interferon gama (INF-y), causando lise celular (DAVANCO,
2015). Na Figura 6 estdo demonstrados esses principais mecanismos descritos na

literatura.

Figura 6- Mecanismo de acédo farmacolégico proposto para o BZN.

NADPW citocromo PAS0 redutase
x DR reoy nitroredutases

“)\\N @ =, R-NO. =—— R-NO.—= R-NOH —— R-NH.
Q/\ g \/
e NADH fumarato
l redutase LIGACOES COVALENTES

crescimento l
celular

DNA NUCLEAR
ﬁ FAGOCITOSE DNA MITOCONDRIAL Trypanosoma
PROTEINAS cruzi
l LIPIDEOS DE MEMBRANA
LISE CELULAR

Fonte: DAVANCO, 2015.

3.6 Métodos analiticos para determinagcdo de benznidazol

E possivel encontrar métodos analiticos para determinacdo de BZN, com diferentes
aplicacbes, como doseamento do farmaco em matérias-primas, em comprimidos e
em matrizes biologicas. Entretanto, até o momento, ainda ndo foi descrito na
literatura meétodo indicativo de estabilidade para o BZN. Na Tabela 5 estdo

referenciados alguns métodos j& publicados, assim como a sua aplicacgéo.
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Tabela 5 - Métodos analiticos para quantificagdo de BZN em diferentes matrizes.

Fonte

Técnica

Aplicacdo do método

Farmacopeia
Internacional (THE

INTERNATIONAL, 2018)

Volumetria (em
meio ndo aquoso)

Doseamento IFA

Farmacopeia Brasileira
52 edicdo

(FARMACOPEIA, 2010)

Espectrofotometria
na regiao do UV

Doseamento IFA

SILVA et al., 2007

CLAE-UV/DAD

Doseamento em comprimidos

Método bioanalitico para quantificagcdo em

BEDOR et al., 2018 CLAE-MS amostras de pequenos volumes de sangue
total coletadas pela técnica dried blood spot
MARTINEZ et al., 2015 CLAE-MS/MS Método bioanalitico para quantificacdo em

urina

DAVANCO et al., 2014

CLUE-UV/DAD

Método bioanalitico para quantificagdo em
plasma para aplicagdo em estudo pré-clinico
de farmacocinética

A técnica mais amplamente utilizada para quantificacdo de BZN é a CLAE, seja

acoplada ao detector UV/DAD ou ao espectrometro de massas. Isso demonstra a

importancia desta técnica no desenvolvimento de métodos analiticos e a sua

eficiéncia para aplicacdo em métodos com diferentes aplicacbes e analise em

diferentes matrizes.
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4.1.1 Insumo farmacéutico ativo, comprimidos e excipientes

e Benznidazol insumo farmacéutico ativo (IFA) - fabricado por Nortec Quimica.
Lote: 603218 - fornecido por LAFEPE. Lote: 17710. Teor: 100,2%. Valido até

31/03/2018.

e Benznidazol comprimidos (100 mg) — fabricados por LAFEPE. Lote 17060017.

Valido até 06/2020.

e Excipientes utilizados na producdo dos comprimidos e fornecidos pela

LAFEPE (Tabela 6).

Tabela 6 - Excipientes utilizados na fabricacdo de comprimidos contendo

benznidazol.
Excipiente Lote Validade Funggo .
farmacotécnica
Lactose 17841  29/11/19 Diluente

monoidratada

Talco 17510 28/02/19 Deslizante
Amido de milho 17805 12/04/18  Desintegrante

Estearatode ,.909 5810119 Lubrificante

magnésio

4.1.2 Reagentes e vidrarias

e Reagentes grau analitico:

o Acido cloridrico (HCI) —Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA)

o Acido acético glacial — Merck (Darmstadt, Alemanha).

o 1,4 Dioxano — Grupo Quimica (Rio de Janeiro, Brasil).
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o Sulfato de cobre pentahidratado Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA).
o Hidroxido de sédio (NaOH) — Exodo cientifica (S&o Paulo, Brasil)
o Peréxido de hidrogénio (H20,) — Synth (Diadema, Brasil)

o Acetato de amonio J. T. Baker (Philipsburg, EUA)

Reagentes grau cromatografico:

o Acetonitrila — J. T. Baker (Xalostoc, Meéxico), Merck (Darmstadt,

Alemanha) e Scharlau (Gato Pérez, Espanha).

o Agua ultrapura obtida em sistema Millipore
Pipetas, buretas, e baldes volumétricos calibrados.

Béqueres, placas de petri, erlenmeyers, tubos de ensaio, gral de porcelana,

pistilo de porcelana, seringas e kit de filtrac&o.

4.1.3 Equipamentos e acessorios

Coluna cromatogréfica Agilent HC-C18(2) (150 x 4,6 mm, 5 um).
Coluna cromatografica Agilent ZORBAX XDB (150 x 4,6 mm, 5 um)
Centrifuga Jouan, modelo MR23i.

Aparelho de ultrassom Unique, modelo1400.

Balanca analitica Sartorius com precisdo de 0,01 mg, modelo BP211D.
Banho-maria Tecnal, modelo TecVap TE-0194.

Bomba de vacuo Laboport, modelo KNF N842.

Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Thermo Scientific Surveyor,
composto de bomba quaternaria, injetor automatico, forno para coluna,

detector de arranjo de diodos e software Chromquest®™

Espectrofotdmetro IV com transformada de Fourier, Perkin-Elmer, modelo
Spectrum One.

Espectrofotdmetro UV-Visivel Shimadzu, modelo UV-180.
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e Estufa Nabertherm, modelo TR 60

e Célula Libror AEG-45SM, Shimadzu

e Difratémetro Shimadzu® XRD-7000

e Termobalanca DTG60 Shimadzu

e Filtros de membrana celulose regenerada Sartorius 47 mm x 0,45 pum
e Filtros de PVDF para seringa Sartorius 0,45 um

e Léampada luz do dia plus Sylvania 20 W

e Lampada UV SCT8W

e Potencidmetro Metrohm, modelo 827 pH Lab

e Sistema de purificacdo de agua Millipore, modelo Direct Q3
e Software Excell 2007

e Software Action Stat Pro

4.2 Métodos

4.2.1 ldentificacdo por espectrofotometria no infravermelho e no ultravioleta e por
difracéao de raio-X

O benznidazol (BZN) IFA foi identificado utilizando espectrofotometria na regiao do
infravermelho e do ultravioleta. O espectro de absorcao na regido do infravermelho
foi obtido na faixa de 4000 a 500 cm™, utilizando-se pequena quantidade da amostra
no espectrofotdmetro 1V Perkin-Elmer, modelo Spectrum One com medicdo por
refletancia total atenuada. As principais bandas referentes aos grupos funcionais do

BZN foram identificadas.

O espectro de absorcao no ultravioleta foi obtido na faixa de 200 a 400 nm. Também
foi feita a leitura da absorvancia em 316 nm. A solucdo de BZN IFA foi preparada da
seguinte forma: transferiu-se, exatamente, cerca de 0,12 g da amostra para balédo
volumétrico de 200 mL, adicionou-se 150 mL de metanol e agitou-se até completa
solubilizagdo do farmaco. Completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se.

Diluiu-se, sucessivamente, em acido cloridrico 0,1 M, até concentracdo de 0,0012%
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(p/v). As leituras foram feitas em cubetas de 1 cm e &cido cloridrico 0,1 M foi

utilizado para ajuste do zero.

A medida de difracédo de raios-X do IFA foi feita no difratbmetro Shimadzu XRD-7000
a 40 KV, 30 mA usando radiacéo de CuKa (A = 1.54056 A), equipado com policapilar
para obtencdo de difratogramas em geometria paralela, acoplado a um
monocromador de grafite a 30 rpm para minimizar qualquer orientagao preferencial.
Os experimentos foram conduzidos na faixa angular 5 - 35° (28) com tamanho do
passo 0.01° (26) e constante de tempo 2 s.step™. Foi feito refinamento da medida
para 0 BZN pelo método de Rietveld pelo programa FullProf. Para avaliagdo do
ajuste foi gerado um fator numérico que determina a qualidade do refinamento, além

da demonstracao grafica.
4.2.2 Determinacdo do peso médio dos comprimidos de BZN.

Vinte comprimidos foram pesados, individualmente, em balanca analitica.
Determinou-se 0 peso médio desses comprimidos para a realizacdo dos
experimentos de degradacédo forcada e desenvolvimento e validacdo do método
indicativo de estabilidade. O critério de aceitacdo foi que cada unidade poderia variar
até 10% do valor do peso médio. (FARMACOPEIA, 2010)

4.2.3 Determinacado da solubilidade do BZN IFA

Avaliou-se a solubilidade do BZN IFA nos seguintes solventes: agua, acetonitrila,
etanol, metanol, acido cloridrico 0,1 e 1 M, hidréxido de sodio 0,1 e 1 M, peroxido de
hidrogénio 3% (v/v) e sulfato de cobre 0,05 M.

Pesou-se cerca de 10 mg de BZN IFA e transferiu-se para erlenmeyer de 125 mL.
Adicionaram-se quantidades crescentes de cada solvente. Apos a adicdo de cada
guantidade, agitou-se manualmente e manteve-se em banho de ultrassom por 1
minuto. As aliquotas de solvente foram adicionadas até ser observada completa
solubilizacédo do IFA. Quando foi necessario adicdo de mais de 100 mL de solvente,
classificou-se o IFA como insoluvel, como descrito na FB 5 (FARMACOPEIA, 2010).

Os testes foram realizados em temperatura ambiente.
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4.2.4 Testes de degradacao forcada

Apos a verificagdo da solubilidade do BZN IFA em diversos solventes, foi necesséria
a utilizacdo de acetonitrila como cosolvente. Para isso, determinou-se a menor
guantidade necessaria de acetonitrila capaz de solubilizar 10,0 mg de BZN IFA e
comprimidos, adicionando-se 1 mL de ACN e deixando-se em banho de ultrassom
por 10 minutos até que uma solugdo fosse formada. Todos os estudos de
degradacdo forcada foram realizados com a utilizacdo de acetonitrila como
cosolvente. Posteriormente, foi necessaria a troca do cosolvente a ser utilizado na
condicdo alcalina. Assim, THF e 1,4 dioxano foram testados da mesma maneira
como foi feito para ACN, sendo o 1,4 dioxano utilizado nas condi¢des onde houve
degradacédo e na validacdo do método. A deteccdo no método cromatografico foi
feita incialmente no comprimento de onda de 316 e 212 nm, sendo posteriormente

utilizado o comprimento de onda de 230 nm.

O BZN IFA, comprimidos e placebo foram submetidos a solu¢des de degradagéo em
meios alcalino, acido, neutro, oxidagdo por peroxido de hidrogénio e AIBN e ions
metalicos. Para avaliacdo da degradacdo térmica, umida e fotolitica utilizou-se o
comprimido integro e triturado e os pés do IFA e placebo. Para que fosse atingida
uma degradacdo minima de 10% do ativo, iniciou-se com condi¢Bes intermediarias
ou drésticas de cada agente de degradacédo, uma vez que, ndo havendo degradacao
nessa condicdo, o produto ja seria considerado estavel e caso houvesse
degradacdo, uma condicdo mais branda seria aplicada. Ap6s a realizacdo dos
testes, optou-se por ndo neutralizar as amostras, quando necessario, uma vez que
poderia significar a adicdo de outro agente a mistura que poderia interferir de alguma
forma na formacao de produtos irreais (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011).

As amostras de BZN IFA e comprimidos foram injetadas a uma concentragao de 100
pMg/mL para melhor andlise dos produtos de degradacdo formados durante o
desenvolvimento do método. Solu¢des branco das amostras foram submetidas as
mesmas condi¢cdes que aquelas em que o farmaco foi submetida para confirmagéo
da proveniéncia dos picos que foram formados. O preparo das solucdes, assim
como as condi¢cdes utilizadas para cada estudo de estresse, estdo descritos a

sequir.
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4.2.4.1 Solugéo padrao de benznidazol

Para o preparo da solugdo padrédo de BZN utilizou-se o BZN IFA devidamente
padronizado e certificado pelo LAFEPE a partir de um padrdo de trabalho. Pesou-se
exatamente, cerca de, 10,0 mg de BZN IFA e transferiu-se para baldo volumétrico de
10 mL com auxilio de 3 mL del,4 dioxano. Deixou-se em ultrassom por 10 minutos e
aguardou-se o resfriamento da solu¢cao. Completou-se o volume com 4gua ultrapura.
Pipetou-se uma aliquota de 1,0 mL e transferiu-se para baldo de 10 mL, completou-
se com agua ultrapura obtendo-se uma solucdo a 100 pg/mL. Filtrou-se a amostra
com filtro de seringa de 0,45 um e transferiu-se para vial. Injetou-se em quintuplicata

no cromatégrafo.

4.2.4.2 Solucao amostra IFA, comprimidos e placebo.

Para o preparo da solucdo amostra IFA procedeu-se da mesma forma que descrito

no item 4.2.4.1 para solucao padréo de BZN.

Para o preparo da solugdo amostra dos comprimidos determinou-se primeiramente o
peso médio dos comprimidos, pesando-se 20 comprimidos de BZN que foram
triturados (peso médio: 249,96 mg). Pesou-se quantidade de p6 equivalente a cerca
de 10,0 mg de BZN no comprimido (24,99 mg) e transferiu-se para baldo volumétrico
de 10 mL com auxilio de 3 mL de ACN. Deixou-se em ultrassom por 10 minutos e
aguardou-se o resfriamento da solu¢cao. Completou-se o volume com agua ultrapura
e transferiu-se para tubo falcon de 15 mL. Centrifugou-se a solu¢éo por 10 minutos a
5886 x g. Pipetou-se aliquota de 1,0 mL, transferiu-se para baldo de 10 mL obtendo-
se uma solucéo a 100 pg/mL. Completou-se com agua ultrapura, filtrou-se a amostra
com filtro de seringa de 0,45 ym e transferiu-se para vial e injetou-se em triplicada

no cromatografo.

O preparo da solugdo amostra controle do placebo foi feita da mesma forma que
para a amostra controle dos comprimidos, entretanto, substituiu-se o po dos
comprimidos por 10 mg de p6 do placebo estimado de acordo com o descrito na
Tabela 7. As concentracbes dos excipientes foram definidas de acordo com as

funcBes farmacotécnicas descritas em HandBook (ROWE, 2009)
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Tabela 7 - Composicdo estimada do placebo utilizado nos estudos de degradacéo

forcada.
Excipiente Func;go . Faixa utilizada Composn;ao

farmacotécnica estimada

Lactose Diluente i 110,35 m
monoidratada ’ g
Talco Deslizante 5-30% 18,60 mg
Amido de milho Desintegrante 3-25% 16,40 mg

Estearato de Lubrificante 0,25 -5% 3,60 mg

magnesio

4.2.4.3 Degradacao em meio alcalino

Optou-se por iniciar a degradacdo da amostra em meio alcalino utilizando-se uma
condicdo média com solucdo de NaOH 0,1 M em temperatura ambiente e a 50 °C
durante 24h. Em seguida, realizou-se testes com solu¢do de NaOH 0,1 M por 4, 8 e

12h a 40° C e a 50 °C, até que uma degradacao entre 10% e 20% fosse atingida.

