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RESUMO

A fotoestabilidade € uma propriedade das moléculas que, quando utilizada
como parametro farmacéutico, descreve como um farmaco responde a
exposicdo a luz (solar ou artificial). No presente trabalho, foi avaliada a
fotoestabilidade dos farmacos loratadina (LORA) e acetazolamida (ACZ) e de
complexos LORA-ciclodextrinas. O estudo de fotoestabilidade de LORA
(Capitulo 2) indicou que o farmaco € estavel quando no estado sélido, porém,
ocorre surgimento de coloracdo intensa. Por outro lado, quando em solucéo,
observou-se degradacdo do farmaco, com surgimento de varios fotoprodutos
denominados F; a Fis, dentre os quais foi possivel identificar cinco compostos:
Fa (CisH1oN), Fio (C14H10CIN), Fg (C20H1sCIN2O), Fg (Ci9H1sCIN2) e Faa
(C17H14CIN). A validacdo do método analitico CLAE, utilizado para
quantificacdo de LORA em especialidades farmacéuticas (comprimidos e
xaropes) é descrita no Capitulo 3. Na avaliacdo da fotodegradacao forcada de
formulacdes liquidas contendo LORA, foram degradados até 50% do farmaco.
As formulacfes solidas apresentaram-se fotoestaveis, observando-se perda de
menos de 5% do farmaco. Nao foram encontrados produtos de fotodegradacéao
nas formulacdes, quando analisadas tal qual, obtidas do mercado. Dessa
forma, as embalagens primarias garantiram sua estabilidade. A complexacao
de LORA com ciclodextrinas (Capitulo 4) mostrou-se um recurso bastante
interessante para melhorar a fotoestabilidade do farmaco, uma vez que, apés
12 horas de irradiacdo luminosa, € possivel recuperar até 99% deste, quando
na forma de complexo com y-CD na propor¢édo 1:1. Finalmente, o Capitulo 5
traz o método CLAE desenvolvido e validado para avaliagdo da acetazolamida
(ACZ), o qual mostrou-se adequado para a quantificacdo do farmaco, obtendo-
se oOtima linearidade, preciséao, exatidao e seletividade. Segundo as condi¢des
do guia Q1B, a ACZ se manteve estavel quando submetida a radiacéo
luminosa utilizando meios aquosos e no estado soélido. No entanto, a
fotoestabilidade da ACZ foi afetada na presenca de metanol, sendo possivel
guantificar trés impurezas.

Palavras-chave: loratadina, acetazolamida, fotoestabilidade, fotodegradacéao,
ciclodextrinas, CLAE.



ABSTRACT

Photostability is a property of molecules that, when used as a pharmaceutical
parameter, can describe how a drug responds to exposure to light (either solar
or artificial). In this study, the photostability of the drugs loratadine (LORA) and
acetazolamide (ACZ), as well as LORA-cyclodextrin complexes, was evaluated.
A study of the photostability of LORA (Chapter 2) indicated that the drug is
stable in its solid form, however intense coloring does occur. On the other hand,
when in solution form, degradation of the drug was observed, with the
appearance of several photoproducts that we labled F; to F;5, among which it
was possible to identify five compounds: Fs (CizHioN), Fio (Ci14H10CIN), Fg
(C20H18C|N20), Fq (C19H18C|N2) and Fis (C17H14C|N). The validation of the
analytical method by HPLC, used for the quantification of LORA in
pharmaceutical products (tablets and syrups) is detailed in Chapter 3. In the
evaluation of forced photodegradation of liquid formulations containing LORA,
up to 50% of the drug was degraded. The solid formulations proved to be
photostable, with a loss of less than 5% of the drug. No photodegradation
products were found in the formulations when they were analyzed "as is" (the
way they were obtained from the commercial market). Accordingly, their primary
packaging protected their stability. The complexation of LORA with
cyclodextrins (Chapter 4) proved to be an effective resource for improving the
photostability of the drug, since, after 12 hours of luminous radiation, it was
possible to recover up to 99% of the drug, when in the complex form with y-CD,
in the proportion 1:1. Finally, Chapter 5 describes the HPLC method developed
and validated for the evaluation of acetazolamide (ACZ), which proved to be
adequate for the quantification of the drug, with the attainment of optimal
linearity, precision, exactness and selectivity. According to the conditions of the
Q1B guideline, ACZ was stable when subjected to luminous radiation using
aqueous means and in its solid state. However, the photostability of ACZ was
affected by the presence of methanol, and we were able to quantify three
impurities.

Keywords: loratadine, acetazolamide, photostability, photodegradation,
cyclodextrins, HPLC.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ICH : International Conference on Harmonisation
ISO . International Organization for Standardization
\Y . infravermelho

VIS . visivel

USP 32 : United States Pharmacopeia XXXII

uv . ultravioleta

UVA . ultravioleta A

uvB . ultravioleta B

uvC . ultravioleta C

Ca-CB : carbono alfa-carbono beta
E/lZ . isomeria geométrica
CD . ciclodextrinas

Me : metil

HP . hidroxipropil

HE . hidroxietil

DM . dimetil

A . comprimento de onda
cm . centimetros

nm . nandmetros

um : micrémetros

GHz . gigahertz

Hz . gertz

MHz . megahertz

THz . terahertz
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|.  FOTODEGRADACAO

1. INTRODUCAO

Fotodegradacao € a transformacédo de uma molécula em pequenos fragmentos de
menor peso molecular, mediante uma reacdo quimica causada pela absorcédo de
radiagdo — ultravioleta (UV), visivel (VIS) ou infravermelha (IV) — que se manifesta
em efeitos como fotodecomposicdo, fotossensitizacdo e fototoxicidade
(VERHOEVEN, 1996; TONNESEN, 2004).

Para que um processo de fotodegradacdo aconteca, existem trés componentes
essenciais: um substrato a ser degradado (substancia quimica, matéria organica),
um agente que efetue a degradacédo (neste caso, fontes de luz UV ou VIS), além de
condicdes favoraveis e fatores especificos (temperatura, umidade, oxigénio). A
interacdo desses trés fatores principia o processo de fotodegradacéo
(UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, 2003).

O termo fotodegradacdo, aplicado a degradacdo de farmacos, € usado para
descrever como uma substancia quimica responde a exposi¢do a luz, incluindo-se
ndo somente o efeito de degradacdo ou de quebra da molécula, mas também
processos como formacdo de radicais, transferéncia e associacdo de energia e
emissdo de energia luminica, luminescéncia, etc. (ALBINI; FASANI, 1998;
T@NNESEN, 2004).

As reacdes de fotodegradacdo, na maioria dos casos, sao processos de oxidacao
associados a absorcdo de energia, que dependem do comprimento de onda da
radiacdo incidente, sendo inversamente proporcional a esta. Assim, a energia da
radiacdo UV é maior que a VIS que, por sua vez, é maior do que a radiacao do IV.

Como consequéncia, as radiagbes absorvidas nas zonas UV e VIS do espectro séo



Capitulo 1 - Fotodegradacao e fotoestabilidade

mais ativas na iniciacdo de rea¢fBes quimicas em relacdo a outras zonas de maior
comprimento de onda (MOORE, 2004a; VILA JATO, 2001).

A fotodegradacao pode ser resultado da absor¢cdo da radiacao incidente por parte
dos componentes da reacgdo principal; pode acontecer, ainda, que essas moléculas
nao tomem parte diretamente na reacdo, mas atuem como doadoras, passando sua
energia a outras moléculas que participardo da reacédo. Nesse caso, produz-se uma
excitacao indireta, denominada “fotossensitizacédo”. Uma reacgédo fotoquimica pode,
também, estar acompanhada de uma reacdo térmica (com liberacdo de calor),
tornando ainda mais complexa a fotodegradacdo (MOORE, 2004a; VERHOEVEN,
1996; VILA JATO, 2001).

Algumas vezes € necessario um periodo de inducdo para que a reacdo ocorra
com velocidade significativa que possibilite sua avaliacdo e medida. Caso contrario,
se este periodo de tempo ndo for consideravel, é possivel que fendmenos de
fotodegradacao sejam induzidos e apresentem velocidade muito lenta, de forma que
a mudanca ndo seja observavel. Neste caso, as metodologias de quantificacdo ou
identificacdo ndo permitem observar a fotodegradacdo, até que a reacdo alcance
velocidades mais rapidas. Também é frequente que, depois de iniciadas, essas
reacdes continuem, mesmo na auséncia da fonte luminosa desencadeante (MOORE,
2004b; VILA JATO, 2001).

Por outro lado, quando uma substancia é passivel de fotodegradacéo, cuidados
especiais podem ser necessarios durante as etapas de formulacdo, manipulacédo e
armazenagem do produto. As reacdes fotoquimicas, embora complexas e dificeis de
explicar, devem ser cuidadosamente estudadas, uma vez que a boa compreenséo
dos processos de fotodecomposicdo € de fundamental importancia para otimizar a
estabilidade do produto final.

De fato, o estudo da degradacdo do farmaco pela exposicdo a luz UV ou VIS
(fotodegradacdo) é relevante para 0s processos de desenvolvimento de um
medicamento e por diferentes razfes. A primeira de todas é que a exposicao a
irradiacdo luminosa pode afetar a estabilidade da formulagdo, promovendo

mudancas nas propriedades fisico-quimicas do produto acabado. Porém, é
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importante destacar, ainda, que interagdes do ativo com 0s excipientes presentes na
forma farmacéutica podem catalisar a fotodegradacao desta, levando a formacao de
fotoprodutos e até de produtos fototoxicos. Do mesmo modo, € importante considerar
tais estudos na fase de escolha da embalagem, de maneira a obter a protecao
adequada no caso de farmacos que se alteram na presenca da luz (TONNESEN,
2004).