O preparo da amostra foi realizado da seguinte maneira: pesou-se exatamente,
cerca de, 10,0 mg de BZN IFA, o equivalente a essa massa no pés dos comprimidos
e 10,0 mg de placebo e transferiu-se para baldes volumétricos de 10 mL com auxilio
de 3 mL de 1,4 dioxano. Deixou-se em ultrassom por 10 minutos e aguardou-se 0
resfriamento da solugdo. Completou-se o volume com solugdo de NaOH 0,1 M e
manteve-se em banho-maria a 50 °C pelos tempos previamente determinados. Apdos
0s tempos, pipetou-se uma aliquota de 1,0 mL da solucéo contendo IFA e transferiu-
se para baldo volumétrico de 10 mL obtendo-se uma solucédo a 100 uyg/mL. Para a
solugéo contendo comprimidos e placebo, transferiu-se para tubo falcon de 15 mL,
centrifugou-se por 10 min a 5886 x g e por fim pipetou-se uma aliquota de 1,0 mL e
transferiu-se para baldo de 10 mL. Completou-se com agua ultrapura, filtrou-se a
amostra com filtro de seringa de 0,45 pm, transferiu-se para vial e injetou-se em

triplicata no cromatégrafo.
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4.2.4.4 Degradacdo em meio acido

A degradagdo da amostra em meio é&cido foi feita, inicialmente, utilizando-se
condicao intermediaria com solucdo de HCI 0,1 M na temperatura ambiente e a 50
°C durante 24h. Em seguida, realizou-se testes com solugdo de HCI 1 M por 24h,
72h e 7 dias a 70 °C, até que uma degradacao entre 10% e 20% fosse atingida ou o
ativo fosse considerado estdvel naquela condicdo. O preparo da amostra foi
realizado da mesma maneira que para o0 meio alcalino (4.2.4.4), exceto pela
utilizacdo de ACN como cosolvente e substituindo-se a solugéo de NaOH 0,1 M pela
solucéo de HCI 1 M.

4.2.4.5 Degradacdo em meio neutro (agua)

Para analise da degradacdo em meio neutro utilizou-se agua ultrapura e testou-se
em temperatura ambiente por 24h. Em seguida, realizou-se testes nos tempos 24h e
72h a 50 °C, até que uma degradacao entre 10% e 20% fosse atingida ou o ativo
fosse considerado estavel naquela condicdo. O preparo da amostra foi realizado da
mesma maneira que para o meio alcalino (4.2.4.4), exceto pela utilizacdo de ACN
como cosolvente e substituindo-se apenas a solucdo de NaOH 0,1 M pela agua

ultrapura.

4.2.4.6 Degradacdo em meio oxidativo com peroxido de hidrogénio.

Peroxido de hidrogénio 0,3% por 24h em temperatura ambiente foi a condi¢édo
utilizada para iniciar a degradacdo da amostra em meio oxidativo. Posteriormente,
realizaram-se testes com solucdo de H,O, 3,0% por 24h até que uma degradacéo
entre 10% e 20% fosse atingida ou o ativo fosse considerado. O preparo da amostra
foi realizado da mesma maneira que para o meio alcalino (4.2.4.4), exceto pela
utilizacdo de ACN como cosolvente e substituindo-se apenas a solu¢do de NaOH
0,1 M pela solucéo de H,0O, 0,3 e 3,0%.

4.2.4.7 Degradacédo em meio oxidativo com AIBN.

A degradacéo forcada nesse meio foi feita empregando-se solucdo de AIBN 5 mM

por 48h em temperatura de 40°C, que ja é considerada a condi¢cdo mais dréstica. O
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preparo da amostra foi realizado da mesma maneira que para o meio alcalino
(4.2.4.4), exceto pela utilizacdo de ACN como cosolvente e substituindo-se apenas a
solugéo de NaOH 0,1 M pela solucao de AIBN 5 mM.

Para o preparo da solucdo AIBN 5 mM, pesou-se exatamente cerca de 41 mg de
AIBN e transferiu-se para baldo de 50 mL com auxilio de 30 mL de acetonitrila.
Deixou-se em ultrassom por 20 minutos. Esperou-se o resfriamento e adicionou-se 7

ml de metanol. Completou-se o volume com agua ultrapura.

4.2.4.8 Degradacao com ions metalicos.

Para a degradacdo com ions metalicos, utilizou-se solucdo de CuSO4 0,05 M pelo
periodo de 24 h a 40 °C, inicialmente. Depois, testou-se nas mesmas condi¢des por
72 h, para que uma degradacado entre 10% e 20% pudesse ser observada ou o ativo
fosse considerado estavel. O preparo da amostra foi realizado da mesma maneira
que para o meio alcalino (4.2.4.4), exceto pela utilizagcdo de ACN como cosolvente e
substituindo-se apenas a solucado de NaOH 0,1 M pela solucdo de CuSO,4 0,05 M.

4.2.4.9 Degradacao umida

Preparou-se 200 mL de solucdo saturada de NaCl, que foi colocado em béquer
dentro de wum dessecador. Essa solucdo foi usada para saturar o
dessecador.(GREENSPAN, 1976). A seguir, pesou-se cerca de 25,0 mg de IFA e
placebo que foram dispostos em uma fina camada em uma placa de petri. Cinco
comprimidos integros, dentro e fora de sua embalagem primaria, também foram
dispostos na mesma placa. Essa placa foi colocada dentro de dessecador saturado
pela solucdo de NaCl concentrada, formando uma umidade relativa de 75%
aproximadamente. O dessecador foi colocado dentro de estufa a 70 °C por 21 dias.

Para o preparo da amostra do BZN IFA e placebo, depois de decorrido os 21 dias,
pesou-se cerca de 10,0 mg de cada um e transferiu-se para baldes volumétricos de
10,0 mL. Para o comprimido, triturou-se em gral de porcelana e pesou-se
exatamente, cerca do equivalente a 10,0 mg de BZN. Adicionou-se 3,0 mL de ACN e
deixou-se em ultrassom por 10 minutos. Apés resfriamento das solugbes, completou-

se o0 volume com &gua ultrapura e os comprimidos foram levados para centrifuga por
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10 min a 5886 x g. Pipetou-se aliquota de 1,0 mL da solucéo contendo IFA, placebo
e comprimido e transferiu-se para baldes volumétricos de 10 mL obtendo-se uma
solucdo a 100 pg/mL. Completou-se com agua ultrapura, filtrou-se a amostra com
filtro de seringa de 0,45 um, transferiu-se para vial e injetou-se em triplicata no

cromatégrafo.
4.2.4.10 Degradacéo térmica

Pesou-se cerca de 25,0 mg de IFA e placebo que foram dispostos em fina camada
em uma placa de petri. Cinco comprimidos integros, dentro e fora de sua
embalagem priméria, também foram dispostos na mesma placa. Essa placa foi
colocada em estufa a 70 °C por 21 dias. ApGs o término desse tempo, o0 preparo da
amostra foi realizado da mesma forma que aquele descrito para degradacdo Umida
(4.2.4.10).

4.2.4.11 Degradacdo fotolitica.

Para o estudo de fotodegradacéo, as amostras de comprimido integro e triturado, do
po6 do IFA e do placebo foram dispostos em uma fina camada em placas de petri e
submetidas a degradacdo na camara de fotoestabilidade. Amostras controle foram
submetidas também a exposicdo de maneira que a placa de petri foi coberta por
papel aluminio. A exposicdo foi de trés ciclos a mais do que é exigido nas
legislacbes de fotoestabilidade (ICH-Q1B, 1996), ou seja, as amostras foram
expostas a 3,6 milhdes lux.h (visivel) e 600 watt.h/m? (ultravioleta), levando a uma
exposicdo de 9 dias. Apds essa exposi¢cdo, 0 preparo das amostras foi realizado

conforme descrito para as amostras expostas a umidade relativa elevada (4.2.4.10).

4.2.5 Desenvolvimento de método indicativo de estabilidade por cromatografia

liguida de alta eficiéncia.

Para o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade empregou-se,
inicialmente, gradiente exploratorio para triagem das amostras. A fim de se reduzir o
tempo de triagem, passou-se a empregar uma eluicdo isocratica, com o objetivo de

se analisar a ocorréncia de formagdo de novos picos e diminuicdo da area sob o
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pico do BZN. Nas Tabelas 8 e 9 estao descritas as condi¢cdes cromatogréficas para
o gradiente exploratério e corrida isocratica utilizada nessa etapa de triagem,
respectivamente.

Tabela 8 - Condi¢cGes cromatograficas utilizadas para gradiente exploratorio.

Parametros Condicdes
Coluna HC-C18(2) (150 x 4,6 mm, 5 ym)
Composicéo da fase Acetonitrila: agua — eluicdo em gradiente 5:95% em 60
movel minutos
Comprimento de onda 212 e 316 nm
Vazédo da fase movel 1,0 mL/min
Temperatura do forno 30 °C
Volume de injegéo 20,0 pL
Tempo de corrida 60 minutos

Tabela 9 - Condi¢des cromatograficas utilizadas para corrida isocrética.

Parametros Condicdes
Coluna HC- C18(2) (150 x 4,6 mm, 5 um)
Composicao da fase mével Acetonitrila: agua (30:70)

Comprimento de onda 212 e 316 nm
Vazao da fase moével 1,0 mL/min
Temperatura do forno 30 °C

Volume de injegéo 20,0 pL

Tempo de corrida 20 minutos

A patrtir dos resultados obtidos com os gradientes exploratorios e a corrida isocratica,
diversos méetodos com eluicdo em gradiente foram testados até que aquele que
permitisse uma melhor resolu¢cdo, no menor tempo entre os picos do BZN e dos
produtos de degradacdo formados, fosse obtido. Além dos gradientes, testou-se a
utilizacdo de tampé&o acetato de aménio 10 mM pH 5,7 (ajustado com acido acético

glacial) e acetonitrila em diferentes proporc¢oes.
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4.2.6 Validacao

O método indicativo de estabilidade desenvolvido para a separagdo do BZN e seus
produtos de degradacao e quantificacdo do BZN foi validado de acordo com a RDC
166/2017 da ANVISA. (BRASIL, 2017), Guia ICH Q2(R1) (ICH-Q2(R1), 2005) e
procedimento de validacdo intralaboratorial definido por Souza (2007). Todos os
calculos foram realizados com auxilio do software Microsoft Excel 2007 e Action Stat
Pro. Os parametros seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez e limites

de quantificacdo e deteccao foram analisados.

4.2.6.1 Preparo das solugbes amostra de BZN e placebo.

Definiu-se a concentracdo de 50 pg/mL como concentracdo de trabalho. Para o
preparo dela, pesou-se exatamente, cerca de, 6,25 mg de BZN IFA padronizado e
certificado pelo LAFEPE a partir de padrdo de trabalho. Transferiu-se para balédo
volumétrico de 10,0 mL com o auxilio de 3,0 mL de 1,4 dioxano. Deixou-se em
banho de ultrassom por 10 minutos. Apds o tempo, aguardou-se resfriamento da
solucéo e completou-se o volume com &gua ultra pura e homogeneizou-se. Pipetou-
se 0,8 mL dessa solucdo e transferiu-se para baldo volumétrico de 10,0 mL,

completando-se com agua ultra pura.

Para o comprimido, determinou-se o peso médio de 20 comprimidos que foram
triturados em gral de porcelana. Pesou-se quantidade de p6 equivalente a 6,25 mg
de BZN e transferiu-se para baldo volumétrico de 10,0 mL com o auxilio de 1,9 mL
de 1,4 dioxano. Deixou-se em banho de ultrassom por 10 minutos. Apds o tempo,
aguardou-se resfriamento da solu¢do e completou-se o volume com agua ultrapura e
homogeneizou-se. Transferiu-se o conteddo para tubo falcon de 15 mL e
centrifugou-se a solugcdo por 10 minutos a 5886 x g. Pipetou-se 0,8 mL dessa
solucdo e transferiu-se para baldo volumétrico de 10,0 mL completando-se com

agua ultra pura.

Para o preparo da solugcéo placebo, pesou-se exatamente, cerca de, 9,31 mg da
mistura de excipientes previamente preparada. Prosseguiu-se conforme descrito

para o preparo da solu¢cdo dos comprimidos.
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4.2.6.2 Seletividade e adequabilidade do sistema.

Para verificar a adequabilidade do sistema cromatogréfico, preparou-se solucéo
padrdo de BZN a 50 pg/mL e injetou-se cinco vezes consecutivas no cromatografo.
Em seguida avaliou-se 0s seguintes parametros para o pico principal da solucéo
padrao: fator de retencéo (k), fator de cauda, desvio padréo relativo da area sob o

pico da BZN (DPR é&rea) e desvio padrao relativo do tempo de retencéo (DPR tg).

A seletividade do método, que € a capacidade de separar o farmaco de todos os
produtos de degradacdo formados e de possiveis interferentes provenientes das
solugdes branco e placebo, foi avaliada por meio da homogeneidade espectral do
pico de BZN nas solu¢gdes contendo o IFA e comprimidos nas condicbes em que
ocorreram degradacao (hidrélise alcalina com NaOH 0,1 M a 40 °C por 8h e
degradacédo fotolitica por 9 dias), da solucdo placebo, das solu¢des diluente e de
degradacdo. As amostras foram preparadas conforme descrito nos testes de
degradacéo forcada (4.2.4.4 e 4.2.4.10).

Solucbes em branco contendo 0s reagentes estressantes e 0 cosolvente utilizado
nos testes de degradacdo forcada (NaOH 1 M, 1,4 dioxano e agua) foram
preparadas e injetadas. Na analise destas solucdes, ndo devem aparecer picos
interferentes nos mesmos tempos de retencdo do pico do BZN e dos produtos de

degradacéao formados.

4.2.6.3 Linearidade

A faixa de trabalho foi definida pela area sob o pico obtida com a solugdo na
concentracdo de trabalho, de tal forma que ndo ocorresse saturacdo do detector,
impossibilitando a quantificagdo. Outro fator foi que, tratando-se de um método
especifico para a quantificacdo do BZN, ndo era necessario uma concentracao que
representasse uma degradacao acima 60%, que representa a menor concentragao
da faixa. Assim, a linearidade foi avaliada construindo-se curva analitica para
benznidazol em 5 niveis de concentracéo, na faixa de 40% a 120% da concentracéo
de trabalho (50,0 pg/mL). As diluicbes foram realizadas em triplicata a partir de

Solucédo padréao estoque, conforme descrito na Tabela 10. O preparo e a injecdo em
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cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia das solugbes foram feitas de forma

aleatoria.
Solucgédo padréo estoque

Pesou-se, exatamente, cerca de, 12,5 mg de benznidazol IFA e transferiu-se para
baldo volumétrico de 25 mL com auxilio de 3,8 mL de 1,4 dioxano, resultando numa
solugcéao de 500 pg/mL. Deixou-se em banho de ultrassom por 10 minutos. Esperou-

se esfriar e completou-se o volume com agua ultrapura.

Tabela 10 - Preparo das solu¢gdes de BZN IFA padronizado para avaliacdo da
linearidade do método indicativo de estabilidade

, Volume da Volume final Concentracao de
. Intervalo linear ~ .
Nivel (%) solugéo (mL) benznidazol
0 estoque (mL) (Mg/mL)

1 40 1,0 25,0 20
2 60 1,5 25,0 30
3 80 2,0 25,0 40
4 100 2,5 25,0 50
5 120 3,0 25,0 60

Para avaliacdo da linearidade foi utilizado o Método dos Minimos Quadrados
Ordinarios (MMQO), também conhecido como regressédo linear simples. Para que
ele possa ser aplicado, algumas premissas como a existéncia de outliers, a

normalidade, variancia e independéncia dos residuos devem ser comprovadas.