2. DEFINIQ()ES DE TERMOS
A seguir, sao definidos os termos utilizados nesta obra para descrever alguns dos
fendbmenos que ocorrem por acéo da luz (VERHOEVEN, 1996; TONNESEN, 2004).

Fotodecomposicdo: decomposicdo quimica causada pela energia luminosa

incidente.

Fotofisica: processo que resulta da excitacdo eletrénica de uma molécula por meio
da radiacdo eletromagnética ndo ionizante (fétons de luz). A absorcdo de um féton
pela molécula pode levar a excitacdo de uma Unica ligacao de um grupamento ou da
molécula inteira, sendo que o fator determinante € o valor da energia utilizada para a

excitacdo. Nao resulta em mudancas quimicas.

Fotoestabilidade: é uma propriedade utilizada como parametro na avaliacdo da
estabilidade de um farmaco ou de um produto acabado frente a exposi¢do luminosa.

Fotoexcitacdo: producdo de um estado excitado pela absorcdo das radiacdes

ultravioleta, visivel ou infravermelha.

Foto-hidrdlise: reacdo quimica catalisada pela luz, que utiliza agua para produzir a
quebra da molécula.
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Fotoindugdo: geragdo de uma forgca eletrodinamica, originando efeito de

reorientacdo de moléculas quando submetidas a acéo da luz.

Fotoisomerizacdo: transicdo geométrica cis ou trans (isdbmeros geomeétricos),

induzida pela luz.

Fotolabilidade: instabilidade caracteristica de moléculas que se degradam frente a

luz.

Fotdlise: efeito de inducdo pela luz, ocasionando quebra ou clivagem de uma

ligacdo dentro de uma molécula.

Foto-oxidagcédo: reacdo de oxidagéao induzida pela luz, que pode ser resultado da
reacao direta da molécula com o oxigénio, por meio da acéo da luz ou, ainda, pela

perda de um ou mais elétrons da molécula resultante da fotoexcitacao.

Fotoquimica: reacdo quimica causada por absorcao de radiacao ultravioleta, visivel

ou infravermelha.

Fotorreacao: processo que se desencadeia por acao da luz frente a reacdo quimica

das moléculas.
Fotorreducao: reacao de reducdo quimica induzida pela luz.
Fotorreatividade: capacidade de uma substancia reagir frente a luz.

Fotossensibilidade: reacdes adversas provocadas pela luz, que podem acontecer
na substancia livre ou quando distribuida nos tecidos no organismo, convertendo-se

em reacoes fototoxicas ou fotoalérgicas.

Fotossensitividade: processo pelo qual ocorre uma alteracdo fotoquimica de uma
entidade molecular, como resultado da absorgcéo inicial de radiacdo por outra

entidade molecular chamada de fotossensitizadora.
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Fototoxicidade: transformacdo de uma substancia ndo téxica em um ou VArios

produtos ou substancias toxicas para o organismo, por acéo da luz.

3. LUZ VISIVEL (VIS) E LUZ ULTRAVIOLETA (UV)

A luz VIS é uma pequena banda no espectro de radiacdo eletromagnética, entre
400 e 700nm, que contém todas as cores do espectro. Na forma como a
conhecemos, € uma gama de comprimentos de onda produzida por transicdes
eletromagnéticas, possivel de ser percebida pelo olho humano. A frequéncia da luz
VIS determina sua cor, 0 que ndo € por acaso, ja que a atmosfera terrestre é
transparente para esse tipo de radiacdo. Trata-se de radiacdo eletromagnética
pulsante ou, em sentido mais geral, qualquer radiacdo eletromagnética que se situa
entre as radiagdes IV e UV, como mostrado na FIGURA 1.1 (CUEVAS ORTIZ, 2009;
ADUSTUM, 2006).

Dentro do espectro eletromagnético, a faixa visivel tem a particularidade de
estimular o érgdo da visdo tanto dos animais como dos humanos. Assim, a luz
branca proveniente do sol possui todos os comprimentos de onda e forma um
espectro eletromagnético mais amplo que o espectro visivel que podemos enxergar.

Por outro lado, os raios ultravioletas constituem uma parte importante da radiacéo
do sol que chega a Terra. Encontra-se entre o espectro do raio X e da luz visivel
(FIGURA 1.2), com comprimento de onda de aproximadamente 80nm até cerca de
400nm. Este tipo de luz possui energia que produz ionizacdo de atomos e, como
consequéncia, leva a formacao da ionosfera da Terra. Seu forte efeito quimico faz
com que seja prejudicial para a vida, produzindo mutacées cancerigenas na pele
(GARRALON, 2006).

A radiacdo UV natural € produzida principalmente pelo sol, mas nem todos os
comprimentos de onda chegam a superficie terrestre. Este é o tipo de radiacdo
invisivel ao olho humano, com comprimentos de onda menores que a luz VIS e mais
longos que os raios X. Alguns animais, como, por exemplo, abelhas e pombos, sao
capazes de reagir ao espectro ultravioleta (UFRJ, 2003; INCHEM, 1994).
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FIGURA 1.1. Espectro eletromagnético da luz visivel situada entre as radiacfes

infravermelha e ultravioleta.

A radiagdo UV cobre a faixa de comprimentos de onda (A) entre 100 e 400nm,
sendo subdividida em raios ultravioleta C (UVC), ultravioleta B (UVB) e ultravioleta A
(UVA). Os raios ultravioleta C (A de 100 a 280nm) s&o os de maior energia e 0S mais
perigosos para a saude, porém sdo absorvidos pela camada de oz6nio e
praticamente ndo alcancam a superficie terrestre. Os raios ultravioleta B (A de 280 a
315nm), de energia intermediaria, penetram em nivel epidérmico, sendo 0s principais
causadores de cancer cutaneo. Os menos nocivos, os raios ultravioleta A (A de 315 a
400nm), sdo os de menor energia e chegam a niveis profundos da derme, sendo
responsaveis pelo bronzeado e pelo envelhecimento prematuro (UFRJ, 2003;
INCHEM, 1994).

A luz solar encontra-se num intervalo de comprimento de onda entre 280 e
780nm, dos quais somente a radiagdo ultravioleta B (UVB), de comprimento de onda
entre 280 e 315nm, apresenta maior potencial para causar fotodegradacdo de
substéancias (VILA JATO, 2001).
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Capitulo 1 - Fotodegradacao e fotoestabilidade

4. FOTODEGRADACAO DE FARMACOS

A fotodegradacédo de um farmaco € a decomposicdo e a consequente quebra da
molécula em fragmentos de menor peso molecular. E decorrente da absorcdo da luz
(solar ou artificial) e leva, invariavelmente, a inatividade terapéutica do farmaco
(ALBINI; FASANI, 1998; TONNESEN, 2004).

A degradacdo pela luz segue, em geral, uma cinética mais complexa que as
reacoes térmicas e os efeitos podem ser observados tanto no principio ativo livre,
quanto no produto acabado. A fotodegradagédo de uma determinada substancia
depende essencialmente de trés fatores: (a) o comprimento de onda, (b) a
intensidade e (c) o tempo de exposicao a radiacao (MOORE, 2004b).

Quando se prevé que o composto é capaz de absorver a luz natural do ambiente,
€ de grande importancia que estudos de fotoestabilidade sejam realizados, ja que,
sob esta condicdo, os farmacos sao manipulados, armazenados e, normalmente,
sofrem exposicdo a radiacdo, o que significa riscos de alteracdo e modificacdes
diversas (ALBINI; FASANI, 1998).

Entretanto, a fotodegradacdo in vitro durante as etapas de manipulacdo e
armazenamento de um farmaco sensivel ndo é a Unica preocupacdo com relacao a
exposicdo a luz. E importante destacar a existéncia da chamada fotodegradac&o in
vivo, que corresponde ao aparecimento de efeitos fototdxicos no organismo, apos
administracdo do farmaco, com posterior surgimento de efeitos colaterais (MOAN;
JUZENAS, 2004; ANDRISANO et al., 2001a). A FIGURA 1.3 ilustra as possiveis
consequéncias da fotodegradacdo em ambas as interagcdes descritas in vitro e in vivo
(TONNESEN, 2004).

De acordo com Tgnnesen (2004), existem mais de 400 farmacos para os quais a
decomposicao induzida pela luz é descrita nas farmacopeias britanica (BRITISH...,
2009), europeia (EUROPEAN..., 2007) e americana (USP 32, 2009). Este namero
continua crescendo, uma vez que novos farmacos sdo frequentemente adicionados a

lista de compostos fotossensiveis (HUNG, 2004).
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A. Efeito da luz in vitro em farmaco

BN
N4

in vitro

v

Formacao de fotoprodutos

B. Efeito da luz in vivo + Oz / substratos endogenos

Luz

v

in vivo + Oz
in vivo + substrato

p Efeitos biol6gicos
Farmaco

C. Efeito da luz in vitro em fotoproduto

— 5 Perdada )
poténcia o
Luz
S

in vitro

Formacao de fotoorodutos
> Efeitos

fototoxicos

D. Efeito da luz in vivo + Oz / substratos endégenos e fotoproduto

. Luz

| e in vivo + O
[ TN in vivo + substrato

Formacao de fotoprodutos Efeitos bioldgicos

NN
=Y
v

é\&

FIGURA 1.3. Possiveis efeitos da fotodegradacdo de farmacos in vitro e in vivo
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4.1 Comportamento de grupos funcionais frente a acdo da luz

Os principais grupos funcionais que apresentam sensibilidade a luz séo
apresentados no QUADRO 1.1, estes grupos tém grande probabilidade de induzir a
fotorreatividade (ALBINI; FASANI, 1998; GLASS; NOVAK; BROWN, 2004).