A existéncia de outliers foi verificada utilizando-se o teste de residuo padronizado de
Jacknife (a=0,05). O critério de aceitagao utilizado foi que no maximo 22% dos
dados originais da curva de calibracdo podem ser excluidos; além disso, se o0 ponto
for a terceira e ultima replicata do nivel de concentragdo, ndo pode ser excluido
(SOUZA, 2007). A normalidade dos residuos foi verificada pelo teste de Ryan-Joiner,
a homoscedasticidade pelo teste de Levene modificado por Brown e Forsythe e a
independéncia dos residuos da regressao pelo teste de Durbin-Watson. Utilizando-

se a analise de variancia (ANOVA) verificou-se a adequacdo dos dados ao modelo
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linear, ou seja, se a regressdo é significativa e se o desvio da linearidade nédo é
significativo (INMETRO 2011; SOUZA, 2007; SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

ApOs essas verificacdes, construiu-se a curva analitica com os valores de area sob o
pico do BZN obtida para cada nivel de concentracéo, determinou-se o coeficiente de
determinacdo (R?), coeficiente de correlacdo (R), coeficiente angular (b), coeficiente
linear (a), seus respectivos desvios e o gréfico de distribuicdo dos residuos. A
regressao linear foi calculada pelo MMQO e a linearidade foi avaliada por meio da

estimativa de todos esses parametros.
4.2.6.4 Precisao

Avaliou-se a repetibilidade (corrida intra-dia) e precisédo intermediaria (corrida inter-
dias) do método quantificando-se o BZN IFA fortificado com o placebo nas
concentracdes de 40, 100 e 120% da concentracdo de trabalho (50,0 pg/mL). Trés
replicatas independentes para cada nivel foram preparadas. Para avaliacdo da
precisdo intermediaria, as mesmas amostras foram preparadas em dia diferente e

determinadas por analista diferente.

A amostra foi preparada como descrito no item 4.2.6.1 para comprimido, pesando-se

as massas descritas na Tabela 11.

Tabela 11- Preparo das amostras para determinacao da precisdo do método

analitico.
N Massa de BZN Vol.de 1,4 Vol. de Concentracéo .
Solucéo . ~ g Nivel de
fortificada na amostra dioxano solugéo tedrica final de concentracio
(mg) (mL) pipetada (ML)  BZN (ug/mL) ¢
1 5,00 1,50 0,40 20 40%
2 6,25 1,90 0,80 50 100%
3 7,50 2,30 0,80 60 120%

Para analise dos resultados realizou-se calculo dos desvios padrdes relativos entre

os valores obtidos para as concentracdes no mesmo dia e nos dois dias.
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4.2.6.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada utilizando o método do placebo fortificado, no qual
guantidades conhecidas de BZN IFA foram adicionadas a mistura dos componentes
da formulacdo (excipientes) com o intuito de determinar a porcentagem de
recuperacdo. A exatidao foi avaliada a partir de nove determinagbes contemplando
0s niveis 40% (baixo), 100% (médio) e 120% (alto) da concentracdo de trabalho do
BZN IFA e comprimidos, sendo realizada em triplicata para cada nivel de

concentracao.

Transferiu-se quantidade de p6 do placebo equivalente a 1/16 do peso médio dos
comprimidos no que se refere ao placebo (9,31 mg) para 9 bal6es volumétricos de
10,0 mL. Adicionou-se quantidade de benznidazol IFA estabelecida na Tabela 11
para preparar as solucées a 40%, 100% e 120% da concentracdo de trabalho (50,0

Hg/mL). A amostra foi preparada como descrito no item 4.2.6.1 para comprimidos.

As porcentagens de recuperacdo foram calculadas pela relacdo entre as
concentracfes de BZN obtidas experimentalmente e as concentracdes tedricas do
mesmo farmaco nas preparacdes fortificadas, de acordo com a equacéo descrita a

seqguir:

. Concentragao média experimental
Recuperacgao = — — x100
Concentracao tedrica

4.2.6.6 Robustez

A robustez foi avalida pelo Teste de Youden. Para isso, foram escolhidas 6 variaveis
gue foram testadas em 8 ensaios, de acordo com o descrito na Tabela 12. Essas
variaveis foram denominadas de A a F em letras mailscula e minuscula. Para as
letras maiusculas (A, B, C... F) foram utilizados os valores menores que aqueles
nominais do método. Ja para as letras minusculas (a, b, c... g) foram utilizados

valores maiores que a nominal do teste, todas com uma pequena alteragao.
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Tabela 12 - VariagOes utilizadas para a realizagéo do teste de Youden.

R ) Condicéo .
Parametro Variacéao (-) ) Variacéo (+)
nominal
Temperatura
Ala 37°C 40°C 43 °C
da coluna
Vazdo da fase ] ] ]
B/b i 0,9 mL/min 1,0 mL/min 1,1 mL/min
movel
Volume de
Clc L 18 pL 20 pL 22 uL
injecdo
pH do eluente
D/d 5,5 5,7 5,9
aguoso
Tempos de i . .
Ele 8 minutos 10 minutos 12 minutos
ultrassom
_ Zorbax XDB
Fabricante de HC C18 (150 x HC C18 (150 x
F/f (150 x 4,6
coluna 4,6 mm ; 5um) 4,6 mm ; 5uym)
mm ; 5um)

Apoés determinacdo das variaveis a serem analisadas no teste da robustez, uma

matriz abrangendo todas as condic¢des foi construida e estd demonstrada na Tabela

13.
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Tabela 13-Variaveis utilizadas nos experimentos de robustez para desenvolvimento
do método indicativo de estabilidade para BZN.

Combinacéo fatorial

Parametro
1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura
A A A A a a a a
da coluna
(C) 37 37 37 37 43 43 43 43
Vazao da b
B B b b B B b
fase movel
(mL/min) 0.9 0,9 1.1 11 0,9 0,9 11 11
Volume de c c c c C c C c
injecao (pL)
18 22 18 22 18 22 18 22
pH do D D d d d d D D
eluente
aquoso 5.5 5,5 59 5,9 5,9 5,9 5,5 5,5
Tempo de
P E e E e e E e E
ultrassom
(min) 8 12 8 12 12 8 12 8
E f f F f F F f
Coluna Zorbax HC HC Zorbax HC Zorbax Zorbax HC
XDB C18 Cc18 XDB C18 XDB XDB Cc18
Resultado S t u % w X y z

O calculo do efeito de cada variavel foi realizado subtraindo-se a média dos
resultados obtidos nos quatro experimentos em que determinada variavel foi
utilizada em nivel alto, pela média dos resultados obtidos nos quatro experimentos
em que a mesma variavel foi utilizada em nivel baixo, conforme demonstrado na
equacao descrita a seguir (YOUDEN; STEINER, 1975).

S+T+U+V) W+X+Y+2)
4 4

Efeito da varidavel A/a =
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4.2.6.7Limite de deteccao

O limite de detecc¢éo foi estimado com base no desvio padrdo da resposta e da

inclinacdo da curva analitica (ICH-Q2(R1), 2005), conforme a equacao a seguir.

em que:
LD = limite de deteccéo;
6 = desvio padréo da resposta (desvio padréo do coeficiente linear);

S =inclinagdo da curva analitica (valor de b para y=bx+a).

Para confirmar o limite de deteccdo tedrico obtido a partir da equacéo, injetou-se
uma solucao de BZN IFA padronizado na mesma concentragcéo obtida pela equacgéao
(ICH-Q2(R1), 2005).

4.2.6.8Limite de quantificacao

O limite de quantificagéo foi estimado com base no desvio padréo da resposta e da
inclinacdo da curva analitica (ICH-Q2(R1), 2005), conforme a equacdo descrita a

seqguir.

em que:
LQ = limite de quantificacéo;
6 = desvio padréo da resposta (desvio padréo do coeficiente linear);

S =inclinagdo da curva analitica (valor de b para y=bx+a).
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Confirmou-se o limite de quantificacéo tedrico obtido por meio da equacao injetando-
se uma solucdo de BZN IFA na mesma concentracdo obtida pelo célculo (ICH-
Q2(R1), 2005).

4.2.7 Estudo da cinética de degradacao forcada do BZN IFA e comprimidos

Determinou-se a cinética de degradacdo do BZN IFA e comprimidos nas condi¢des
em que foram observadas degradacdo do farmaco: alcalina (NaOH 0,1 M) e

fotolitica.

Para a determinacdo da cinética na condicao alcalina, pesou-se exatamente, cerca
de, 6,25 mg de BZN IFA, padronizado e certificado pelo LAFEPE a partir de padréo
de trabalho, em triplicata. Transferiu-se para baldo volumétrico de 10,0 mL com o
auxilio de 1,9 mL de 1,4 dioxano. Deixou-se em banho de ultrassom por 10 minutos.
Apoés o tempo, aguardou-se resfriamento da solucdo e completou-se o volume com
solucdo de NaOH 0,1 M e homogeneizou-se.Transferiu-se essa solucdo para tubo
falcon de 15 mL e deixou-se em banho com aquecimento a 50 °C. Pipetou-se
aliquotas de 0,8 mL dessa solucao nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 24h e transferiu-se
para baldo volumétrico de 10,0 mL. Completou-se com agua ultrapura a fim de se
obter uma solugéo de 50 pyg/mL. Filtrou-se a amostra com filtro 0,45 ym, transferiu-
se para vial e injetou-se em cromatografo liquido de alta eficiéncia.

Para o comprimido contendo BZN, pesou-se o equivalente a 6,25 mg de BZN de pé
dos comprimidos previamente triturados em gral de porcelana. Transferiu-se para
baldo volumétrico de 10,0 mL com o auxilio de 1,9 mL de 1,4 dioxano. Deixou-se em
banho de ultrassom por 10 minutos. Apds o tempo, aguardou-se resfriamento da
solugéao e completou-se o volume com solucdo de NaOH 0,1 M e homogeneizou-se.
Transferiu-se essa solugéo para tubo falcon de 15 mL e deixou-se em banho com
aquecimento a 50 °C. Antes da retirada de cada aliquota, centrifugou-se a solucdo
por 10 min a 5886 x g. Pipetou-se aliquotas de 0,8 mL dessa solug&o nos tempos 0,
2,4, 6, 8, 10 e 24h e transferiu-se para baldo volumétrico de 10,0 mL. Completou-se
com agua ultrapura a fim de se obter uma solug¢ao de 50 uyg/mL. Filtrou-se a amostra
com filtro 0,45 um, transferiu-se para vial e injetou-se em cromatégrafo liquido de

alta eficiéncia.
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Para determinacdo da cinética de degradacdo na condi¢cdo fotolitica, uma fina
camada contendo aproximadamente 150 mg de BZN IFA e outra camada de
comprimido triturado foram dispostos em placa de petri e colocados em camara de
fotoestabilidade. Aliquotas diarias foram retiradas durante 9 dias. Para o preparo da
amostra, exatamente, cerca de, 6,25 mg de BZN IFA e do p6 do comprimido, em
triplicata, foram pesados. Transferiu-se para baldo volumétrico de 10,0 mL com o
auxilio de 1,9 mL de 1,4 dioxano. Deixou-se em banho de ultrassom por 10 minutos.
Apoés o tempo, aguardou-se resfriamento da solucdo e completou-se o volume com
agua ultrapura e homogeneizou-se. Para o comprimido, transferiu-se a solucdo para
tudo falcon de 15 mL e centrifugou-se por 10 min a 5886 x g. Pipetou-se aliquota de
0,8 mL de cada solu¢cdo (BZN IFA e comprimido) e transferiu-se para balédo
volumétrico de 10,0 mL. Completou-se com agua ultra pura a fim de se obter uma
solucéao de 50 pg/mL. Filtrou-se a amostra com filtro 0,45 pm, transferiu-se para vial
e injetou-se em cromatografo liquido de alta eficiéncia.

Os dados obtidos foram plotados em gréafico concentracéo versus tempo, inverso da
concentracdo versus tempo e logaritmo normal versus tempo para avaliacdo de qual
equacao se ajustava melhor ao modelo linear. Considerou-se o valor mais préximo

de 1 para o coeficiente de determinacéo.

4.2.8 Estudo da interacdo entre farmaco e excipientes.

4.2.8.1 Estudo de degradacéo forcada com misturas binarias em meio alcalino

Para uma melhor avaliacdo do resultado obtido na degradacdo forcada em meio
alcalino para o comprimido, investigou-se as possiveis interacdes existentes entre o
farmaco e os excipientes presentes na formulagédo (lactose monoidratada, talco,
amido de milho e estearato de magnésio). Para isso, realizou-se o estudo de
degradacédo forcada com NaOH 0,1 M por 8h a 50 °C (mesma condicdo de
degradacédo em que se observou degradacdo no comprimido) com misturas binarias
na proporcao de 1:1 (p/p) do farmaco com cada excipiente, além de misturas 1:1,5

(p/p) farmaco-excipientes.

As amostras das misturas binarias (IFA + excipiente) foram preparadas da seguinte

maneira: pesou-se, exatamente, cerca de, 100 mg de cada componente, que foram



65

misturados em gral de ceramica. Apds a mistura, pesou-se exatamente, cerca de,
12,5 mg de cada uma das misturas e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL
com o auxilio de 1,9 mL de 1,4 dioxano. Deixou-se em banho de ultrassom por 10
minutos. Apdés resfriamento, completou-se o volume com solugdo de NaOH 0,1 M.
Transferiu-se para tubo falcon de 15 mL. Para o preparo da amostra no tempo zero,
centrifugou-se por 10 minutos em 5886 x g. Uma aliquota de 0,8 mL foi pipetada e
transferida para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se com agua ultrapura a fim
de se obter uma solugdo de 50 ug/mL. Filtrou-se a amostra com filtro 0,45 um,
transferiu-se para vial e injetou-se em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia. As
solugdes foram resuspensas e deixadas em banho de aquecimento a 50 °C por 8h.
Depois de passado esse tempo, o procedimento de centrifugacéo foi repetido, uma
aliquota de 0,8 mL foi pipetada e transferida para baldo volumétrico de 10 mL.
Completou-se com &gua ultrapura a fim de se obter uma solucao de 50 ug/mL.
Filtrou-se a amostra com filtro 0,45 pm, transferiu-se para vial e injetou-se em

cromatografo liquido de alta eficiéncia.

Para o preparo das misturas com todos os componentes na mesma proporcao,
pesou-se exatamente, cerca de, 50 mg de cada excipiente e do IFA. A mistura foi
feita em gral de porcelana e depois exatamente, cerca de, 31, 24 mg dessa mistura
foi pesado (o equivalente a 6,25 mg de BZN IFA). Repetiu-se todo o procedimento

realizado para as misturas binarias.

Para o preparo das misturas com todos 0os componentes na proporcao 1:1,5 de BZN,
pesou-se exatamente, cerca de, 100 mg de BZN IFA e 37,5 mg de cada excipiente.
A mistura foi feita em gral de porcelana e depois exatamente, cerca de, 15,55 mg
dessa mistura foi pesado (0 equivalente a 6,25 mg de BZN IFA). Repetiu-se todo o

procedimento realizado para as misturas binarias.

4.2.8.2 Estudos de compatibilidade entre o benznidazol e os excipientes utilizando
Analise Térmica e Difracdo de raios-X de po.

Para avaliar se os excipientes poderiam estar causando mudancas nos eventos
térmicos do farmaco, como mudancas na faixa de fusdo, diminuicdo da estabilidade
e mudanca na sua forma cristalina, foram realizadas analises por TG, DSC e DRX

nas misturas binarias e nas misturas de todos os componentes da formulacdo na
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proporcdo 1 de BZN para 1,5 de excipientes (p/p). As misturas foram feitas da
mesma forma que descritas no item 4.2.8.1 para o estudo de degradacao forcada.