QUADRO 1.1. Grupos funcionais que apresentam fotorreatividade.

Grupo carbonila

A A

Y

o

Grupo nitroaromatico

NO,

O

Funcao N-oxido

O

R—/
/
R

A—=

R= arila ou alquila

Cloreto de arila

Cl

Dupla ligacao e dupla ligacao conjugada

Ligacao fraca C-H (posi¢ao benzilica ou

R o ez R B R, o para N da amina)
/\ : o
R, R \I\Il g
R

Sulfeto Alceno
g S ~ —

H H
Fenol Polieno

OH

.

NN NS

Fonte: Adaptado de ALBINI; FASANI,

1998. E/Z: isomeria geométrica;

E: opostos, Z: do mesmo lado; R: sequéncia de cadeia carbonica.
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Grupo carbonila

Comporta-se como um grupamento eletrofilico no estado excitado (nzn*),
promovendo reacgles caracteristicas de reducdo via abstracdo do hidrogénio
intermolecular ou fragmentagdo, ambas reacbes via a-clivagem. A reducdo via
intramolecular ocorre mediante a abstracdo do y-hidrogénio, seguida de Coa-Cp
clivagem. Os farmacos flumequina (BAZIN et al., 2000) e naproxeno (BOSCA et al.,
1990; 2001; JIMENEZ; MIRANDA; TORMOS, 1997) apresentam fotodescarboxilagéo
segundo tais mecanismos (ESQUEMA 1.1).

H3CO
Ar
————— . Luz
oL
H,;CO 0,
1 2
Naproxeno

ESQUEMA 1.1. Fotodegradacao por descarboxilagédo do naproxeno

Grupo nitroaromatico

Este grupo quimico comporta-se, também, como um grupamento eletrofilico, que
origina uma reacdo de abstracdo do hidrogénio intermolecular ou rearranjo da
molécula para originar um nitrito éster. Os farmacos bloqueadores dos canais de
célcio estéo neste grupo, como, por exemplo, o nisoldipino (ALVAREZ-LUEJE et al.,
1998) e o nifedipino, descrito no ESQUEMA 1.2 (MATSUDA; TERAOKA;

13
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SUGIMOTO, 1989; GIBBS et al.,, 1992; TERAOKA; OTSUKA; MATSUDA, 1999;
AMAN; THOMA, 2002; BAYOMI; ABANUMAY; AL-ANGARY, 2002)

SNO_

-

H3COOC._A_~COOCHj;

7

Luz HsC~ "N~ “CHs
Luz
NO,
Nifedipino HiC00C.__-COOCH;

-
| AY
1 %7

H3C 1 N: CH3
‘o

~

ESQUEMA 1.2. Fotodegradacao do grupo nitroaromatico do nifedipino

Funcao N-oxido

Moléculas que apresentam N-Oxido se rearranjam facilmente em oxaziridinas,
como reacao adicional de seus produtos intermediarios, originando produtos finais. O
farmaco clorodiazepoxido (ESQUEMA 1.3) responde a esta fotorreacdo, promovendo
rearranjo molecular para oxaziridina e intermediarios, com posterior formacdo de
outros produtos finais (BEIJERSBERGEN VAN HENEGOUWEN, 1991).
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Luz

solucédo

Clorodiazep6xido Oxaziridina

ESQUEMA 1.3. Fotodegradacao de N-6xido e formacao de oxaziridina em clorodiazepoéxido

Dupla ligacédo conjugada C=C

As reacdes de oxidacdo de duplas ligacBes sdo responsaveis pela isomerizacao
E/Z (cis-trans), observada em vitamina A, acido retinoico e derivados (BRISAERT;
PLAIZIER-VERCAMMEN, 2000; IOELE et al., 2005), vitamina D (ALBINI; FASANI,
1998) vitamina K e seus derivados (TERAOKA; MATSUDA, 1993). O ESQUEMA 1.4

apresenta a isomeriza¢ao da vitamina D.

Luz

HO"

1)

ESQUEMA 1.4. Fotodegradacao da dupla ligagdo conjugada (isomerizacéo) da vitamina D
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Cloreto de arila

A presenca deste grupo funcional é responsavel pela descloracdo homolitica e/ou
heterolitica do farmaco amilorida (ESQUEMA 1.5), que sofre fotodesalogenacéo,
com perda do substituinte cloro (LI; MOORE; TATTAM, 1999).

'
\

e NH, HO NH, O NH,
;2:N HN—( <2:N HN— ;?%NH HN—
HN—{ ﬁ NH Luz H,N— ﬁ NH ———— HN— ﬁ NH
N 0 N 0 N 0

NH, NH, NH,

(1) @

Amilorida

ESQUEMA 1.5. Fotodegradacao do cloreto de arila presente na molécula da amilorida

Ligacdo C-H

Os compostos que possuem ligacdes C-H fracas, como, por exemplo, na posicéo
benzilica ou na posicdo o ao nitrogénio da amina, sdo passiveis de
fotodecomposicao via transferéncia de hidrogénio ou de elétron-préton. Observa-se
esta reacéo na cloroquina (NORD; KARLESEN; TONNESEN, 1991) e na mefloquina
(ESQUEMA 1.6), que sofrem fragmentacdo da ligacdo C-H do anel na posicéo
benzilica (TANNESEN; GRISLINGAAS, 1990).

HO HN
H
~ Luz
~
N CF, CHZ;OH
CF3
Mefloquina

ESQUEMA 1.6. Fotodegradacdo por fragmentacdo da ligacdo C-H na molécula da

mefloquina
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Sulfitos, alcenos, polienos e fenodis

Estes grupos funcionais sdo altamente reativos com o singleto de oxigénio, que &
formado através de fotossensitizacdo de estados de oxigénio relativamente inGcuos.
Uma reacdo de sulfitos ocorre na acetazolamida (VARGAS; MENDEZ; ROJAS,
1998) e uma tipica fotorreacdo de polienos (ESQUEMA 1.7) ocorre com a estrutura
da vitamina A (IOELE et al., 2005).

Luz

ESQUEMA 1.7. Fotodegradacao de polienos na molécula da vitamina A

4.2 Farmacos sensiveis a fotodegradacéao

Quando se discute fotodegradacédo, € importante destacar que a maioria das
informacdes disponiveis na literatura acerca dos processos de fotorreacdo envolve
complexa fotoquimica e fotofisica. Portanto, € dificil definir as condi¢bes de
fotorreatividade dos farmacos, uma vez que cada molécula tem comportamento
diferente. Pode-se inferir, entretanto, que a fotorreatividade vai depender do estado
fisico em que se encontra o material (solido ou em solucéo), das condi¢des externas

e da fonte de irradiagcdo (MOORE, 2004a; ALBINI; FASANI, 1998).
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O efeito da luz deve ser avaliado na etapa de pré-formulagdo, quando séo
desenvolvidos estudos de degradacao forcada. Entretanto, ainda ndo existe nenhum
método com o qual se possa extrapolar os dados obtidos nessas situacdes de
degradacdo forcada para condi¢cdes Iluminicas normais (VILA JATO, 2001;
TONNESEN, 2004).

Assim, as especificacbes empregadas em um teste de fotodegradacdo em
condicOes forcadas e aceleradas podem estar longe daquelas nas quais um farmaco
ou uma formulacdo esteja normalmente exposta. Os dados obtidos podem indicar
como a substancia se comporta frente a luz; entdo, podem também revelar boa
estabilidade, indicando que a mesma néo € afetada pela luz (HUNG, 2004).

As pesquisas sobre fotodegradacdo de farmacos vém ganhando destague nas
Ultimas décadas e é possivel encontrar na literatura grande numero de estudos
descritos para farmacos, tais como anti-hipertensivos, anti-inflamatérios, antibiéticos,

ansioliticos, antimalaricos, diuréticos e vitaminas (QUADRO 1.2).
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QUADRO 1.2. Exemplos de farmacos que apresentam degradacéo frente a luz

Farmaco

Uso terapéutico®”

Referéncia

Acetazolamida

Acido mefenamico

Acido nalidixico

Alprazolam

Amilorida

Anfotericina B

Anlodipino

Atenolol

Atorvastatina

Azitromicina

Oftalmico

Depressor do SNC:
analgésico

Anti-infeccioso:
guimioterapico

Psicotropico: sedativo
ansiolitico

Diurético

Anti-infeccioso:
antifingico

Cardiovascular:
dilatador coronéario

Cardiovascular:
Anti-hipertensivo

Antilipémico

Anti-infeccioso:

VARGAS; MENDEZ;
ROJAS, 1998, SRINIVASU
et al., 2010

WERNER; MCNEILL:
ARNOLD, 2005
VERMEERSCH et al., 1989
NUDELMAN; GALLARDO
CABRERA, 2002

LI; MOORE; TATTAM, 1999

THOMA: KUBLER, 1997
JANG et al.; 2006;
RAGNO et al., 2003b;
RAGNO; GAROFALO;
VETUSCHI, 2002

ANDRISANO et al., 1999

CERMOLA et al., 2006

TONG et al., 2011

antibiético
Cardiovascular:
Barnidipina Anti-hipertensivo(**) |IOELE et al., 2010
Continua......
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Farmaco Uso terapéutico®” Referéncia
Cefalexina Anti-infeccioso: RAY et al., 2002
antibiético
Anti-infeccioso:
Cefradina antibidtico (**) RAY et al., 2002
Antirreumatico: anti-
Cetoprofeno inflamatorio nao- MOSER et al., 2000