Para essas analises, todos os componentes foram analisados separadamente e
depois em cada mistura, para que fosse possivel a comparacédo entre os resultados
obtidos.

As curvas DSC foram obtidas na célula DSC60 Shimadzu sob atmosfera dindmica
de nitrogénio com vazdo de 50 mL/min, razdo de aquecimento de 10 °C/min,
aguecimento até 400 °C, cadinho de aluminio fechado e massa de amostra
exatamente cerca de 1,5 mg, pesadas em balanca analitica (Libror AEG-45SM,
Shimadzu).

As curvas TG foram obtidas na termobalanca DTG60 Shimadzu com razdo de
aguecimento de 10 °C/min, aquecimento até 600 °C, atmosfera dindmica de
nitrogénio com vazédo de 50 mL/min, cadinho de alumina e massa de amostra

exatamente cerca de 2,5 mg.

As medidas de difracdo de raios X das amostras foram feitas no difratbmetro
Shimadzu XRD-7000 a 40 KV, 30 mA usando radiacdo de CuKa (A = 1.54056 A),
equipado com policapilar para obtencdo de difratogramas em geometria paralela,
acoplado a um monocromador de grafite a 30 rpm para minimizar qualquer
orientacdo preferencial. Os experimentos foram conduzidos na faixa angular 5 - 35°
(26) com tamanho do passo 0.01° (26) e constante de tempo 2 s.step™. Foi feito
refinamento da medida para o BZN pelo método de Rietveld pelo programa FullProf.
Para avaliacdo do ajuste foi gerado um fator numérico que determina a qualidade do

refinamento, além da demonstracéo grafica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo por espectrofotometria de absorcdo no infravermelho, no
ultravioleta e por difragéo de raio-X

O espectro de absorcao na regido do infravermelho para o BZN IFA esta mostrado
na Figura 7. Nao foi possivel obter o espectro para o BZN padrao, ja que este nao
estava disponivel. Entretanto, em alguns trabalhos ja publicados na literatura é
possivel encontrar o espectro do BZN, que é similar ao obtido neste trabalho
(SOARES-SOBRINHO, 2010). As principais bandas caracteristicas dos estiramentos
das ligacbes presentes na molécula do BZN foram identificadas e estdo descritas na
Tabela 14.

Figura 7 - Espectro na regido do Infravermelho para o BZN IFA.
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Tabela 14 - Nameros de onda e atribuicdes das bandas de absorcéo obtida no

espectro de infravermelho do BZN IFA.

Numero de . .
onda Atribuic&o e grupo funcional
1466 cm™ Deformacdo axial da ligacdo dupla carbono-carbono de
compostos aromaticos
1536 e 1356  Deformacdo axial assimétrica e simétrica, respectivamente, de
cm™ ligacdo NO, conjugada
1658 cm™ Deformacéao axial da ligacao carbono-oxigénio de amida
3100 cm™ Deformacao axial da ligacdo carbono-hidrogénio de aromaético
(carbono sp?)
3270 cm™ Deformacao axial da ligacao nitrogénio-hidrogénio de amida

Na Figura 8 esta demonstrado o espectro do UV obtido para o BZN IFA. Nele é

possivel identificar dois maximos de absorcdo em 207 e 324 nm e um vale em 270
nm. De acordo com a Brasileira 5% edicdo, (FARMACOPEIA, 2010) existe um

maximo de absor¢cdo em 316 nm. Entretanto, outros trabalhos, como o de Melo e

colaboradores (2012) e o de Bezerra e colaboradores (2014), demonstraram um

méaximo de absor¢cdo em 324 nm, assim como encontrado neste trabalho. Dessa

forma, podemos afirmar que se trata do espectro do BZN.

Figura 8— Espectro de absorc¢do na regidao do UV para o BZN.
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Outra forma utilizada para a identificagcdo do BZN foi utilizando difragéo de raio-X de
p6. Existe uma fase cristalina descrita para o BZN. Através da comparacdo dos
valores em graus 26 observados experimentalmente com aqueles previstos pela Lei
de Bragg, o IFA em estudo apresentou RW = 3,1%, valor menor que 15% como
recomendado por Mccusker e colaboradores (1999), confirmando a cristalinidade do
material com reflexdes intensas em 7,1°; 10,7°; 16,6°; 20,4°; 21,7°; 23,7° e 25° (26).
O padréao de difracdo ajustado do BZN pelo método de Rietveld (Figura 9) indicou
os parametros de rede: tipo de rede monoclinica, grupo espacial P 1 21 1, a (A) 4,66
+ 0,00; b (&) 10,94 + 0,00; ¢ (A) 11,97 + 0,00; o (°) 90,00; B (°) 91,23 + 0,00; v (°)

90,00. Dessa forma, pode-se afirmar que o IFA utilizado se trata do BZN.

Figura 9- - Padréo de difracdo ajustado do benznidazol (BZN) pelo método de
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5.2 Determinacao do peso médio.
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Determinou-se o peso médio por meio da pesagem de 20 comprimidos contendo

BZN. Na Tabela 15 estdo descritos os resultados obtidos assim como as variacdes

individuais, o valor do peso médio encontrado e o DPR (%) das variacgdes.

Tabela 15 - Resultados obtidos no teste de determinacdo de peso dos comprimidos

contendo BZN.

Peso Comprimido % em relagédo a L
BZN (mg) média variagao
248,56 99,84 0,16
249,96 100,40 -0,40
250,74 100,71 -0,71
248,23 99,71 0,29
248,50 99,82 0,18
251,60 101,06 -1,06
253,47 101,81 -1,81
249,78 100,33 -0,33
249,31 100,14 -0,14
254,21 102,11 -2,11
246,61 99,06 0,94
249,72 100,31 -0,31
250,36 100,56 -0,56
246,66 99,08 0,92
243,56 97,83 2,17
250,77 100,73 -0,73
246,04 98,83 1,17
247,14 99,27 0,73
244,72 98,30 1,70
249,31 100,14 -0,14
Média 248,96

Desvio padrao 2,68

Apés avaliacdo dos resultados, obteve-se que nenhuma das variagcdes se encontram

fora da especificacdo descrita na FB 5.
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5.2 Determinacéao da solubilidade do BZN IFA

A solubilidade do BZN IFA foi testada em diversos solventes, para se analisar,
principalmente, a necessidade da utilizacdo de cosolvente. Na Tabela 16 estdo

descritos os resultados encontrados para esse teste.

Tabela 16 - Resultado do teste de solubilidade para o BZN.

Solvente Volume necessario Classificacéao
para solubilizar 10 mg

Agua Mais de 100 mL Muito pouco soluvel

Acetonitrila Menos de 1 mL Muito Solavel
Acido cloridrico 0,1 M Mais de 100 mL Muito pouco soluvel
Acido cloridrico 1 M Mais de 100 mL Muito pouco soluvel
Hidroxido de s6dio 0,1 M Mais de 100 mL Muito pouco soluvel
Hidréxido de sédio 1 M Mais de 100 mL Muito pouco soluvel
Metanol 5mL Ligeiramente solavel
Per6xido de hidrogénio 3% (v/v) Mais de 100 mL Muito pouco soluvel
Sulfato de cobre 0,05 M Mais de 100 mL Muito pouco soluvel

Como pode ser observado, o BZN é muito pouco soluvel na maior parte dos
solventes que seriam utilizados nos testes de degradacéo forcada. Portanto, foi
necessaria a utilizacdo de cosolvente em todas as condicbes do estudo de

degradacgéo.

5.3 Testes de degradacéao forcada

Avaliou-se, inicialmente, cada uma das condi¢cdes de degradacéo forcada por meio
de gradientes exploratérios, nos quais a concentragdo de modificador organico
(ACN) variou de 5 a 95% em 60 minutos com relagdo a 4gua. Com o objetivo de se
obter resultados mais rapidos para analise da existéncia de degradacdo das
amostras, passou-se a empregar corrida isocratica com fase mével composta por

30% de ACN e 70% de agua. Todas as solucdes foram injetadas numa
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concentracédo de 100 pug/mL, para melhor visualizagcdo dos produtos de degradacao
que poderiam ser formados. Somente ap0s a determinagcdo das condi¢cbes em que
houve degradacdo € que se iniciou, de fato, os testes para desenvolvimento do

método.

5.3.1 Utilizac&o de cosolvente

A patrtir dos resultados obtidos para a solubilidade do BZN IFA, concluiu-se que seria
necessaria a utilizacao de cosolvente para a realizacdo dos estudos de degradacéo
forcada e desenvolvimento do método indicativo de estabilidade, uma vez que o
BZN IFA n&o apresentou solubilidade em nenhuma solugédo aquosa. Optou-se por
utilizar a acetonitrila como cosolvente, devido a alta solubilidade do BZN IFA nesse
solvente, e por ser considerado um solvente praticamente inerte, devendo ser
preferencialmente utilizado nos testes de degradacdo hidroliticas. A menor
quantidade necessaria para a completa solubilizacdo do BZN IFA em acetonitrila foi
de menos que 1 mL, como descrito na Tabela 16. Entretanto, para a garantia total

da solubilizacéo, 3 mL de ACN foram utilizados para solubilizar 10 mg de BZN IFA.

Apés conducdo dos estudos de degradacdo forcada, observou-se a formacédo de
pico proveniente da degradacdo da ACN em meio basico, que coeluia com um dos
produtos de degradacédo formados. Na Figura 10 esta mostrado o cromatograma

obtido apos a realizacao do estudo com NaOH 0,1 M.

Figura 10- Cromatograma obtido ap6s degradacédo forcada em meio alcalino na
presenca e na auséncia do BZN IFA na concentracdo de 100 pg/mL em 212 nm.
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PD = Produtos de degradacé&o

Como descrito por Baertschi (2011) o pico que coeluiu com o produto de degradacao
formado é proveniente de uma reacao entre ACN e NaOH sob temperatura elevada,

formando acetamida, acido acético e amonia, como demonstrado pela Figura 11:

Figura 11- Reacdo da ACN em meio basico ocorrida na hidrélise alcalina.

O 0
HZO NaOH + NH
H,C———=N ——> —> 3

Diante disso, testou-se a utilizacdo de outros dois cosolventes: THF e 1,4 dioxano.
Para isso, determinou- se a menor quantidade de THF e 1,4 dioxano necessarios
para solubilizar o BZN IFA. Além disso, foram feitas injec6es de solu¢des branco
antes e apds serem submetidos a degrada¢do em meio alcalino. Os resultados sédo
mostrados nas Figuras 12 e 13, que apresentam os cromatogramas obtidos apos a
degradacdo na presenca e na auséncia do IFA, para 1,4 dioxando e THF

respectivamente, ja no método em gradiente definitivo desenvolvido.

Figura 12- Cromatogramas obtidos para o cosolvente 1,4 dioxano apds a
degradacdo em meio alcalino na presenca e auséncia do BZN IFA na concentracao
de 50 pg/mL em 230 nm.
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Figura 13- Cromatogramas obtidos para o cosolvente THF apds a degradacdo em
meio alcalino na presenca e auséncia do BZN IFA na concentragdo de 50 yg/mL em

230 nm.
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Apoés andlise dos cromatogramas obtidos para os dois cosolventes, observou-se que
qguando o THF foi utilizado, houve a formacao de novos picos oriundos do solvente e
nao foi possivel observar os picos dos produtos de degradacdo que sao formados,
podendo estar ocorrendo uma co-eluicdo entre eles. J4 para o 1,4 dioxano nao se
observou a formacgéo de novos picos e os picos dos produtos de degradacao foram
mantidos. Dessa foma, concluiu-se que o 1,4 dioxano é uma melhor op¢éo para ser
empregado como cosolvente. Portanto, este solvente foi empregado nos estudos de
degradacdo alcalina e fotolitica e no desenvolvimento e validacdo do método

indicativo de estabilidade.

5.3.2 Degradacdo em meio alcalino

O estudo da degradacao forcada em meio alcalino para BZN IFA foi iniciado em uma
condicao intermediaria, com solucdo de NaOH 0,1 M em temperatura ambiente e em
50 °C durante 24h. Observou-se a formacdo de produtos de degradagdo no
comprimento de onda proximo ao maximo de absor¢do do BZN (316 nm) e em
comprimento de onda mais baixo (212 nm). Na Figura 14 estdo apresentados os
cromatogramas obtidos nesses dois comprimentos de onda, empregando o

gradiente exploratorio.
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Figura 14- Cromatograma referente ao gradiente exploratério para a degradacéo
alcalina utilizando solugcdo NaOH 0,1 M por 24h a 50 °C na concentracao de 100
ug/mL nos comprimentos de onda 212 nm (A) e 316 nm (B).
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Foi observada uma porcentagem de degradacdo do farmaco acima de 30% durante

esse tempo para a temperatura de 50 °C e uma degradacgao insuficiente para a

temperatura ambiente. Assim, optou-se por manter a concentracdo de 0,1 M e a

temperatura de 50 °C e realizar coletas em 4, 8 e 12 h até ser observada uma

degradacdo entre 10 e 20%. Para essa triagem, empregou-se a corrida isocratica

composta por 70% de &agua e 30% de ACN, descrita anteriormente, nos

comprimentos de onda 212 e 316. O cromatograma obtido para essa condi¢ao final

esta demonstrado na Figura 15. Por se tratar da triagem que estava sendo realizada

inicialmente, a ACN ainda era utilizada como cosolvente. Somente depois de alguns

testes € que ela foi substituida por 1,4 dioxano.
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Figura 15- Cromatograma referente a corrida isocratica utilizada na triagem da
degradacéo alcalina do BZN IFA utilizando solucdo NaOH 0,1 M por 8h a 50 °C na
concentragéo de 100 pg/mL em 212 nm.
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Apds a andlise do BZN IFA, placebo e comprimidos foram submetidos a essa
mesma condi¢cdo. Nao foi observado formacdo de novos produtos para o placebo,
como mostrado no cromatograma da Figura 16. Entretanto, um perfil de degradacéao
diferente foi observado no cromatograma obtido para o BZN comprimido,
demonstrando que os excipientes podem estar influenciando de alguma maneira na
degradacdo do comprimido. Tais interacdes foram melhor investigadas e os
resultados descritos posteriormente nesse trabalho. O cromatograma obtido para o

comprimido esta mostrado na Figura 17.
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Figura 16 - Cromatograma referente a corrida isocratica utilizada na triagem da
degradacdo alcalina do branco e do placebo antes e apos degradacao forcada
utilizando solugdo NaOH 0,1 M por 8h a 50 °C na concentracéo de 100 ug/mL em

212 nm.
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Figura 17- Cromatograma referente a corrida isocratica utilizada na triagem da
degradacéo alcalina do comprimido apés degradacéao forcada utilizando solucéo
NaOH 0,1 M por 8h a 50 °C na concentragdo de 100 pg/mL em 212 nm.
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Analisando a estrutura quimica do BZN é possivel identificar grupos funcionais que
sdo suscetiveis a reacdo de hidrolise, como € o caso do grupamento amida. Na
Figura 18 estd demonstrado o mecanismo de reacdo geral de hidrdlise que ocorre

com amidas em meio basico.
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Figura 18 - Representacdo do mecanismo de reacdo geral que envolve a hidrélise

de amidas.
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Fonte: (ROBERT; CASERIO, 2017).

Dessa forma, pode-se inferir que dois dos produtos de degradacdo formados se
tratam de um &cido carboxilico e uma amina. As provaveis estruturas quimicas
desses dois compostos estdo demonstradas na Figura 19. Entretanto, seria
necessaria a utilizacdo de técnicas de caracterizacdo para a confirmacdo dos

produtos de degradacéo formados.

Figura 19- Estruturas quimicas que representam dois dos provaveis produtos de
degradacéao formados pela hidrolise em meio alcalino.

Uma vez que foi observada a formacédo de produtos de degradacdo para essa

=0

condicdo, algumas medidas devem ser tomadas para se evitar a formagéo desses
produtos. A hidrélise em meio alcalino € apenas uma forma de se acelerar o
processo de hidrélise que pode ocorrer apenas pela presenca de &gua
(BAERTSCHI, ALSANTE, REED, 2011). Dessa forma, seria ideal evitar o contato do
produto com agua, como por exemplo, ndo utilizar a granulacao por via Umida para o

processo de fabricacdo do comprimido e utilizar embalagens impermeéaveis.
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5.3.3. Degradacdo em meio acido

Assim como para a degradacdo alcalina, optou-se por utilizar uma condicéo
experimental intermediaria para iniciar os testes em meio acido para BZN IFA,
comprimidos e placebo. A primeira condigéo testada foi utilizando uma solugéo de
HCI 0,1 M por 24h em temperatura ambiente e 50 °C. Nao foi observada a
diminuicdo da area sob o pico do BZN e nem a formacdo de novos produtos de
degradacdo no gradiente exploratorio. Aumentou-se entdo a concentracdo da
solucdo de HCI para 1 M mantendo-se a temperatura e o tempo (50 °C e 24h).
Novamente, ndo foi observada degradacdo. Uma condicdo mais drastica foi
escolhida, sendo o farmaco submetido a uma solugdo de HCI 1 M, temperatura de
70 °C, por 7 dias. Nenhum produto de degradacéao foi observado, assim como nao
houve diminuicdo da area sob o pico do BZN. Essa foi considerada a condigdo mais
drastica que poderia ser aplicada. Dessa forma, o farmaco foi considerado estavel
frente a hidrolise acida, o que pode ser explicado pela protonacdo da amida, que

dificulta a reacdo de hidrdlise.

5.3.4 Degradacao em meio neutro (agua)

Para o teste na condicdo neutra, optou-se por deixar o BZN IFA, placebo e
comprimidos em agua por 48h a 50 °C. Nao foi observada reducédo da area sob o
pico do BZN IFA e comprimidos e ndo houve a formacao de novos picos em nenhum
dos casos analisados. O farmaco foi considerado estavel para hidrolise em meio

neutro.

5.3.5 Degradacdo em meio oxidativo mediada por peréxido de hidrogénio.

Para avaliacdo da estabilidade do BZN IFA, placebo e comprimidos em meio
oxidativo com peréoxido de hidrogénio, iniciou-se utilizando a condicdo mais branda
com solucdo de perdxido de hidrogénio a 0,3% v/v por 24h, em temperatura
ambiente. Apdés esse tempo, ndo foi observado reducdo no pico do BZN IFA e
comprimidos e ndo houve a formacdo de novos picos para eles e para o placebo.
Uma condicdo mais drastica foi empregada, aumentando-se a concentracdo do
perdxido de hidrogénio para 3% v/v por 24 h a temperatura ambiente. Ainda sim, ndo
foi observada degradacao. Por fim, testou-se a mesma concentragdo anterior, por
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um periodo de 72 h. Novamente, ndo foram observados novos picos e nem
diminuicdo da éarea sob o pico do BZN IFA e comprimidos. Assim, o BZN foi

considerado estavel na presenca de peroxido de hidrogénio.

5.3.6 Degradacdo em meio oxidativo mediada por iniciador de auto-oxidagao

Para avaliacdo da estabilidade do BZN IFA, placebo e comprimidos em meio
oxidativo com AIBN, iniciou-se utilizando a condicdo recomendada por Baertschi
(2011), com uma solucédo de AIBN composta por 10% de metanol e acetonitrila e
80% de agua de concentracdo de 5 mM, por 24h a 40 °C. Apds esse tempo, nao foi
observada reducdo no pico do BZN IFA e comprimidos e nédo houve a formacao de
novos picos para eles e para o placebo. Aumentou-se o0 tempo de exposicdo para
48h. Ainda sim, ndo foi observada degradacdo. O BZN no IFA e nos comprimidos,
bem como o placebo foram considerados, entdo, estaveis para a condicdo de auto-
oxidac&do com AIBN.

5.3.7 Degradacédo mediada por ions metalicos

A degradacdo do BZN IFA, comprimidos e placebo por ions metalicos foi avaliada,
inicialmente, na condicdo mais branda recomendada, com solucdo de CuSO, 0,05 M
a 40 °C, por 24h. Como nédo foi observada reducdo na area do pico e nem a
formacdo de novos picos em nenhum dos casos, manteve-se a solucdo por mais
24h. Obteve-se 0 mesmo resultado anterior e a solugcédo foi mantida por mais 24h,
totalizando 72h. Esse é o tempo, temperatura e concentracdo maximos
recomendados para analise dessa condi¢do, de acordo com Baertschi (2011). Dessa

forma, o BZN foi considerado estavel nessa condicao.

Dessa forma, ndo foi observada degradagédo oxidativa mediada por nenhuma das
vias existentes. De maneira geral, alguns grupos funcionais sdo mais suscetiveis a
esse tipo de degradacédo, como alcenos, aldeidos, heteroatomos adjacentes ao anel
benzenico e compostos de enxofre ndo totalmente oxidados. Observando a estrutura
guimica do BZN, nenhum desses grupos estdo presentes, o que pode explicar sua

estabilidade frente a oxidag&o.
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5.3.8 Degradacédo umida

A degradacdo por via umida foi avaliada na condicdo maxima descrita por Baertschi
(2011). A amostra foi mantida por 21 dias, de acordo com o calculado para a energia
de ativacédo equivalente a duragédo de um experimento de 24 meses a 25 °C, em
temperatura de 70 °C, em dessecador saturado com solucdo de NaCl saturada.
ApoOs esse tempo, ndo observou-se a reducdo da area sob o pico do BZN no IFA e
nos comprimidos e nem a formacdo de novos picos nos cromatogramas do IFA,

comprimidos e placebo. Dessa forma, considerou-se o BZN estavel nessa condicao.

5.3.9 Degradacao térmica.

A degradacdo térmica também foi avaliada na condicdo maxima descrita por
Baertschi (2011). A amostra foi mantida por 21 dias em temperatura de 70 °C em
estufa, de acordo com o calculado para a energia de ativagdo equivalente a duracdo
de um experimento de 24 meses a 25 °C. Apds esse tempo, ndo se observou a
reducado sob a area do pico do BZN no IFA e nos comprimidos e nem a formacéo de
novos picos nos cromatogramas. Dessa forma, considerou-se o BZN estavel nessa

condicao.

5.3.10 Degradacéo fotolitica.

As amostras da degradacdo fotolitica foram mantidas em camara de fotoestabilidade
por 15 dias, o que representa 5 ciclos a mais do que é exigido nas legislacdes de
fotoestabilidade (ICH-Q1B, 1996). Apds esse tempo, as amostras foram analisadas
utilizando corrida isocratica empregando ACN:4gua (30:70). Observou-se mudanca
na coloracdo da amostra de BZN IFA, comprimidos triturados e comprimido integro,
como mostrado na Figura 20. Além disso, ocorreu uma degradacdo do farmaco
maior que 30% e a formacdo de novos produtos de degradacédo. Optou-se entao
pela diminuicdo no tempo de exposicdo da amostra na camara para 9 dias, o que
representa 3 ciclos. Uma degradacdo maior que 20% ocorreu, além da formacéo de
novos produtos, como mostrado no cromatograma da Figura 21. Assim, concluiu-se
que o BZN, no IFA e nos comprimidos, é susceptivel a degradacao fotolitica,

seguindo o mesmo perfil de degradacgéo, ou seja, ndo foram observados diferentes



82

produtos e nem uma porcentagem diferente de degradacdo para BZN IFA e

comprimidos.

Figura 20- BZN IFA, comprimido triturado e comprimido integro antes (A) e apds
degradacéo fotolitica (B)

4

Figura 21- Cromatograma da degradacdo fotolitica do BZN IFA controle e apds 9
dias de exposicao a camara fotolitica utilizando o método isocratico em 230 nm a
concentragéo de 100 ug/mL.
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As reacdes fotoliticas envolvem mecanismos mais complexos que o apresentado
para a hidrélise do farmaco. Entretanto, inUmeras reacdes podem estar envolvidas e,
por isso, é mais dificil inferir os provaveis produtos de degradagdo que estdo sendo

formados, nessa condi¢do, sem o auxilio de técnicas de caracterizacéo.
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Santos (2013) realizou estudo de fotoestabilidade para o BZN, utilizando analise
térmica e método cromatogréfico, além da espectrometria de massas para tentativa
de identificacdo dos produtos de degradacado, supondo assim, rotas de degradacao
para o farmaco. Na Figura 22 estdo demonstrados os provaveis produtos de

degradagéao proposto em seu trabalho.

Figura 22 - Principais produtos de degradacéo propostos por Santos (2013) que
podem ser formados apo6s degradacao fotolitica apos analise por espectrometria de
massas.

Assim como para a hidrélise alcalina, algumas medidas devem ser tomadas para se
evitar a formacdo dos produtos de degradacdo provenientes da degradacéo
fotolitica. A principal delas é a utilizacdo de embalagens que protejam o comprimido

da luz externa, como blisters a&mbar ou laminado.

5.4 Desenvolvimento de método indicativo de estabilidade por cromatografia

liguida de alta eficiéncia.

O desenvolvimento de um método indicativo de estabilidade requer que ele seja
seletivo para o farmaco de interesse e que, em alguns casos, seja possivel a
identificacdo dos produtos de degradacdo, sendo a espectrometria de massas o

sistema de deteccdo mais comumente usado para esse fim. Além disso, para
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garantir uma melhor repetibilidade do método, € recomendado o uso de tampdes e
que esses sejam, entdo, compativeis com o detector de massas. Outra caracteristica
desse tipo de método € a utilizacdo de eluicAo em gradiente, uma vez que esse
modo permite uma eluicdo diferenciada dos diferentes produtos formados, que
poderdo apresentar diferentes caracteristicas estruturais e, consequentemente,

diferentes tempos de retencéo.

Assim, a primeira etapa no desenvolvimento de um método analitico € uma pesquisa
bibliografica sobre as caracteristicas do farmaco que séo relevantes para a
cromatografia como, por exemplo, o pKa de seus grupos ionizaveis e 0s pHs nos
quais cada forma, ionizada e nao ionizada, estardo presentes. Essa informacéo é
importante para determinar pH do tampéo que sera utilizado e qual tampé&o devera
ser utilizado para tal faixa. Na Figura 23 esta demonstrado o grafico de pKa para

cada microespécie do farmaco em funcéo do pH do meio.

Figura 23 - Distribuicdo das microespécies de BZN em funcao do pH do meio.
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Fonte: CHEMAXON, acesso em 25 de janeiro de 2019.

Por meio da analise da distribuicdo das microespécies de BZN, concluiu-se que o pH
do meio que poderia ser utilizado seria dentro de uma faixa entre 2 e 10. Dentro

dessa faixa ocorre o favorecimento da existéncia de apenas de uma espécie, sendo
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ela a ndo ionizada. Nessa situagdo, problemas como cauda no pico cromatografico,
devido a existéncia de outras espécies que podem possuir interacdes diferentes

com a coluna, seriam evitados.

O proximo passo foi a escolha de um tampdo que possuisse essa faixa de
tamponamento e fosse compativel com o detector de massas. Na Tabela 17 estéo
descritos alguns dos principais tampdes utilizados em cromatografia, sua faixa de

tamponamento e sua compatibilidade com o detector de massas.

Tabela 17- Tampdes recomendados para utilizacdo em cromatografia de acordo
com sua faixa de tamponamento e compatibilidade com detector de massas.

Compatibilidade

Tampao taml;_aa(l)i)rjgnﬂgnto UV Cut-off com detector de
massas

Trifluoroacético 1.5-25 210 nm (0,1%) Sim
Acido fosforico 1.5-3.5 <200nm (10 mM) N&o
Acido férmico 2.7 210 Sim
Fosfato (pk1) 1.1-31 200 N&o
Fosfato (pk2) 6.2-8.2 200 N&ao
Fosfato (pk3) 11.3-13.3 200 N&o
Acetato 3.8-5.8 210 Sim
Citrato (pk 1) 2.1-4.1 230 Sim
Citrato (pk 2) 3.7-5.7 230 Sim
Citrato (pk 3) 4.4-6.4 230 Sim
Formiato de amonio 2.7-4.7 210 Sim
Bicarbonato de 6.6-8.6 200 sim

amonio

Fonte: adaptado de SNYDER, 2011 e ROMANO, 2018

ApoOs andlise da Tabela 17, nota-se que dois tampdes apresentam uma faixa de
tamponamento ideal para o BZN e sdo compativeis com o detector de massas:
acetato e citrato (pk 3). Optou-se pela utilizagdo do tampéo acetato devido a um
menor UV cut-off e por possuir uma faixa de tamponamento ampla e dentro daquela

ideal para o BZN. Assim, um pH proximo a 5,7 foi escolhido, por estar proximo a
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uma faixa neutra, visando uma maior conservacao da coluna, ja& que pH extremos
diminuem o tempo de vida util delas. O tampéo citrato possui um UV cut-off no
mesmo comprimento de onda escolhido para o desenvolvimento do método
indicativo de estabilidade (230 nm), ndo sendo possivel a visualizacdo de todos os

produtos de degradacao formados.

A partir dos resultados obtidos que mostraram que o BZN IFA e comprimidos foram
suscetiveis a degradacdo alcalina com solugdo de NaOH 0,1 M por 8h a uma
temperatura de 50 °C e a degradacao fotolitica por 9 dias em camara de
fotoestabilidade, a determinacdo do tampdo e de um pH 6timo para andlise, foi
possivel iniciar o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade para o BZN.
Para isso, utilizou-se coluna cromatografica Agilent HC-C18(2) (150 x 4,6 mm, 5 um)
em corrida isocratica composta por agua:acetonitrila 70:30 (v:v), em 212 nm. Optou-
se entdo pela utilizacdo de solugdo tampdo 10 mM de acetato de amonio, ainda
nessa corrida isocratica. Com a mudanca para solucdo tampéo, observou-se um
deslocamento batocrémico dos produtos de degradacdo e do farmaco, sendo

escolhido um comprimento mais alto para analise: 230 nm.

Durante as andlises da degradacao em meio alcalino, observou-se, como ja descrito
na escolha do cosolvente, a formacao de um pico proveniente da reacao entre ACN
e 0 meio alcalino. Porém, antes da opcao pela mudanca de cosolvente, testou-se a
mudanca da ACN por metanol na fase moével, objetivando-se mudanca na
seletividade. Além disso, diversos gradientes foram testados a fim de se obter a
separacao entre os picos dos produtos de degradacdo e o pico interferente, sem

resultados satisfatorios.