Cloranfenicol

Cloroquina

Ciprofloxacino

Clorotiazida

Daunorrubicina

Diltiazem

esteroide

Anti-infeccioso:
antibiotico

Anti-infeccioso:
antiprotozoario

Anti-infeccioso:
quimioterapico

Diurético (**)
Antineoplasico:
antibiético

Cardiovascular:
Anti-hipertensivo

BAUTISTA; MATEOQO;
CALATAYUD, 2000;
ICARDO et al., 2003b

NORD; KARLESEN;
TONNESEN 1991; ELFATIH
et al., 1994; NORD;
ANDERSEN; TONNESEN,
1997; NORD et al., 1997;
TANNESEN; KRISTENSEN;
NORD, 1998; TONNESEN;
BAERTSCHI, 2004

TORNIAINEN;
TAMMILEHTO; ULVI, 1996;
OUEDRAOGO et al., 2000 ;
VAN DOORSLAER et al.,
2011

ULVI, 1998.

ISLAM; ASKER, 1995

ANDRISANO et al., 2001a

Continua......
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Farmaco Uso terapéutico®” Referéncia
Cardiovascular: REISCH; ZAPPEL, RAGHU-
Digoxina insuficiéncia cardiaca |RAMRAO, 1994; VASIC et

Dipirona (Metamizol)

Ditranol

Duloxetina

Enalapril

Flupentixol

Flutamida

Furosemida

Hidroclorotiazida

Hidroxiprogesterona

Ibuprofeno

Indometacina

congestiva

Depressor do SNC:
analgésico-antipirético

Queratolitico e
queratoplastico

Psicotropico:
antidepressivo

Cardiovascular:
anti-hipertensivo
Antipsicotico,
neuroléptico (**)

Antineoplasico:
hormdnio e analogo

Diurético

Diurético

Hormonio

Depressor do SNC:
analgésico-antipirético

Antirreumaético: anti-
inflamatoério nao-
esteroide

al., 2006

PITARELLO et al., 2005

THOMA; HOLZMANN, 1998

RAMAN et al., 2010

OLIVA et al., 2005.

MAQUILLE et al., 2010
SORTINO et al., 2001
MOORE; SITHIPITAKS,

1983; VARGAS et al., 1998b

ULVI, 1998

ZHAN et al., 1998

GABRIELE-CAVIGLIOLI et
al., 2002; PACKER et al.,
2003; MUSA; ERIKSSON,
2007.

WEEDON; WONG, 1991

Continua......
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Farmaco Uso terapéutico®” Referéncia

Irbesartano Cardiovascular: | gy 7\ py- SAHU; SINH, 2010
anti-hipertensivo

I[rinotecana Antineoplasico DODDS; ROBERT;

RIVORY, 1998

Isradipino Cardiovascular: MIELCAREK;

: . DACZKOWSKA, 1999
dilatador coronario
Labetalol Anti-hipertensivo™

Lercanidipino

Linezolida

Lomefloxacino

Cardiovascular:
anti-hipertensivo

Anti-infeccioso:
antibiotico

Anti-infeccioso:
quimioterapico

ANDRISANO et al., 2001b

FIORI et al., 2006

LOPES; SALGADO, 2010

OUEDRAOGO et al., 2000

Loratadina Antialérgico: ABOUNASSIF; EL-OBEID;
anti-histaminico H; GADKARIEM, 2005
Manidipino Ca.rdl_ovasculgr: RAGNO et al., 2003a
anti-hipertensivo
TONNESEN;
GRISLINGAAS, 1990;
Mefloquina Anti-infeccioso: TANNESEN, 1999;
9 antiprotozoario NAVARATNAM;
HAMBLETT; TONNESEN,
2000
Metildopa Cardiovascular: RAMADAN et al., 2006
anti-hipertensivo
Continua......
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Farmaco Uso terapéutico®” Referéncia
Metotrexato Antineoplasico: McELNAY et al., 1988
antimetabolitos

Midazolam Depressor do SNC: | \NpERSIN; TAMMILEHTO,

sedativo-hipnotico
1995

Minoxidil Cardiovascular: CHINNIAN; ASKER, 1996
anti-hipertensivo

Molsidomina Vasodilatador AMAN; THOMA, 2002

Moxifloxacino

Nabumetona

Naproxeno

Nelfinavir

Nicardipino

coronario™
Anti-infeccioso:

quimioterapico

Antirreumaético: anti-
inflamatério nao-
esteroide

Depressor do SNC:
analgésico-antipirético

Anti-infeccioso:
quimioterapico antiviral

Anti-hipertensivo”

SUNDERLAND et al., 2001;
MOTWANI et al., 2007;
VAN DOORSLAER et al.,
2011

MORIWAKI et al., 2001,
VALERO; COSTA, 2003;
VALERO, 2004

BOSCA et al., 1990;
BOSCA; MARIN; MIRANDA,
2001 JIMENEZ; MIRANDA;
TORMOS, 1997;

VALERO; CARRILLO, 2004;
VALERO; ESTEBAN, 2004

KAUL et al., 2004; SINGH,;
MEHROTRA; BAKHSHI,
2010

SQUELLA; NUNEZ-
VERGARA, 1990;
TERAOKA; OTSUKA;
MATSUDA, 2004;
POMPONIO et al., 2004

Continua...
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Farmaco

Uso terapéutico®”

Referéncia

Nimodipino

Nifedipino

Nisoldipino

Nistatina

Nitrendipino

Nitrofurazona

Cardiovascular:
vasodilatador

Cardiovascular:
dilatador coronario

Cardiovascular:
dilatador coronéario

Anti-infeccioso:
antifangico

Cardiovascular:
anti-hipertensivo

Pele e mucosas: anti-
infeccioso topico

RAGNO; VERONICO;
VETUSCHI, 1995

SQUELLA et al., 1989;
MATSUDA; TERAOKA;
SUGIMOTO, 1989;
SQUELLA; NUNEZ-
VERGARA, 1990;
BECHARD; QURAISHI;
KWONG, 1992; GIBBS et
al., 1992; GRUNDY;
KHERANI; FOSTER, 1994;
DE VRIES;
BEIJERSBERGEN VAN
HENEGOUWEN, 1998;
TERAOKA; OTSUKA,;
MATSUDA, 1999; ABOU-
AUDA et al., 2000;
AMAN; THOMA, 2002;
BAYOMI; ABANUMAY; AL-
ANGARY, 2002

ALVAREZ-LUEJE et al.,
1998

RAY et al., 2002

SQUELLA; NUNEZ-
VERGARA, 1990; RAGNO;
VERONICO; VETUSCHI,
1993; TIPRE; VAVIA, 2001

SHAHJAHAN; ENEVER
1996a, 1996b

Continua...
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Farmaco

Uso terapéutico®”

Referéncia

Norfloxacino

Pergolida

Piroxicam

Pirazinamida

Pizotifeno

Primaquina

Propranolol

Riboflavina

Rosuvastatina

Anti-infeccioso:
quimioterapico

Depressor do SNC:
antiparkinsoniano

Antirreumaético: anti-
inflamatério néo-
esteroide

Anti-infeccioso:
tuberculostatico

Depressor do SNC:

analgésico

Anti-infeccioso:
antiprotozoario

Cardiovascular:
antiarritmico

Vitamina hidrossolavel

Antilip€mico

CORDOBA-DIAZ;
CORDOBA-BORREGO;
CORDOBA-DIAZ, 1998;
QUEDRAOGO et al., 2000

KOTZAGIORGIS;
MICHALEAS;
ANTONIADOU-VYZA, 2007

SERRANO et al., 1992;
BARTSCH,; EIPER;
KOPELENT-FRANK, 1999

VARGAS et al., 2003

ABOUNASSIF; EL-OBEID;
GADKARIEM, 2005

KRISTENSEN et al., 1993;
1998; KRISTENSEN,;
GRINBERG; TONNESEN,
1997

UWAI et al., 2005

LOUKAS; VRAKA,;
GREGORIADIS, 1996;
AHMAD; FASIHULLAH,;
VAID, 2004; 2005; 2006;
AHMAD et al., 2004

ASTARITA et al., 2007

Continua...
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Farmaco

Uso terapéutico(*)

Referéncia

Sulfametoxazol

Sulfanilamida

Sulfatiazol

Telmisartano

Tolmetina

Triantereno

Ubidecarenona
(Ubiquinona)

Vitamina A

Vitamina C

Vitamina K

Anti-infeccioso:
sulfonamida

Pele e mucosas: anti-
infeccioso tépico

Pele e mucosas: anti-
infeccioso tépico

Cardiovascular:
anti-hipertensivo

Anti-inflamatério®™

Diurético

Vitamina: coenzima

Vitamina lipossolavel

Vitamina hidrossolavel

Vitamina lipossoluvel

ZHOU; MOORE, 1994;
ICARDO et al., 2003a;
RYAN; TAN; ARNOLD,
2011

ICARDO et al., 2003a

ICARDO et al., 2003a

SHAH; SINGH, 2010

GIUFFRIDA et al., 1995
VARGAS et al., 1998a;
FIORI et al., 2003
TAKEUCHI et al., 1992
BRISAERT; PLAIZIER-
VERCAMMEN, 2000:;
IOELE et al., 2005

SIDHU; SUGDEN, 1992;
GARNERO; LONGHI, 2010.