Outra tentativa foi a mudanca no tipo de coluna, visando também mudanca na
seletividade. Foram testadas colunas com fase mével composta por amino e colunas
do tipo HILIC. Também néo foi observado resultado satisfatorio para a separacéo do
interferente e os produtos de degradacéo, além dos produtos passarem a co-eluir
com o pico do farmaco, como foi o caso do teste com a coluna HILIC. Como néo foi
possivel a obtengdo de bons resultados com a mudanca de colunas, outros
cosolventes foram testados, como descrito na secdo 5.3.1, sendo 1,4 dioxano o
solvente de escolha, por ndo apresentar interferéncias significativas com 0s picos

dos produtos de degradagéo e com o pico do farmaco.
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Apés escolha do cosolvente, da coluna, da composicdo da fase moével e do
comprimento de onda, iniciou-se o teste com diversos gradientes. Outros parametros
como temperatura do forno da coluna e vazao foram também testados. Uma vez que
na degradacdo em meio alcalino surgiram produtos de degradacdo muito polares, foi
necessario iniciar as corridas com apenas 5% de ACN para permitir a separacéo
entre eles. O gradiente definitivo no qual se obteve uma melhor resolugao entre os
picos, com boa assimetria e menor tempo, se encontra descrito na Tabela 18 e as
condicbes cromatograficas definitivas se encontram descritas na Tabela 19. Na
Figura 24 estdo apresentados os cromatogramas obtidos com o método indicativo
de estabilidade desenvolvido nas condi¢gdes em que houve degradacao.

Tabela 18- Gradiente utilizado no método indicativo de estabilidade desenvolvido
para BZN utilizando CLAE

Tempo A % (v/v) B % (v/v) o
) o Eluicao

(min) (fase aquosa) (acetonitrila)

0-4 95% — 91.5% 5% — 8,5% Gradiente linear
4-7,0 91.5%—60% 8.5%—40% Gradiente linear
7-11 60% 40% Isocrética

11-115 60%—95% 40%—5% Gradiente linear
11,5-13 95% 5% Re-equilibrio

Tabela 19 - Condi¢des cromatograficas definitivas do método indicativo de
estabilidade desenvolvido para BZN utilizando CLAE

Parametros Condigbes

HC- C18(2) (150 x 4,6 mm, 5 pym)

Coluna

Composico da fase ACN: Tampéo Acetato pH 5,7— gradiente (Tabela 16)

movel
Comprimento de onda 230 nm
Vazao da fase movel 1,0 mL/min
Temperatura do forno 40 °C

Volume de injegéo 20,0 pL
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Figura 24 - Cromatograma das condicbes em que houve degradacdo comprovando
adequabilidade do método indicativo de estabilidade desenvolvido para IFA (A) e
comprimidos (B).
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Os valores dos parametros do sistema cromatografico, utilizados para comprovar a
adequabilidade do método indicativo de estabilidade desenvolvido, estdo descritos
na Tabela 20 para o BZN e os produtos de degradagcao majoritarios formados. Como
houve a formacdo de produtos de degradacdo diferentes para BZN IFA e
comprimidos na degradacdo em meio alcalino, os parametros para eles foram
descritos separadamente. Na Figura 25 esta demonstrada essa diferenca entre os

resultados obtidos para IFA e comprimidos nessa condigao.
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Tabela 20 - Parametros do sistema cromatograficos utilizados para comprovar a
adequabilidade do método indicativo de estabilidade desenvolvido utilizando CLAE.

Tempo de | Fator de Nimero Fator
Amostra Analito retencdo | retencéao de pr_atos de Resolugdo
. teoricos (R)
(tr) (Min) (k) (N) cauda
PD1 1,70 0,13 4062 2,17 0
PD2 IFA 2,23 0,48 7840 1,22 5,15
IFA apos
degradacéao
basica com PD3 IFA 8,64 4,76 174930 0,80 69,74
NaOH 0,1 M a
50 °C, durante  PD4 IFA 8,78 4,85 172783 1,31 1,77
8h
PD5 IFA 9,11 5,07 131999 0 3,24
BZN 11,11 6,40 131933 1,06 17,43
PD1 1,45 0,03 4379 1,21 0
PD2 Cp 1,85 0,23 6920 0 1,85
CP apos PD3 Cp 2,23 0,48 7913 1,18 3,91
degradacéao
basica com
NaOH 0.1 M a PD4 Cp 8,65 4,76 178757 1,20 70,55
50 °C, durante
8hu PD5 Cp 8,80 4,85 222980 0 1,87
PD6 Cp 9,11 5,07 181087 1,20 3,91
BZN 11,13 6,40 138035 1,06 19,65
PDA 2,29 0,53 4049 1,21 0
IFA e
comprimido PDB 9,12 5,08 225750 1,00 61,69
apos
degradacéo
fotolitica PDC 9,23 515 179238 1,06 1,30
durante 9 dias
10,95 6,30 121574 1,06 16,23

BZN
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Figura 25 - Cromatograma da degradacéo alcalina para BZN IFA e comprimido em
8h a 50 °C na concentragdo de 100 pg/mL
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Por meio da andlise da Tabela 19 pode-se perceber que alguns produtos de
degradacdo formados tém caracteristica mais polares (PD1, PD2 e PD3) que o BZN
e 0s outros produtos de degradacao apresentaram fator de retengcdo menor que o
recomendado (valores entre 1 e 10). Durante o desenvolvimento do método, vérias
tentativas de aumentar a retencao foram feitas sem sucesso e, por isso, 0 método se

inicia com uma baixa porcentagem de solvente organico.

Comparando os produtos de degradacao obtidos para IFA e comprimidos € possivel
perceber, devido ao alto fator de assimetria do PD1 no IFA, que existe um outro
produto co-eluindo com ele e que no comprimido houve uma maior formacao desse
produto, que foi denominada PD2 Cp. Outro produto de degradacao que apresentou
perfil distinto no IFA e comprimido foi o PD5 no IFA que representa o PD6 no
comprimido. Percebe-se um grande aumento na area dele no comprimido, enquanto
no IFA foi o produto de degradagéo formado de menor area. Ja os outros produtos
de degradacao formados apresentaram perfil de degradacdo semelhante para IFA e

comprimidos.
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5.5 Validacéo
5.5.1 Seletividade e adequabilidade do sistema.

Avaliou-se a seletividade do método por meio da obtencdo dos cromatogramas de
degradacdo forcada para as condi¢cfes: hidrélise acida, alcalina e neutra; oxidacéo
por peroxido de hidrogénio e AIBN; andlise térmica seca e Umida e fotodegradacéo.
Além disso, analisou-se a seletividade também frente ao placebo e as solugdes
branco. O método se apresentou seletivo em todas as condi¢des, principalmente
para as condicdes de hidrélise alcalina e fotodegradacdo, nas quais houve a
formacdo de produtos de degradacdo. Na Figura 26 estdo mostrados os
cromatogramas sobrepostos das condi¢Bes alcalina e de fotodegradacédo, além do
placebo e IFA fortificado com placebo, comprovando que o método se mostrou
seletivo para os produtos de degradacgéo e o BZN.

Além da utilizacdo dos cromatogramas, a pureza de pico foi testada para o pico do
BZN em todas as condicfes, obtendo-se valores acima de 99%. Na Figura 27 esta
demonstrado o grafico que comprova a pureza de pico no teste da seletividade.
Pode-se observar que Purity hat se encontra acima da linha do detector,
comprovando uma pureza de pico. Esse teste ndo garante que o pico do BZN
contém somente essa substancia, uma vez que outras substancias que possuem o
mesmo grupo cromoforo pode estar co-eluindo sem que seja considerado uma
impureza. Entretanto, ele demonstra que outras substancias que possuam grupos

cromoforos diferentes, ndo estao co-eluindo.

Figura 26- Cromatogramas obtidos para comprovacédo da seletividade do método.
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— Solugéo IFA +placebo
— IFAap6s degradagao fotolitica
— IFAap6s degradacgao alcalina
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Figura 27 - Grafico que comprova a pureza de pico do BZN no teste da seletividade.
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Para comprovagédo da adequabilidade do sistema, injetou-se cinco vezes a mesma
solucédo a 50 yg/mL e avaliaram-se o0s seguintes parametros: fator de retencéo (k),
fator de cauda, desvio padréo relativo da area sob o pico da BZN (DPR érea) e
desvio padréo relativo do tempo de retencao (DPR tr). Os resultados obtidos estédo
descritos na Tabela 21. O tempo morto da coluna foi calculado teoricamente.

Tabela 21- Resultado da avaliacdo da adequabilidade do sistema cromatografico.

Fator de Fator de Area t
retencao (k) cauda R
Média 6.35 1.063 3683348 11.016
DPR (%) 0.16 0.54 0.70 0.14

ApoOs avaliacdo dos resultados obtidos para a adequabilidade do sistema, concluiu-
se que 0 método € adequado para a realizacéo das analises, uma vez que o DPR da
area e do tempo de retencdo foi menor que 1%, o fator de cauda proximo a 1 e o
fator de retencéo entre 1 e 10 (GUILLARME et al., 2007; GUILLARME et al., 2010;
MCMASTER, 2007).

5.5.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio de curva de calibracdo construida

com 5 concentracgfes, igualmente espacadas, que variava de 20 a 60 ug/mL, o que
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representa 40 a 120% da concentracdo de trabalho, que é de 50 ug/mL. Os valores
das areas e as concentragfes encontradas estao descritos na Tabela 22.

Tabela 22- Concentragfes de BZN e valores de area para a construgdo da curva
analitica do método indicativo de estabilidade

Replicata Nivel de Area Concentragao real
Concentracdo  (mAu) de BZN (pg/mL)
1 1873387 19,992
2 40% 1844337 19,992
3 1749173 19,992
1 2543689 29,988
2 60% 2441681 29,988
3 2479382 29,988
1 3237212 39,984
2 80% 3224826 39,984
3 3144609 39,984
1 3938778 49,98
2 100% 3919978 49,98
3 3800226 49,98
1 4490575 59,976
2 120% 4322213 59,976
3 4376514 59,976

Apés a construcdo da curva, aplicaram-se testes estatisticos para avaliagdo das
premissas dos residuos. Como néo foi detectado nenhum outlier, todos os dados
obtidos foram mantidos para analise. Os resultados dos testes se encontram
descritos na Tabela 23. Como pode ser observado, os residuos seguem a normal,
sdo independentes e homoscedasticos. A homoscedasticidade dos residuos foi
comprovada também por meio do gréfico de dispersdo dos residuos, demonstrado
na Figura 28. Os dados apresentados mostraram-se dispersos, sem nenhuma

tendéncia, comprovando a homocedasticidade dos residuos.
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Tabela 23- Resultados dos testes para avaliagcdo das premissas necessarias a

utilizacdo dos MMQO.

Premissa

Especificagéo

Resultado
obtido

Conclusao

Teste de outliers pelo
método Jacknife

Avaliacdo da
normalidade pelo
teste de Ryan-Jones

Avaliacédo da
independéncia dos
residuos pelo teste de
Durbin-Watson

Avaliagcédo da
homocedasticidade
pelo teste de Brown-
Forsythe ou Levene
modificado

P- valor >0,05

P- valor >0,05

| Jei | >Jcrl’tico

para a=0,05

Rqu Rcrl’tico

para a=0,05

Nenhum outlier
detectado

Req = 0,9929
Reritico = 0,9798

P-valor = 0.0834

Nenhum ponto foi
excluido.

Os residuos
seguem a
distribuicdo normal

N&o ha correlacéo

entre os residuos
(os residuos séo
independentes)

Ha

P-valor = 0,1699 homoscedasticidade

entre os residuos.

Fonte: tabela construida com base nas informacdes disponiveis em SOUZA, 2007 e

software Action Stat

Figura 28 - Grafico da disperséo dos residuos para analise da homocedasticidade.

Residuos Padronizados

Res. Padronizado vs Valores Ajustados

Portanto, o método dos minimos quadrados ordinarios pode ser aplicado. Assim, o

grafico para a curva analitica, a equacdo da reta, com os desvios padrdo dos
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coeficientes e o coeficiente de determinacéo (R?), foram obtidos, como demonstrado
na Figura 29.

Figura 29- Curva analitica para avaliagdo da linearidade do método indicativo de
estabilidade para a BZN na faixa de 20 a 60 pg/mL.
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De acordo com as normas preconizadas pela RDC 166/2017, para avaliacdo da
linearidade, o coeficiente de determinacao deve ser maior que 0,99. Entretanto, essa
andlise ndo garante a relacdo linear da curva e sim indica o grau de ajuste dos
dados a curva, independente do modelo (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). A
forma mais adequada de se investigar se ndo ha desvio na linearidade e a
significAncia da regressdo é por meio de teste ANOVA. Como resultado, obteve-se
que a regressao linear é estatisticamente significativa e nao ha desvio de linearidade
(p > 0,05) em um nivel de significancia de 0,05.

Outro critério preconizado pela RDC 166/17 é de que o coeficiente angular seja
significativamente diferente de zero, fato que também foi analisado e comprovado
estatisticamente. Dessa forma, ap0s cumprir todas as recomendacgdes previstas na
legislacdo, o método indicativo de estabilidade para determinacdo de BZN foi

considerado linear na faixa entre 40 e 120% da concentracao de trabalho.
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5.5.3 Precisao

A precisdo foi avaliada por meio de ensaios de repetibilidade (analises intra-dia)
utilizando doze determinacdes que contemplaram os niveis de 40, 100 e 120% da
concentracdo de trabalho (50 pg/mL), com trés replicatas para cada nivel. O mesmo
ensaio foi realizado em dia posterior, por outro analista para a determinacdo da
precisao intermediaria (inter-dias). Realizou-se também a injecdo de uma curva nas
concentracfes de 80, 100 e 120% da solucdo de BZN IFA a 50 pyg/mL, preparada
conforme o item 4.2.4.1. O teor médio de cada nivel foi determinado, assim como o
DPR para cada nivel e para a precisdo intermediaria. Os resultados se encontram

descritos na Tabela 24.

Tabela 24- Valores de teor médio e DPR estimados para precisao intra-corrida e

inter-corridas para BZN IFA e placebo contaminado.

Nivel* Teor médio (%) DPR (%)

PR 40% 96,89 0,84
< 7§ g % 100% 96,68 1,16
S 120% 96,26 0,69
2.3 40% 98,92 0,31
o ‘_§ g5 100% 100,07 0,44
& ©T 3 120% 96,65 0,93
’ 40% 98,26 1,04

;i = 100% 98,37 1,81
R 120% 96,52 0,74

A partir da analise dos resultados, pode-se concluir que o método se apresentou
preciso na faixa entre 40 e 120% da concentracao de trabalho, uma vez que o DPR
apresentou valores abaixo de 2,0%, como recomendado pelo guia da AOAC e por

Green (1996), para essa faixa de concentracao.
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5.5.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio do método do placebo fortificado em
nove determinacdes em 3 niveis de concentracao: 40, 100 e 120% da concentracao
de trabalho (50 ug/mL). A média da porcentagem de recuperacédo foi avaliada para
cada nivel estudado. Na Tabela 25 estdo demonstrados os resultados da exatidao.

Tabela 25- Porcentagem de recuperacgéo de BZN adicionada ao placebo para
avaliacao da exatiddo do método indicativo de estabilidade.

Porcentagem Médias
Nivel n de (%) DPR (%)
recuperacao :
1 98,94
40%
2 98,82 99,05 0,30
(20 pg/mL)
3 99,39
1 101,25
100%
2 102,18 101,80 0,47
(50 pg/mL)
3 101,94
120% 1 97,89
(60 ng/mL) 2 100,65 99,55 1,46
3 100,11

De acordo com Green (1996), os valores de recuperacdo devem estar entre 98 e
102%. Esse valor foi encontrado para todos os niveis de concentracdo. Assim, pode-
se concluir que o método apresentou exatiddo na faixa de concentracdo de 40 a

120% da concentracéo de trabalho.