TERAOKA; MATSUDA,
1993

Fonte: YKOROLKOVAS; FRANCA, 2009; “)MERCK index, 2006
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4.3 Comportamento fotoquimico de alguns farmacos
E descrito, a seguir, 0 comportamento fotoquimico de alguns farmacos sensiveis a
fotodegradacao in vivo e in vitro, com potenciais efeitos fototoxicos e que podem

levar a fotossensitizacdo de moléculas dentro do organismo.

Alprazolam

O alprazolam pertence a um grupo de farmacos (benzodiazepinas) de conhecida
fotolabilidade. Portanto, o mecanismo proposto para a sua fotodegradacdo é a
guebra do anel heterociclico, que reage mediante declorinagcdo no anel benzénico e
abertura do anel benzodiazepinona, com subsequente formacdo de trés
fotoprodutos: triazoaminoquinoleina, 8H-alprazolam e 5-cloro-[5-metil-4H-1,2,4-
triazol-4-illbenzofenona (NUDELMAN; GALLARDO CABRERA, 2002).

Amilorida
e R NH,
‘*~;_g_:_N,‘HN~§
HoN—™\ / NH
N O
NH,

Foram observadas reacdes cutdneas adversas em pacientes tratados com

amilorida, relacionadas a exposi¢do a luz do sol. O mecanismo de fotodegradacéo
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proposto acontece por declorinagdo do farmaco, originando o produto N-amidino-3,5-
diamino-6-hidroxilpirazina-carboxamida e a consequente fotossensitizacdo via
singleto de oxigénio. O farmaco é capaz de absorver a radiacdo UVA presente na luz
solar e luz artificial, que parece estar relacionado aos efeitos adversos mencionados
(LI; MOORE; TATTAM, 1999).

Atenolol

Sob determinadas condicdes, tais como variacédo de pH (4,0-7,4-9,0), este farmaco
€ capaz de absorver a radiacdo UVA e UVB presente na luz solar e na artificial. O
mecanismo proposto para a fotodegradacdo é a reacdo de desidratacao na ligacao
éter (ANDRISANO et al., 1999).

Ciprofloxacino

Este farmaco apresenta-se fotossensivel sob determinadas condigdes, tais como a

concentracédo e o pH do meio, sendo que a maior estabilidade é alcancada em pH
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3,0 - 4,0. O mecanismo da possivel fotodegradacdo envolve o anel piperazinico, no
qual o nitrogénio pode ser completamente protonado, e o grupo carboxila, que sofre
completa ionizacdo (TORNIAINEN; TAMMILEHTO; ULVI, 1996).

Cloroquina

Para a cloroquina foi proposto um mecanismo de fotodegradacdo em solvente
organico (isopropanol), que indica a quebra da molécula em até quinze subprodutos
de fotodegradacao, dos quais somente sete foram isolados e considerados os mais
importantes (ESQUEMA 1.8). O inicio do processo de degradacdo, com quebra da
molécula, acontece na ligagdo a-C-H da cadeia lateral. Este processo de degradacao
é fortemente dependente da quantidade de oxigénio presente no meio, ou seja, se
desencadeia e acontece sob condi¢gdes aerdbicas (NORD; KARLESEN; TONNESEN,
1991; NORD; ANDERSEN; TONNESEN, 1997; NORD et al.,, 1997; TONNESEN,;
KRISTENSEN; NORD, 1998).

cl Ny cl Ng cl Ny
VY 7 VY
/\ N\/\A( ~d " ~‘:

Cloroquina

Cl

O Z
)]\N/\A( O>< \ I/\v\(NH

ESQUEMA 1.8. Produtos da fotodegradacdo de difosfato de cloroquina em isopropanol
(NORD; KARLESEN; TONNESEN, 1991).
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Diltiazem

Para o diltiazem foram descritos efeitos de fotossensitizacdo cutanea, resultando
em lesdes como acne, dermatite e urticaria. Este farmaco tem grande capacidade de
absorver as radiacbes UVA e UVB da luz solar e da artificial. As reacbes de
fotodegradacao sao fortemente dependentes do pH, ocorrendo principalmente em pH
9,0 com formacédo de um S-6xido (ANDRISANO et al., 2001a).

Furosemida

HO
O
% -
HoN—S NH ,” O "\
i
O,éI II |‘\ \ | /',

O mecanismo de fotodegradacéo descrito na literatura indica que a molécula sofre
fotorreducéo do cloro do anel aromatico e foto-hidrolise do anel furfurilico e que
ambas ocorrem em presenca de oxigénio (MOORE; SITHIPITAKS, 1983; VARGAS
et al., 1998Db).
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Indometacina

Cl

Estudos realizados em diferentes solventes revelaram reacdes fotoquimicas do
tipo fotocicloadicdo de alcenos, rearranjo de Fries e descarboxilagdo do acido
acético. Os produtos de degradacdo obtidos foram considerados potencialmente
fototoxicos e indutores de fotorreacdes alérgicas cutanea e ocular (WEEDON;
WONG, 1991).

Labetalol

O farmaco exposto a radiacdo UVA ou UVB mostra significativa fotodegradacao
dependente do pH, uma vez que o meio alcalino favorece a degradacao frente a luz,
envolvendo reacBes de N-dealquilagdo e quebra homolitica da ligacdo carbono-
carbono (ANDRISANO et al., 2001b).
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Mefloquina

A fotossensibilidade e a formacao de produtos de degradacédo da mefloquina séo
dependentes das condi¢bes aerbbicas. O mecanismo de rea¢cdo mostra o tripleto de
mefloquina como o principal responsavel pela fotodegradacdo e pela
fotossensitizacdo, como 0s responsaveis pela fototoxicidade e pelas reacfes
fotoalérgicas os radicais livres, singletos de oxigénio e superoxidos (TONNESEN;
GRISLINGAAS, 1990; TO@NNESEN, 1999; NAVARATNAM; HAMBLETT,;
T@NNESEN, 2000).

Moxifloxacino

Estudos revelam que, ap6s a fotodegradacao, a poténcia do farmaco diminui em
até 50%. O possivel mecanismo de fotodegradacdo envolve o nitrogénio do anel
piperazinico, que é completamente protonado. Ocorre também completa ionizacao
do grupo carboxila (SUNDERLAND et al., 2001; MOTWANI et al., 2007).
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Naproxeno

A fotodegradacédo deste farmaco é resultado da fotodescarboxilacdo, que leva a
formacdao de etilo, 1-hidroxietilo e acetil, com quebra da cadeia lateral. Por outro lado,
0 mecanismo que envolve a fotorreacdo no organismo humano deriva de processo
de fotoionizacdo, por desativacdo de uma molécula excitada sob condi¢cdes
apropriadas de irradiacdo, levando a formacgéo de radicais livres e, sob condi¢Bes
aerdbicas, a formacdo de oxigénio singleto (BOSCA et al., 1990; BOSCA; MARIN;
MIRANDA, 2001; JIMENEZ; MIRANDA; TORMOS, 1997).

Nisoldipino

A formacao dos produtos de fotodegradacdo mais importantes deriva da reducao
dos grupos nitro e nitroso derivado, sendo que este ultimo € formado em maior
guantidade pela coplanaridade do anel benzénico e do anel piridinico, originando a
nitrosopiridina (ALVAREZ-LUEJE et al., 1998).
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Nifedipino

E usado como farmaco modelo em ensaios e testes de fotodegradacdo
exatamente por sua conhecida fotossensibilidade. Foram descritas reagdes de
fototoxicidade e fotossensitizacdo na pele de pacientes submetidos a terapia com
nifedipino. Estudos reportam elevada fotossensibilidade mesmo no estado sélido,
com acentuada mudanca da cor do produto, passando de amarelado para marrom,
em poucas horas de exposi¢cdo (AMAN; THOMA, 2002).

O mecanismo de fotodegradacdo proposto estd fundamentado na presenca de
dois centros redox, um no anel di-hidropiridinico e outro no anel nitro aroméatico
(SQUELLA et al., 1989; GIBBS et al., 1992; DE VRIES; BEIJERSBERGEN VAN
HENEGOUWEN 1998).

De acordo com Matsuda e colaboradores (1989), existem dois produtos de
fotodegradacao, um nitroso derivado (nitrosopiridina) e um nitro derivado, originados
por reacdes de reducdo. Esses produtos de degrada¢do possuem pouco ou henhum

efeito farmacolégico.

Pirazinamida

34



Capitulo 1 - Fotodegradacao e fotoestabilidade

bY

Este farmaco apresenta fotossensibilidade a luz (UVA, principalmente) sob
condicGes aerobicas, sendo descritos quatro fotoprodutos. O mecanismo proposto
para explicar esse processo de fotodegradacédo envolve a a-clivagem da ligacéo
carbono-carbono entre a carbonila do grupo amino e o anel aromatico da cadeia
lateral, com posterior formagé@o de um radical fenil como intermediério, via abstracdo
de hidrogénio e dimerizacdo (VARGAS et al., 2003).

Primaquina
CHy  ____ .
I _NH,
HNT Y 2
N
AN
=

HsCO

Pertence ao grupo dos farmacos quinolinicos cuja fotossensibilidade € bastante
conhecida. Foram observados efeitos oculares e cutaneos de fotossensitividade,
manifestados como irritacdo cuténea e efeitos oculares de acumulagdo na retina.
Estudos reportam que a fotodegradacdo em meio aquoso ocorre por mecanismos de
clivagem da cadeia lateral, deixando a estrutura quinolinica inalterada. Foi
observado, ainda, que a fotodecomposicao da molécula é acelerada na presenca de
oxigénio. Os produtos de degradacdo obtidos ndo sao fotoquimicamente inertes e
podem patrticipar de reacfes secundarias dentro do organismo humano. Os maiores
produtos de fotodegradacdo nem sempre sédo formados in vivo, podendo também ser
originados in vitro apds exposi¢do a luz. Tais produtos apresentam potencial efeito
de fototoxicidade cutdnea na pele e na retina (KRISTENSEN et al. 1993; 1998;
KRISTENSEN; GRINBERG; TONNESEN, 1997).
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Propranolol

- ~ -

Esta molécula é bastante fotossensivel e, mesmo no estado solido, o farmaco
passa da cor amarelada para marrom, chegando finalmente ao preto, de acordo com
o tempo e a intensidade de exposicdo. Foram isolados trés produtos de
fotodegradacao (N-acetilpropranolol, 1-naftol e N-formilpropranolol) e os mecanismos
propostos para a formacéo destes sugerem uma acetilagdo do grupo amino (UWAI et
al., 2005).

Riboflavina
@)
N
HsC N/go

-

o

Estudos revelam que a fotoquimica desse composto € dependente do pH e que a
menor fotodegradagédo ocorre entre pH 5,0 e 6,0. A riboflavina é fotossensivel as

radiacbes UV e VIS, degradando-se via formacdo de oxigénio singleto ou via
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radicais, incluindo oxigénio reativo do tipo ion superéxido, radical hidroxila e peroxido
de hidrogénio (AHMAD et al., 2004).

Sao propostos dois mecanismos de formacédo dos produtos de fotodegradacéo por
fotoadicdo e fotorreducdo, sendo ambos fortemente dependentes da intensidade e
do comprimento de onda da fonte de irradiacdo. Podem ser formados até quatro
produtos de degradacdo: 7,8-dimetil-10-(formilmetil)-isoaloxazina, Ilumicromo,
lumiflavina e ciclodi-hidrorriboflavina (AHMAD; FASIHULLAH; VAID, 2004; 2005,
2006; AHMAD et al., 2004).

Triantereno

Estudos revelaram que o farmaco é fotossensivel a irradiacdo UVB, originando a
quebra da molécula e formando produtos de degradacdo considerados ndo toxicos.
Entretanto, sob irradiacdo UVA e em condicbes aerdbicas, € capaz de transmitir
energia ao oxigénio molecular, com formacdo de oxigénio singleto, que vai gerar o
efeito de fototoxicidade, como demonstrado em ensaios desenvolvidos em fluidos
biolégicos simulando condic¢es in vivo (VARGAS et al., 1998a; FIORI et al., 2003).

Sulfametoxazol
Esse farmaco € extremamente fotossensivel, especialmente em meio acido, e o
principal produto de fotodegradacgéo resulta da fotoisomerizagdo do anel isoxazol,

formando 4-amino-N-(5-metil-2-oxazolyl) benzenesulfonamida, além de anilina, acido
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sulfanilico, 3-amino-5-metilisoxazol e um produto hidratado da 2H-azirina
(ESQUEMA 1.9). O mecanismo inicia-se com a clivagem da ligacdo do nitrogénio-
oxigénio, e consequente obtencdo de um composto intermediario, e a posterior
formagdo do produto hidratado da 2H-azirina, sendo que este Ultimo atua como
intermediario na formacao dos outros fotoprodutos (ZHOU; MOORE, 1994).

Os estudos também indicam que o produto majoritario de degradacédo, 4-amino-N-
(5-metil-2-oxazolyl) benzenesulfonamida, é responsavel pela conhecida reacdo de
fotossensitizacao por exposicao a luz (ZHOU; MOORE, 1994; ICARDO et al., 2003a).
Entretanto, estudos realizados por Ryan e colaboradores (2011) atribuem
fotodegradacao indireta devido a radicais hidroxila e tripletos no estado excitado,

provenientes de matéria organica.
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Esquema 1.9. Fotodegradacéo do sulfametoxazol indicando a formacdo dos cinco produtos
de fotodegradacdo: 4-amino-N-(5-metil-2-oxazolil) benzenosulfonamida (1), um produto

hidratado da 2H-azirina (2), anilina (3), acido sulfanilico (4) e 3-amino-5-metilisoxazol (5).
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Sulfacetamida e sulfanilamida

A sulfacetamida apresenta alta fotossensibilidade, sendo facilmente fotolisada por
desacetilacdo, originando sulfanilamida. Na sequéncia, o grupo amino desta
sulfanilamida pode sofrer oxidagcdo, tanto em solugdo aquosa como em etanol,
resultando na formagdo de composto azo, um nitro e um acetaldeido (via oxidac&o),
formando-se, também, 2-metil-quinolina-6-sulfonamida, como mostrado no
ESQUEMA 1.10 (AHMAD, 1982; ICARDO et al., 2003a).

Sulafacetamida Sulfanilamida
1 2

ESQUEMA 1.10. Fotodegradagdo da sulfacetamida (1) e da sulfanilamida (2) e seus
produtos derivados: composto azo (3), nitro (4) e 2-metil-quinolina-6-sulfonamida (5).

4.4 Fotodegradacéao de farmacos em associacao

Existem farmacos que, quando em associacao, apresentam fotodegradacdo mais
intensa, conforme demonstram estudos conduzidos com diuréticos e antineoplasicos.
No QUADRO 1.3, sao indicados alguns exemplos de associa¢gfes nas quais a acao

da luz resulta em degradacdo dos farmacos.
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QUADRO 1.3. Farmacos que, em associacao, apresentam fotodegradacao mais acentuada.

Associacao Uso terapéutico Referéncia
Riboflavina + Vitamina B2 e CASTILLO et al.,
tetraciclinas tetraciclinas 2007
Riboflavina + Vitamina B2 e MASSAD et al.,
fenilefrina simpaticomiméticos 2005
Triantereno + Associacgéo de farmacos |FIORI et al., 2003
furosemida com acao diurética
Triantereno + Associacao de farmacos | MOORE;
hidroclorotiazida com acao diurética MALLESCH, 1991
Metotrexato + Antineoplasicos MCcELNAY et al.,
vimblastina 1988

4.4.1 Riboflavina + tetraciclinas / riboflavina + fenilefrina

A riboflavina é conhecida por exercer efeito sinérgico na fotodegradacdo de
outros farmacos, como as tetraciclinas e a fenilefrina. Os mecanismos pelos quais
ocorrem reacles entre estes farmacos envolvem a formacao de radicais livres sob
condicdes aerdbicas ou anaerdbicas e, que como consequéncia, levam a diminuicédo
de suas respectivas atividades terapéuticas (CASTILLO et al., 2007; MASSAD et al.,

2005).

4.4.2 Triantereno + furosemida/ triantereno + hidroclorotiazida
O triantereno apresenta incremento da fotodegradacdo quando administrado com
furosemida ou com hidroclorotiazida, que s&do farmacos diuréticos comumente

utilizados em associagcdo. Os varios produtos de fotodegradagédo obtidos mostraram

40



Capitulo 1 - Fotodegradacao e fotoestabilidade

maior fotossensibilidade e maior toxicidade (FIORI et al., 2003, MOORE;
MALLESCH, 1991).

4.4.3 Metotrexato e vimblastina

O metotrexato € considerado um farmaco altamente fotossensivel; quando
associado a vimblastina, ocorre aumento na velocidade das reacbes de
fotodegradacado. O inicio da fotodegradacdo € observado mesmo com luz ambiente
natural e, em poucos minutos, ocorre degradacdo e mudanca de cor (MCELNAY et
al., 1988).

5. FOTODEGRADAGCAO DE FARMACOS NO ESTADO SOLIDO

A fotodegradagcdo no estado sélido € consideravelmente diferente daquela
observada em solucdo. O mecanismo pela qual os farmacos se degradam é muito
mais dificil e complexo de medir, controlar e explicar. Em geral, as rea¢des no estado
sélido acontecem de forma lenta; porém, condicbes extremas sdo frequentemente
empregadas a fim de se obter, de maneira mais rapida, previsdes do comportamento
frente a exposicao luminosa (ORFORD et al.,1998; VILA JATO, 2001).

No estado solido, as substancias encontram-se sob diferentes tamanhos de
particula ou, algumas vezes, em aglomerados de pO. Esses fatores exercem
influéncia sob as condicbes de fotodegradacdo dos produtos. Por outro lado, os
recipientes que contém as substancias podem permitir a exposicao superficial do
produto e, de modo que, o processo fotoquimico se inicie na por¢cao do produto que
esta diretamente exposta a luz.

Em alguns casos, o produto que se encontra nas camadas internas do recipiente
pode também ser afetado. No entanto, esta probabilidade depende do tempo de
exposi¢cao, uma vez que, quanto maior o tempo de exposi¢cao, maior a probabilidade
de que o produto (que se encontra no interior do recipiente) sofra degradacdo como

consequéncia da ativacdo molecular. Isto acontece por interagcdo de moléculas que
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desencadeiam a reacdo nas camadas seguintes. Cabe destacar que, nestes casos,
estdo envolvidas reacfes bastante complexas, o que torna dificil estabelecer um
mecanismo exato para este tipo de degradacédo (TONNESEN, 2001; VILA JATO,
2001).