5.5.5 Robustez

A robustez de um método é avaliada por meio de variagfes pequenas e deliberadas
nas condicbes cromatograficas do método como variacdo do pH da fase movel,

composicao da fase moével, diferentes lotes ou fabricantes de colunas, temperatura e
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fluxo da fase movel (BRASIL, 2017). Essa avaliagdo deve ser feita por meio de
analise multivariada, como o teste de Youden, que permite, além de avaliar a
robustez do método, ordenar a influéncia das variaveis no resultado final (YOUDEN,
STEINER,1975; INMETRO, 2011). Para o BZN IFA e para o BZN IFA fortificado com
o placebo ela foi avaliada utilizando o método de Youden, com auxilio do software
Action Stat. Foram calculadas a média dos efeitos das varidveis maiores e menores
gue os valores nominais do método e comparou-se com o efeito maior. Além disso,
foram plotados pelo Software Action Stat graficos que apresentam a influéncia das
variaveis no método. Nas Tabelas 26 e 27 estdo demonstrados o efeito de cada
variavel calculado utilizando as areas sob o pico de BZN encontrados em cada
experimento e o efeito maior, além da conclusdo sobre a influéncia de cada variavel
no método para BZN IFA e BZN IFA fortificado com placebo. Na Tabela 28 estéo as

legendas das variaveis demonstradas no grafico de Lenth.

Para que a variavel seja considerada influente para o método, ela tem que estar fora
dos limites inferior e superior calculados, como mostrado também pelo grafico de

Lenth nas Figuras 30 e 31.

Tabela 26- Efeito de cada variavel calculada pelo método de Youden, os limites de
cada uma e a conclusao da influéncia sobre o IFA fortificado com placebo.

Variavel avaliada Efeito (IFA + L|m|_te L|m|t_e Concluséao
PL) Inferior superior

Temperatura da 21593,81 202137059 1978182967 . NaO
coluna influencia

Vazdo da fase 82702313 1172753.65 282679991 . NaO
movel influencia

Volume de injecéo 97459414 2974370,92 1025182,641 . N0
influencia

pH do eluente 43423560  -1565541,18 243401238 . NGO
aguoso influencia

Tempos de 17909301  -2178869,79 1820683771 . N3O
ultrassom influencia

Fabricante de 354181,97  -1645504,81 2353958,747 . NaO
coluna influencia
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Tabela 27- Efeito de cada variavel calculada pelo método de Youden, os limites de
cada uma e a concluséo da influéncia sobre o IFA.

Variavel avaliada Efeito IFA L|m|_te L|m|t_e Concluséo
Inferior superior

Temperatura da -500,33 11024510,60 1922509271 . N4O

coluna influencia
Vazao da fase N&ao

el 389360,15 -1144789,64 2702230237 o o0

Volume de injeco  -472916,96  -2869343,86 977676,0131 . . 2C
influencia

pH do eluente 220006,29  -1465497,35 2381522528 . NGO
aquoso influencia

Tempo de ultrassom  -13611,54 -1950733,01 1896286,861 . N0
influencia

Fabricante da 170337,14  -1582835,65 2264184228 . NA0_
coluna influencia

Tabela 28- Legendas para as variaveis representadas nos gréaficos de Lenth.

Legenda

Temperatura da coluna
Vazao da fase movel
Volume de injecéo
pH do eluente aquoso
Tempos de ultrassom
Fabricante de coluna

Mmoo wW>
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Figura 30- Grafico de Lenth para avaliacdo da robustez nas amostras contendo BZN
IFA contaminado com placebo
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Figura 31- Gréfico de Lenth para avaliacdo da robustez nas amostras contendo BZN
IFA
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Por meio da analise dos graficos de Lenth é possivel visualizar como cada variavel
pode influenciar no método, entretanto sem ainda chegar ao limite de ser
considerada significativa. Dessa forma, conclui-se que o método é robusto com

relacdo as varaveis analisadas.
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5.5.6 Limite de deteccgao

O limite de deteccéao foi determinado pelos parametros da curva analitica, descritos

na Tabela 29 e de acordo com a férmula descrita no item 4.2.6.7

Tabela 29- Parametros da curva analitica utilizados nos calculos dos limites de
guantificacdo e deteccao.

Desvio Padrao dos Residuos Inclinacéo da curva

80792,27 65489,66

O limite de deteccdo encontrado, 4,07 pg/mL, estd bem abaixo do ultimo ponto da

curva analitica.

5.5.7Limite de quantificacédo

O limite de quantificacdo foi determinado pelos parametros da curva analitica,
descritos na Tabela 29 e de acordo com a férmula descrita no item 4.2.6.8. O valor

encontrado foi 12,33 pug/mL.

Por meio da analise do limite de quantificacdo, pode-se concluir que o primeiro ponto
da curva analitica se encontra acima desse limite, provando que é possivel a

quantificacdo do BZN até mesmo proximo ao menor ponto da curva.

5.6 Estudo da cinética de degradacéao forcada do BZN IFA e comprimidos

ApoOs a realizacdo do estudo de cinética da degradacdo forcada para IFA e
comprimidos em meio alcalino e fotolitico, calculou-se a porcentagem de BZN
remanescente em cada coleta. A regressao linear foi utilizada para investigar se o
decaimento na porcentagem de teor do BZN ao longo do tempo seguia uma relagéao
linear. Essa analise foi feita considerando-se o resultado obtido para o coeficiente de
determinacdo, buscando-se valores mais préximos de 1. Transformacdes nos
valores de teor remanescente de BZN, como a aplicacdo do inverso da resposta
(1/x) e o logaritmo da resposta (Log x) foram utilizados para avaliar qual coeficiente
de determinacédo seria maior e qual equacdo melhor se ajustaria aos dados. As

equacgles e os coeficientes de determinacao obtidos para o teor as transformacdes
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matematicas realizadas para o BZN IFA e comprimidos e se encontram descritos
nas Tabelas 30 e 31.

Tabela 30- Equacdes e coeficientes para os modelos matematicos avaliados para
cinética de degradacao forcada em meio alcalino.

Modelo Coeficiente de
Amostra matematico Equacdes obtidas determinacgéo
avaliado (R?)

Teor de BZN y =-2,4524x + 96,603 0,9702
IFA a 50 °C Inverso do teor y=0,0003x + 0,0101 0,9816
Logio do teor y = -0,0123x + 1,9955 0,9771
o Teor de BZN y =-2,7794x + 95,468 0,8982
Corggr(')rf,‘c':dos Inverso do teor  y = 0,0004x + 0,0104 0,944
Logio do teor y =-0,0144x + 1,9806 0,9228

Tabela 31- Equac0des e coeficientes para os modelos matematicos avaliados para
cinética de degradacdao forcada fotolitica.

Modelo Coeficiente de
Amostra matematico Equacbes obtidas determinacéo
avaliado (R?

Teor de BZN y =-3,7095x + 97,471 0,979
IFA Logio do teor y =0,0011x + 0,0092 0,8728
Inverso do teor y=-0,0213x + 1,9965 0,9668
Teor de BZN y=-4,8672x + 96,858 0,9718
Comprimidos Log;o do teor y = 0,0007x + 0,0098 0,9635
Inverso do teor y=-0,0316x + 2,0023 0,9429

Apds andlise das Tabelas 30 e 31, concluiu-se que os modelos que mais se
ajustaram aos dados foram: o inverso do teor para o IFA e para comprimido na
condicao alcalina e teor para IFA e comprimido na condicéo fotolitica. Entretanto, em
todos os casos obteve-se um coeficiente de determinagcdo menor que 0,99,
mostrando que, ainda sim, os modelos ndo sao totalmente adequados aos dados.
Dessa forma, as equacdes que obtiveram maior coeficiente de determinagcéo podem
ser utilizadas somente para estimar o tempo necessario para que uma determinada

porcentagem de degradacdo seja obtida. Os gréaficos correspondentes as equacgdes
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gue se ajustaram melhor ao modelo estdo demonstrados nas Figuras 32 e 33 para
IFA, comprimido na degradacao alcalina e IFA e comprimido na degradacdo
fotolitica, respectivamente.

Figura 32- Gréfico do inverso do teor restante de BZN IFA em fung&o do tempo
apos degradacdao alcalina.
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Figura 33- Gréfico da porcentagem do teor restante de BZN IFA e comprimido em
funcao do tempo apds degradacao fotolitica.
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Por meio da analise dos graficos de cinética também é possivel determinar a ordem
da cinética de degradacdo. Porém, a degradagéo do BZN, tanto para o meio alcalino
quanto para o meio fotolitico, apresenta a formagdo de inumeros produtos de
degradacéo, o que dificulta a determinacdo da ordem da cinética. Além disso, os
estudos foram conduzidos em condi¢des irreais, uma vez que foi um estudo de
degradacdo forcada. Sendo assim, para a determinagcdo dessa ordem € necesséria
a realizacdo de um estudo de cinética de longa duracdo com condigbes mais

realistas.
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Nas Figuras 34 e 35 estdo demonstrados os cromatogramas obtidos para a
degradacgéo do BZN comprimido e IFA, respectivamente, em meio alcalino a cada 2
horas e em 24h. E possivel observar a formagdo de um produto de degradacdo a
mais (PD4) no comprimido, que nao é formado durante 0 mesmo tempo para o IFA,
assim como observado no desenvolvimento do método (Figura 24). Percebe-se
também que esse mesmo produto comeca a reduzir a partir do tempo 8h no
comprimido, podendo-se concluir que ja comeca a haver um degradacéo do proprio
produto de degradacéo. Para o IFA no tempo 24h é possivel perceber o inicio da
formacdo do PD4, o que nos leva a crer que um dos excipientes presentes no
comprimido pode estar agindo como catalisador para a formacao desse produto de

degradacéo.

Figura 34- Cromatogramas referentes ao estudo de cinética de degradacao do BZN
comprimidos em meio alcalino com coletas realizadas em intervalos de 2h a uma
concentracdo de 50 yg/mL em 230 nm
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Figura 35- Cromatogramas referentes ao estudo de cinética de degradacéo do BZN
IFA em meio alcalino com coletas realizadas em intervalos de 2h a uma

concentracéo de 50 pg/mL em 230 nm.
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Diferentemente da degradacdo em meio alcalino, n&o foi observada diferencas do

perfil de degradacao para o BZN IFA e comprimidos, como é possivel perceber pela

analise das Figuras 36 e 37 que representam 0s cromatogramas obtidos para a

degradacao fotolitica do IFA e comprimido, respectivamente, ao longo de 11 dias.

Figura 36- Cromatogramas referentes ao estudo de cinética de degradacéo fotolitica
do BZN IFA com coletas realizadas em intervalos de 48h a uma concentracao de 50

ug/mL em 230 nm.
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Figura 37- Cromatogramas referentes ao estudo de cinética de degradacéo fotolitica
do BZN comprimidos com coletas realizadas em intervalos de 48h em 230 nm.
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As diferencas observadas na quantidade e area dos produtos de degradacédo
formados durante o estudo da cinética com relacdo aquelas observadas no
desenvolvimento do método se deve a concentracdo utilizada no estudo, que foi a
de trabalho (50 pg/mL), enquanto que no desenvolvimento do método se utilizou
uma concentracdo de 100 pg/mL. Assim, a legenda para os produtos de degradacao
nao correspondem necessariamente aos mesmos produtos denominados

anteriormente no desenvolvimento do método.

5.7 Estudo da interacdo entre farmaco e excipientes.

5.7.1 Estudo de degradacéao forcada com misturas binarias em meio alcalino.

Apés a realizacdo do estudo de degradacdo forcada com as misturas binarias e
misturas de todos os componentes, observou-se que o perfil de degradagéo para as
misturas binarias do BZN IFA com o0s excipientes estearato de magnésio, talco e
amido, se manteve semelhante a degradacéo observada para o IFA, ou seja, néo foi
observada a formacgao de outro produto de degradac&o, como ocorre na degradagao
com o comprimido. A mistura na propor¢cdo 1:1 também apresentou perfil de
degradacdo semelhante ao encontrado para o BZN IFA. Na Figura 38 estéo

mostrados 0s cromatogramas obtidos para essas amostras.
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Ja para a mistura binaria com a lactose e a mistura na proporcéo de 1:1,5 de BZN
IFA, observou-se um perfil de degradacédo semelhante ao perfil encontrado para o
comprimido, como mostrado na Figura 39. Dessa forma, acredita-se que a lactose
pode ter um efeito catalisador na formacao do produto de degradacédo PD4, uma vez
que comparando os dados da cinética de degradacdo do comprimido e do IFA, o
PD4 passa a aparecer mais tardiamente no IFA.

A fim de se verificar se o resultado seria proveniente apenas da lactose utilizada na
fabricacdo desse medicamento, devido a impurezas presentes nela, como metais,
que podem acelerar o processo de hidrélise, testou-se outra lactose de fabricante
diferente. O resultado, entretanto, foi 0 mesmo, o que demonstra que a lactose pode
estar influenciando na degradacdo e ndo algum contaminante presente no lote
utilizado para a fabricacdo. Outro fator a se considerar é de uma possivel hidrélise
da lactose em meio basico; entretanto, essa hipotese foi desconsiderada por nao se
observar a formacdo de produtos de degradacdo quando a lactose foi exposta
individualmente a essa condicdo. Na literatura encontra-se extensivamente descrita
a reacao da lactose com aminas primarias e secundarias, por meio da reacao de
Millard. Soares-Sobrinho e colaboradores (2010), investigaram a compatibilidade
térmica entre diversos excipientes e o BZN, dentre eles a lactose. Descreveram
nessa ocasiao a existéncia dessa incompatibilidade e a reacdo de Millard como a
possivel causa, que foi ainda, favorecida pelo estado liquido em que a lactose e o
BZN se encontravam, apos sua fusdo. No caso do estudo de degradacéo binario, tal
reacao pode ser favorecida pela solubilizagdo de ambos insumos. Entretanto, para
melhor entender esse fenbmeno é necessario, primeiramente, identificar o produto
de degradacao que esta sendo formado e assim afirmar com maior certeza qual tipo

de reacdo esta ocorrendo entre a lactose e o BZN.
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Figura 38- Cromatogramas obtidos em 230 nm para as misturas binarias as quais
nao foram observadas semelhancas com o perfil de degradacéo do comprimido.
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Figura 39- Cromatogramas obtidos em 230 nm para a mistura binaria com as
lactoses e a comparagdo com a mistura 1:1,5 (p/p) e o comprimido.
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——— |FA+Lactose
marca 1

——— |IFA+Lactose
marca 2

—— Mistura 1:1,5
(p/p)

BZN

Minutos

5.8.2 Estudos de compatibilidade entre o benznidazol e os excipientes utilizando

Andlise Térmica e Difracdo de raios-X de po.

Utilizando a Analise Térmica foi possivel avaliar a compatibilidade entre o BZN e os

excipientes usados para a producdo do comprimido. Na Figura 40 estédo

demonstradas as curvas de DSC obtidas para cada componente da formulacéo e as

misturas binarias, avaliadas no tempo zero (TO, imediatamente apds o preparo da

mistura) e apos 60 dias de armazenamento (T60).

Na Figura 41 estéo
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demonstrados as curvas TG obtidas para cada componente e para as misturas
binarias, avaliadas no tempo zero (TO, imediatamente apGs o preparo da mistura) e
apos 60 dias de armazenamento (T60). As temperaturas nas quais foram
observados os eventos térmicos (Tonset, °C) € fluxos de calor envolvidos (AH -
entalpia, J/g) estdo descritos na Tabela 32, bem como, a porcentagem de perda de

massa (%) e temperatura do fenémeno (C°) estédo descritas na Tabela 33.

Figura 40 — Curvas DSC obtidas para cada componente da formulacéo e das
misturas binérias no tempo zero (TO, imediatamente apds o preparo da mistura) e
apos 60 dias de armazenamento (T60). BZN: benznidazol; EMg: estearato de
magnésio. Detalhe em circulo nas curvas TO BZN+EMg e T60 BZN+EMg destaca a
auséncia do fenbmeno da fusdo do EMg. As curvas foram obtidas sob atmosfera
dindmica de nitrogénio 50 mL/min e razao de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 41 — Curvas TG obtidas para cada componente da formulagao e das
misturas binarias no tempo zero (TO, imediatamente ap0s o preparo da mistura) e
apos 60 dias de armazenamento (T60). BZN: benznidazol; EMg: estearato de
magnésio. As curvas foram obtidas sob atmosfera dindmica de nitrogénio 50 mL/min
e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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Tabela 32- Temperaturas do fendmeno (Tonset, °C) € fluxos de calor envolvidos (AH -
entalpia, J/g) para cada componente da formulacao e misturas binarias avaliadas no
tempo zero (TO, imediatamente apds o preparo da mistura) obtidos por DSC.

Amostra Tonset (OC) AH (J/g)
Benznidazol 188,77 141,55
(BZN) 246,06 978,83
Estearato de magnésio 109,49 178,64
(EMQ) 150,51 9,85
) 41,77 99,11
Amido
272,18 14,01
Talco - -
142,78 153,41
Lactose
208,68 144,40
103,94 66,94
BZN+EMg 186,74 62,89
235,00 212,74
41,62 44,08
BZN+amido 188,58 63.28
242,98 537,39
188,63 66,52
BZN+talco
245,75 453,71
143,28 39,66
187,92 73,68

BZN+lactose
208,82 67,01

220,63 615,46
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Tabela 33 - Temperaturas do fendémeno (°C) e porcentagem de perda de massa (%)
para cada componente da formulagcdo e misturas binarias, avaliadas no tempo zero
(TO, imediatamente apds o preparo da mistura) obtidos por TG.

Amostra Tstart (°C) Perda de massa (%)
Benznidazol 43,96
216,12
(BZN) 20,26
Estearato de magnésio 96,41 2,11
(EMQ) 308,15 82,00
_ 34,41 9,45
Amido
274,54 73,36
Talco - -
3,25
139.97 20,90
Lactose
226.34 33,60
21,96
0,93
94.24
BZN + EMg 23,99
183.77
54,43
4,04
) 35.01 21,63
BZN + amido
233.01 29,48
15,78
26,15
BZN + talco 232.12
11,79
1,32
139.7
BZN + lactose 24,39
205.7
38,07

A curva DSC do BZN apresenta um Unico evento endotérmico proximo a 188 °C que,
nao é acompanhado de perda de massa na curva TG indicando tratar-se de um
fendbmeno fisico referente a fusdo do BZN, dado coerente ao encontrado na
monografia do farmaco da FB 5 ed. (188 °C a 190 °C). A partir de 220 °C nota-se o

inicio de um evento exotérmico caracteristico da decomposicédo do farmaco, o que
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pode ser confirmado pelo inicio da perda de massa na curva TG, fendbmeno que
ocorre em duas etapas, totalizando ~64% de perda de massa diante do

aguecimento.

A curva DSC para o amido apresenta um evento endotérmico alargado (40-80 °C)
caracteristico, correspondendo a sua gelatinizagdo, fenbmeno no qual ocorre
liberacdo de agua, dilatacdo e rompimento dos granulos liberando cadeias de
amilose ao meio aquoso e, posteriormente, amilopectina, fazendo com que a agua
livre seja absorvida formando uma pasta viscosa. Com o decorrer do aguecimento
ocorre perda de agua como mostrado na curva TG, ~100°C, e posterior
decomposicao a partir de 270 °C com perda de massa de 73%, majoritariamente em
rampa unica. Nao foram observadas interacdes entre o BZN e o amido. Os mesmos
eventos térmicos que sdo observados para a curva de DSC da mistura binaria séao
observados na curva para o BZN, ndo havendo, assim, mudanca na estabilidade
térmica do BZN. Além disso, nas curvas de TG ndo sao demonstradas diferencas
significativas nas perdas de massa para a mistura com relacdo ao encontrado para

0S componentes sozinhos, sendo uma média entre as curvas do amido e do BZN.

A lactose presente na formulacdo, na forma monoidratada, perde agua de
cristalizacdo em ~142 °C, primeiro evento endotérmico da curva DSC, confirmado
pela perda de ~3% de massa, como observado na curva TG. Posteriormente
observa-se a sua fusdo em 208,68 °C (préximo ao descrito na literatura que é de 202
°C de acordo com ROWE, 2009) seguida imediatamente pela sua decomposicao
gue ocorre em trés etapas de perda de massa. Comparando as curvas DSC obtidas
para o BZN e o BZN+lactose, observa-se uma diminuicdo na estabilidade térmica do
farmaco, uma vez que, houve uma reducdo da temperatura em que se inicia a
degradacdo do BZN, de ~246 °C para ~220 °C. Com relacdo a perda de massa,
observou-se um perfil para a mistura diferente do obtido para os componentes
individuais nos graficos de TG. Apesar de ter ocorrido uma menor perda de massa
total, essa perda ocorre em temperaturas menores, indicando, também, a diminuicédo

da estabilidade do BZN na presenca da lactose.

O EMg passa por desidratagdo proximo a 109°C, observado por um evento
endotérmico na curva DSC, coerente a perda de massa ~2% como visto na curva

TG. O segundo evento endotérmico corresponde a fusdo desse excipiente, dado
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compativel a especificacdo técnica do fabricante (148 - 152 °C) (ROWE, 2009). A
decomposicao térmica do EMg ocorre em rampa Unica com ~82% de perda de
massa total, a partir de 308 °C. Para a curva de TG da mistura entre BZN+EMg,
assim como para a lactose, foi observada mudanca no perfil da curva com relacao
as curvas obtidas para os componentes individuais. Nesse caso, é possivel perceber
uma maior perda de massa total do BZN na presenca de estearato, de 63,9"% para
78,4%. Além disso, foi identificado o desaparecimento do evento térmico de fusdo do
estearato de magnésio na mistura binaria, como sinalizado no grafico de DSC por
um circulo. Tal fato pode indicar a existéncia de uma reacdo entre BZN e estearato
de magnésio, formando outro ou outros componentes. Entretanto, o evento térmico
gue simboliza a faixa de fusédo do BZN se manteve presente na mistura binaria o que
nos faz pensar que a reacdo entre BZN e estearato de magnésio ndo obedece a
uma propor¢cdo de 1:1 e o evento existente € marcado pela existéncia de BZN
remanescente. O grafico de DSC para o BZN e estearato também demonstrou uma
diminuicdo na estabilidade do BZN, ja que a temperatura que se iniciou a

degradacédo passou de 246,06 para 235.

Diferentemente da lactose e do estearato de magnésio que demonstraram interagir
com o BZN diminuindo sua estabilidade térmica, o talco demonstrou ser capaz de
aumentar sua estabilidade, apresentando um comportamento “refratario” na mistura
BZN+talco. No gréafico de DSC para o talco ndo se observou nenhum evento térmico,
uma vez gue se trata de uma substancia inorganica e que possui faixa de fusdo mais
alta que a do experimento. Na curva DSC para a mistura, portanto, s6 foi possivel
observar os eventos térmicos inerentes ao BZN, que se mantiveram como o
observado para a curva do BZN. Para a curva TG, foi possivel observar uma
reducdo significativa na perda de massa para o BZN estando em mistura binéria
(26,15% e 11,79%), se comparado a curva do BZN isolado (43,96% e 20,26%), bem
como um aumento na temperatura de inicio de decomposicao, ~232 °C BZN+talco e
~216 °C BZN, indicativos que o talco proporciona um aumento na estabilidade
térmica do BZN.

Portanto, os resultados obtidos através da Andlise Térmica (Figuras 40 e 41,
Tabelas 32 e 33) indicam a existéncia de interacdo do BZN com o estearato de

magnésio, com o talco e com a lactose, quando é fornecido calor ao sistema.


https://pt.vwr.com/store/product/2355175/estearato-de-magnesio

115

Além das curvas de DSC e TG dos componentes isolados e das misturas binarias,
as curvas para a mistura 1:1,5 p/p e comprimido foram, também, obtidas. Na Figura
42 estdo demonstrados os graficos de DSC (A) e de TG (B) para essas amostras.
Nas Tabelas 34 e 35 estdo descritos os valores das temperaturas em que € possivel
observar eventos térmicos e a variacdo de entalpia existente na DSC e a
temperatura em que ocorre perda de massa e a porcentagem de perda de massa

gue ocorreu na TG, respectivamente

Figura 42— Curvas DSC (A) e TG (B) para a mistura de todos os componentes na
proporcéo de 1:1,5 p/p (BZN/excipientes) e comprimido. As curvas foram obtidas sob
atmosfera dinamica de nitrogénio 50 mL/min e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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Tabela 34- Temperaturas e entalpias associadas aos eventos térmicos observados
na andlise por DSC para a mistura de todos os componentes na proporcao de 1:1,5
p/p (BZN/excipientes) e comprimido.

Amostra Tonset (°C) AH (J/9)
39,69 6,74
100,91 4,42
143,47 9,88
Mistura 1:1,5 160,37 1,39
187,12 58,04
202,58 6,83
208,00 147,12
43,60 13,59
143,74 12,21
Comprimido 159,81 290
186,53 53,61
201,17 9,41
209,00 399,47

Tabela 35 - Temperaturas e perdas de massa observadas na analise por TG para a
mistura de todos os componentes na proporgao de 1:1,5 p/p (BZN/excipientes) e

comprimido.
Amostra Tstart (°C) Perda de massa (%)
10,56
Mistura 1:1,5 198,12 13,78
17,88
1,95
14,75
o 36,24
Comprimido 14,42
208,96
19,62
25,75

Por meio da andlise das curvas obtidas (Figura 38) é possivel perceber uma
semelhanca no perfil do comportamento térmico para a mistura 1:1,5 p/p e o
comprimido. Entretanto, a porcentagem de perda de massa e o fluxo de calor foram
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maiores para o comprimido. Isso pode estar associado a tecnologia de obtencédo da
formulag&o, compresséo indireta via umida (dado fornecido pelo fabricante), na qual
0 agente aglutinante pode atuar favoravelmente na propagacédo e transferéncia de
calor, o que implica em maior perda de massa decorrente da decomposicao e, 0
processo de compressdo que afeta negativamente na entropia do sistema, ou seja,
ocorre maior organizacdo e ordenamento dos pos, o que requer maior fluxo de calor

para induzir os fendbmenos decorrentes do aquecimento (DESCAMPS, 2016)

Comparando a curva de DSC obtida para o comprimido e para o BZN, observa-se
uma reducgdo significativa na estabilidade térmica do BZN, pois ha diminuicdo da
temperatura de decomposicao de 246 °C para 209 °C

Outra técnica utilizada na analise da compatibilidade entre 0 BZN e os excipientes
foi a difracéo de raio-X. Por meio dela foi possivel verificar se ocorrem mudancas na
estrutura cristalina das substancias para materiais amorfos ou se outras substancias
estdo sendo formadas devido a interacdo entre eles. Além disso, foi possivel
comparar a estrutura cristalina dos componentes no comprimido integro e no po, a
fim de se obter informacdes sobre a homogeneidade da formulacdo. Na Figura 43
estdo demonstrados os difratogramas de cada componente comparando com as

respectivas misturas binéarias
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Figura 43 — Difratogramas do BZN, dos excipientes da formulacéo e de suas
respectivas misturas binarias obtidos imediatamente apés o preparo (T0). BZN:
benznidazol; EMg: estearato de magnésio.
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Ao analisar os difratogramas pode-se perceber que o estearato de magnésio e a
lactose sdo compostos organicos que possuem estrutura cristalina, assim como o
BZN, uma vez que difratam. O talco também apresenta estrutura cristalina,
entretanto, por ser um material inorganico, sua difragdo ocorre em alto angulo
(acima de 30 graus 20), diferentemente dos materiais organicos, que difratam em
angulos mais baixos. Para o amido, ndo foi possivel observar a formacao de picos

que correspondem a difragcéo, indicando que se trata de um material amorfo.

Observando os picos obtidos para as misturas, € possivel perceber a existéncia
tanto de picos provenientes dos excipientes, quanto os picos do BZN, materiais que
apresentam cristalinidade. Entretanto, na mistura entre BZN e estearato de
magnésio observou-se a formagdo de um novo pico (indicado por uma seta na

figura) que ndo € proveniente de nenhum dos dois componentes. Tal fato sugere a
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possivel formagdo de uma nova fase decorrente da interagdo entre BZN e EMg, o
que corrobora com os resultados obtidos na Analise Térmica.

Na Figura 44 estdo demonstrados os difratogramas obtidos para o comprimido
integro e para o comprimido triturado. E possivel perceber que ha sobreposicdo
entre as medidas indicando similaridade cristalina entre a superficie do comprimido e
0 seu interior, indicativo de homogeneidade na tecnologia do processo de obtencéao,

em especial nas operacdes unitarias de cominui¢do, mistura e compressao.

Figura 44 - Difratogramas obtidos para o comprimido integro e para o comprimido

triturado
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A partir dos resultados obtidos nas andlises de interacdo entre farmaco e excipientes
por degradacdo binaria, analise térmica e de raio-X de po pode-se concluir que
existe uma interacdo entre o BZN e os excipientes lactose e estearato de magnésio,
de forma que uma diminuigdo de sua estabilidade foi observada. O talco, entretanto
apresentou efeito refratario, aumentando a estabilidade do BZN. Esses resultados
podem servir de guia para estudos de possiveis melhorias na formulagéo,
considerando uma possivel troca de diluente e no processo de producdo desse

comprimido.
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6 CONCLUSOES

Com os estudos de degradacdo forcada realizados foi possivel concluir que o
benznidazol IFA e na formulacdo em comprimidos é suscetivel a degradacdo em
meio alcalino e fotolitico, devendo, portanto, serem observadas as caracteristicas
adequadas de producdo e armazenamento dos produtos farmacéuticos a fim de se

evitar a formacéao desses produtos de degradacéao.

A partir dos estudos de degradacdo forcada, foi desenvolvido e validado método
indicativo de estabilidade especifico para o benznidazol, de acordo com a legislacéo
brasileira vigente. Este método podera ser utilizado na rotina dos estudos de
estabilidade de longa duracdo para avaliagdo da formacdo de produtos de

degradacdo e, quando necessario, a notificacdo, identificacdo ou qualificacdo deles.

Além disso, a analise térmica de compatibilidade farmaco-excipientes revelou a
existéncia de incompatibilidades entre o benznidazol e a lactose e entre o
benznidazol e o estearato de magnésio, em condicbes de alta temperatura. Esse
fato pode ser um indicativo de perda de estabilidade por parte do produto
farmacéutico, podendo ser necessaria a busca por melhorias na formulacdo

farmacotécnica.

Por fim, estudos por difracdo de raio-X indicaram homogeneidade da formulacao do
comprimido, jA que o mesmo grau de cristalinidade que existe na superficie do

comprimido também existe no seu interior.

Como perspectiva futura, pretende-se identificar os produtos de degradacéo
formados na degradacéao fotolitica e alcalina empregando técnicas de caracterizagcéo

como a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
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