O resultado mais comum de uma amostra sélida irradiada € a mudanca de sua
aparéncia, como, por exemplo, a descoloracdo dos compostos coloridos e a
coloracdo de produtos brancos. Entretanto, a mudanca na aparéncia nao
necessariamente esta relacionada a degradagcdo do composto e vice-versa. Algumas
vezes, as reacoes de fotodegradacao sofrem influéncia da temperatura, da umidade
e de outros fatores relacionados (TONNESEN; KRISTENSEN; NORD, 1998).

No estado solido, algumas caracteristicas fisicas, como cor, tamanho de
particula, area de superficie e polimorfismo, exercem influéncia sobre os processos

de fotodegradacao, conforme discutido a seguir.

5.1 Tamanho de particula

Quanto maior a area superficial das particulas, maior ser4 a area de exposicdo a
luz. Consequentemente, a degradacéo correspondente sera mais acelerada.

Para farmacos altamente sensiveis a luz, o nifedipino e a molsidomina, a
influéncia do tamanho da particula na degradacéo pela luz é constatada apds duas
horas de exposi¢do, quando é observada degradacdo de 5 a 10% maior para pés
mais finos e homogéneos em comparagcdo com aqueles de maior granulometria
(AMAN; THOMA, 2002).

Porém, estudos com furosemida demonstraram que, apos separacdo de
diferentes tamanhos de particulas do farmaco, aquelas com diametro de 22um
sofrem degradacdo mais rapidamente, quando comparadas as particulas de 2,5um.
A explicacdo para este tipo de ocorréncia esta relacionada com a coesado do p6 e a
formacado de aglomerados de particulas que acabam, na verdade, diminuindo a area
superficial e, consequentemente, a capacidade de exposi¢cao do farmaco a luz (DE
VILLIERS; VAN DER WATT; LOTTER, 1993).
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5.2 Polimorfismo

Estudos mostram que as varias formas polimorficas de um mesmo farmaco podem
apresentar diferencas de comportamento na fotodegradacédo, indicando a grande
influéncia da estrutura cristalina na estabilidade frente a exposicéo luminosa. Estudos
ja demonstraram este efeito para alguns antagonistas dos leucotrienos B4 (ORFORD
et al.,, 1998, TONNESEN et al, 2004). Os farmacos mefloquina, cloroquina e
carbamazepina exibem diferentes niveis de fotodecomposicdo, dependendo da
forma polimérfica na qual o material se encontra (DE VILLIERS; VAN DER WATT;
LOTTER, 1992; NORD; ANDERSEN; T@NNESEN, 1997; NORD et al.,, 1997;
TONNESEN, 1999).

Um exemplo da influéncia dos polimorfos na fotodegradacédo pode ser observado
na furosemida, para a qual amostras solidas de polimorfo | foram fotoquimicamente
mais estaveis que o polimorfo Il, quando estudadas sob atmosfera de nitrogénio.
Quando na presenca de oxigénio, entretanto, a forma polimérfica Il ndo foi afetada.
Assim, a presenca de produtos de fotodegradacdo depende das condicbes de
atmosfera de gas utilizada (DE VILLIERS; VAN DER WATT,; LOTTER, 1992).

5.3 Excipientes

Muitas reacdes fotoquimicas sao afetadas pela presenca de excipientes, o que, em
algumas vezes, pode resultar em degradacdo significativa do farmaco. Assim, um
excipiente pode iniciar, propagar ou participar de uma determinada reacéo
fotoquimica, resultando em degradacao ou formacao de produtos de degradacao que
podem desencadear efeitos téxicos nos individuos, comprometendo a seguranca e a
tolerabilidade do farmaco.

E importante considerar, também, que os excipientes, ao interagirem com o0s
demais componentes da formulagcdo, podem dar origem a radicais livres (via
abstracdo de hidrogénio), atuando como agentes de transferéncia, o que pode
conduzir ao inicio de um processo de degradacéao.

Os excipientes ndo sao substancias puras e seus residuos, mesmo em baixos

niveis, podem gerar impacto na fotoestabilidade de uma formulagdo. Assim, por
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exemplo, os fenodis derivados da povidona podem alterar a formulacdo de um
comprimido, ja que a molécula de fenol tem grande tendéncia de perder o hidrogénio
de seu grupo hidroxila, resultando no fendxido, com oxigénio altamente reativo a luz
(TONNESEN, 2001).

Outro exemplo s&o os aldeidos derivados da lactose (formados durante a secagem
por spray dried ou durante a autoclavagédo), que podem dar origem a reacdes de
adicdo com grupos amino primarios, resultando na coloracdo dos produtos. Do
mesmo modo, os lipideos, que frequentemente contém peroxidos, sofrem
decomposicdo sob influéncia da luz, gerando radicais livres (BUXTON; JAHNKE;
KEADY, 1994).

6. FOTODEGRADACAO EM SOLUCAO

Como j& mencionado, existe diferenca entre as reacfes de fotodegradacdo em
solucdo e aquelas que ocorrem no estado soélido. Um aspecto importante a ser
considerado é a possibilidade de formacdo de reacado secundaria com o solvente a
partir de compostos oriundos da degradacdo do farmaco pela luz, fato que nao é
possivel no estado sélido (GLASS; NOVAK; BROWN, 2004).

Adicionalmente, € importante considerar alguns fatores, tais como concentracao do
farmaco, pH do meio, forca ibnica e presenca de oxigénio, todos apresentados a

seqguir.

6.1 Concentracédo de farmaco

Em solucéo, a luz é absorvida na superficie ou nas camadas superiores da
amostra. Se o farmaco estiver em alta concentracdo, as moléculas posicionadas
mais no interior do volume se tornardo protegidas da irradiacéo, observando-se efeito
fotoestabilizante, que n&o resulta em reacdo. Portanto, uma solugdo menos
concentrada provavelmente serd menos estavel que uma solucdo concentrada, que
se mostrara mais fotoestavel (TONNESEN, 2001; THOMA; SPILGIES, 2007).
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6.2 pH do meio

Para muitas das substancias em solucdo, a fotodegradacdo é um processo
dependente do pH, como demonstrado para ciprofloxacino (TORNIAINEN;
TAMMILEHTO; ULVI, 1996), midazolam (ANDERSIN; TAMMILEHTO, 1995),
cloroqguina (NORD; ANDERSEN; T@NNESEN, 1997; NORD et al., 1997,
TONNESEN; KRISTENSEN; NORD, 1998) e mefloquina (TONNESEN, 1999). Por
outro lado, os varios tipos de solucdo tampao exercem diferentes efeitos nos
processos de fotodegradacdo, conforme demonstrado para daunorrubicina (ISLAM,;
ASKER, 1995) e mefloquina (TONNESEN, 1999).

6.3 Forca idnica

A transferéncia de protons para o estado excitado das espécies em reacao é
facilitada pela presenca de ions, tais como fosfato e citrato. Assim, os sais de
tampdes podem mudar a caracteristica de absor¢cdo da radiacdo na formulacdo no
medicamento, originando um complexo com outros componentes que podem estar
presentes na solucdo (TANNESEN, 2001; GLASS; NOVAK; BROWN, 2004).

Um exemplo é o minoxidil, para o qual o incremento da forca ibnica da solucao
resulta em efeitos protetores na fotoestabilidade deste farmaco. Isso ocorre devido a
formacéo de um filme protetor de solvatos ao redor da molécula, mantendo, assim, a
estabilidade da solucéo frente a luz (CHINNIAN; ASKER, 1996).

6.4 Presenca de oxigénio

Um fator de grande importancia nas reacfes fotoquimicas € a presenca de
oxigénio. O mecanismo de participacdo do oxigénio na fotodegradacdo € muito
complexo e envolve reacdes com singleto de oxigénio e radicais livres. Um farmaco,
que em auséncia de oxigénio (condi¢cdes anaerobicas) é estavel frente a luz, pode
ser desestabilizado e gerar fotodegradacdo quando submetido a condicbes
aerobicas.

A avaliacdo da influéncia do oxigénio na reacdo de fotodegradacdo pode ser

conduzida por intermédio da comparacéo de duas solu¢des: uma contendo oxigénio
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e a outra na qual um gas inerte é injetado no recipiente, eliminando o oxigénio.
Nestas condicdes, € possivel observar as reacdes secundarias e a desestabilizacao
da solucdo, como aquelas descritas para os antimalaricos, como cloroquina (NORD;
ANDERSEN; T@NNESEN, 1997); primaquina (KRISTENSEN et al.,, 1998) e
mefloquina (TANNESEN, 1999), que sofrem degradacéo na presenca de oxigénio.

7. ESTRATEGIAS PARA PROTEGCAO DE FARMACOS FOTOSSENSIVEIS

Existem varias estratégias capazes de proteger farmacos passiveis de
fotodegradacdo. Tais procedimentos podem ser adotados em qualquer fase da
producdo de um medicamento e é usual dividi-los em duas categorias: (a) protecao

interna e (b) protecdo externa.

7.1 Protecgéo interna

Considera-se protecdo interna qualquer procedimento capaz de atuar
diretamente sobre o farmaco a ser protegido, conferindo-lhe capacidade de resistir a
acao da luz independentemente de qualquer outra providéncia.

A protecdo interna é representada, especialmente, pela utlizacdo de
ciclodextrinas, que séo oligossacarideos obtidos a partir do amido. As ciclodextrinas
sdo muito utilizadas para encapsulacdo por inclusdo molecular, uma vez que
possuem a forma de um cone truncado com uma cavidade interior, 0 que possibilita
sua utilizagdo como hospedeiros na formacgéo de complexos de inclusdo, permitindo
sua complexacdo com moléculas que tenham dimensdes e polaridade compativeis
com a cavidade (UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998; BIBBY; DAVIES; TUCKER,
2000; LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

As ciclodextrinas (CD) sao bastante eficientes em promover aumento da
fotoestabilidade de farmacos sensiveis a luz. O QUADRO 1.4 apresenta alguns
exemplos de farmacos encapsulados em ciclodextrinas e que se mostraram mais
estaveis frente & acdo da luz. E também conhecido que a estrutura rigida das

diferentes ciclodextrinas permite o isolamento e o estudo de apenas um conférmero
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(cis ou trans), facilitando a compreensdo de eventos fotofisicos e fotoquimicos,
qgquando ocorre a complexacdo de outras substancias dentro de suas cavidades
(UEKAMA, 2002).

QUADRO 1.4. Exemplo de farmacos fotossensiveis complexados com ciclodextrinas, para

0s quais ha incremento da fotoestabilidade.

Farmacos Tipo de CD Referéncia
Anlodipino Me-B-ciclodextrina RAGNO et al., 2003b
Dipirona B-ciclodextrinaey- | pirApE| O et al.,
ciclodextrina
2005
Ibuprofeno : . GODWIN;
HP-B-ciclodextrina WILEY;FELTON,
2006
MIELCAREK;
Isradipino Me-B-ciclodextrina DACZKOWSKA,
1999
B-ciclodextrina, HP-a-
Nicardipino ciclodextrina, HE-B- gé)ol\gPONIO etal,

ciclodextrina

HP-B-ciclodextrina, B- |BAYOMI,

Nifedipino ciclodextrina, DM-B- | ABANUMAY: AL-
ciclodextrina ANGARY, 2002
HP-B-ciclodextrina (PVP), \C/:QIIEQIIEQTS_O 2004
Naproxeno B-ciclodextrina (PEG) VALERO: E’STEB’AN
2004
Riboflavina HP-B-ciclodextrina IE;??LIJEE%S%IXE'IA\SKA;
1996

Me: metil, HP: hidroxipropil, HE: hidroxietil, DM: dimetil
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A complexacao do anlodipino com ciclodextrinas é capaz de promover a melhora
signicativa na fotoestabilidade do farmaco, especialmente quando se utiliza a metil-$3-
ciclodextrina, na qual o nivel de inativacdo do farmaco foi de somente 3%, apds nove
horas continuas de exposicéo a luz (RAGNO et al., 2003b).

A dipirona apresenta melhor fotoestabilidade apds complexacdo com y-
ciclodextrina, com resultados de 58,5% da fotodegradacdo do farmaco em pH 3,0.
No entanto, a B-ciclodextrina também estabiliza o farmaco (36,7%, no mesmo pH, e
de, aproximadamente, 13,5% em pH 7), mas com efeito menor (PITARELLO et al.,
2005).

O ibuprofeno aplicado por via tépica também apresenta melhora em sua
estabilidade fotoquimica com HP-B-ciclodextrina. Resultados mostraram que o
farmaco na pele é protegido da exposicdo a luz UV, quando comparado com o
farmaco na forma ndo complexada (GODWIN; WILEY; FELTON, 2006).

Do mesmo modo, os farmacos isradipino, nicardipino e nifedipino, todos de
conhecida fotossensibilidade, também apresentam melhora significativa na
fotoestabilidade ap6s encapsulacdo com diferentes ciclodextrinas (MIELCAREK;
DACZKOWSKA, 1999). Para o isradipino, foi utilizada a Me-B-ciclodextrina, que,
além de apresentar melhores indices de complexacdo e fotoprotecdo, possui baixa
polaridade e melhor solubilidade, em relacdo a B-ciclodextrina.

O nicardipino apresentou melhora na fotoestabilidade quando complexado com
B-ciclodextrina, HP-a-ciclodextrina e HE-B-ciclodextrina. Além disso, foram testadas
outras ciclodextrinas, como y-ciclodextrina, HP-B-ciclodextrina, HP-y-ciclodextrina e
Me-B-ciclodextrina, porém, os resultados nao foram significativos (POMPONIO et al.,
2004). E possivel, ainda, proteger o nifedipino por intermédio da complexacdo com B-
ciclodextrina, HP-B-ciclodextrina e DM-B-ciclodextrina, utilizando métodos de co-
evaporacao para obtencdo dos complexos (BAYOMI; ABANUMAY; AL-ANGARY,
2002).

Estudos de complexacédo ternaria para o naproxeno, com adicdo de polimeros,

como polivinilpirrolidona e polietilenoglicol associados a HP-B-ciclodextrina e [3-
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ciclodextrina, respectivamente, indicaram aumento da fotoestabilidade do farmaco,
quando comparado ao complexo binario (VALERO; CARRILLO, 2004; VALERO;
ESTEBAN, 2004). A fotodegradacdo da riboflavina pode ser, do mesmo modo,
reduzida de maneira bastante significativa quando complexada com a HP-B-
ciclodextrina (LOUKAS; VRAKA; GREGORIADIS, 1996).

7.2 Protecgéo externa

Um farmaco pode facilmente receber protecdo contra a acdo da luz por
intermédio de uma intervencdo na sua formulacdo ou ainda pela simples utilizacédo
de uma embalagem adequada.

Assim, na fase de preparacdo e de andlise do produto, podem ser utilizados
recipientes opacos que protejam o produto da luz. Nas areas de fabricacdo podem
ser instaladas luzes do tipo ambar ou amarela, uma vez que estas apresentam
espectro de irradiacdo luminosa que néo leva a fotodegradacdo de sustancias
(TONNESEN, 2004).

Durante a formulacdo de comprimidos, é de vital importancia conhecer as
caracteristicas de fotoestabilidade do farmaco para, se necessario, formular o
produto com um revestimento fotoprotetor adequado. Para capsulas, € possivel
utilizar envoltérios opacos, de modo a garantir protecdo frente a exposicdo a luz
(FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

Uma protecdo externa de grande importancia € aquela conferida simplesmente
pela embalagem do medicamento. Parece Obvio, mas a utilizacdo de uma
embalagem primaria adequada (um blister de cor ambar, por exemplo) é capaz de
proteger o farmaco da degradacao pela luz, sem necessidade de recorrer a operacao
de revestimento (ICH, 1996; SILVA et al., 2009).

As preparagles liquidas (xaropes, solucbes e suspensdes) devem receber
atencao especial. Nesses casos, recomenda-se o uso de embalagens primarias de
plastico ou vidro (&mbar ou opacos). Cabe mencionar que a espessura da parede da

embalagem também exerce influéncia, pois paredes mais espessas absorvem maior
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quantidade de luz devido a maior densidade Otica e, portanto, menor sera a
transmissdo de Iluz. E importante considerar, ainda, que as embalagens
transparentes podem desencadear fotorreacbes ou decomposicdo fotoquimica
guando expostas a luz ambiente (ALVES et al, 2008).

Por outro lado, a embalagem secundaria ndo € menos relevante, j& que oferece
certa margem de protecdo e seguranga ao produto. A embalagem apresenta-se,
ainda, como um espaco bastante adequado para inclusdo de recomendacdes ao
paciente sobre as condi¢cfes de protecdo contra a luz com indicacdo do tipo “proteger

da luz”.

8. FOTOTOXICIDADE

Alguns farmacos se mostram fotoquimicamente inertes, na medida em que nao
se decompdem durante exposicdo a luz. No entanto, podem atuar como potenciais
fontes de formacdo de radicais livres e de metabdlitos fototdxicos e fotorreativos in
vivo. Essa fotorreatividade pode ser observada apos administracdo do farmaco ou
apos a exposicao do paciente a fontes de luz natural ou artificial, induzindo efeitos
adversos, 0s quais sdo considerados reacfes fototoxicas ou fototoxicidade (ALBINI;
FASANI, 1998; MOORE, 2004b).

Existe ainda a possibilidade de que os farmacos desencadeiem reacdes
fototoxicas, que resultem em grandes decomposicbes e originem fotoprodutos
toxicos, quando afetados por radiagbes com comprimento de onda, entre 300 e
400nm (UVA), mesmo que, sob este comprimento de onda a quantidade de energia
envolvida seja menor, porém com grande capacidade de gerar efeitos nocivos. Isso
significa que, em poucos minutos ou algumas horas ap6s exposicao a luz, surgem
efeitos no organismo e, principalmente, nas células mais expostas, como as da
superficie cutanea (MOORE 2004a, HENRY; FOTI, ALSANTE, 2009).

Por outro lado, o maior efeito adverso reportado é a fotossensitizacao,
principalmente de reacdes cutaneas, que sao consideradas reacdes fototdxicas. Os

sintomas ou as manifestacdes clinicas sdo, eritemas (por vezes exagerados),
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eczemas, edemas sob a forma de erupgcbBes na forma de vesiculas sobre a pele
exposta, hiperpigmentacdo, descamacdo e inchaco. Estas reacdes aparecem
imediatamente apds a primeira exposicao ao sol e podem ocorrer em extensas areas
da pele. Este fenbmeno estd associado com a imediata resposta das células
imunologicas (BOSCA; MARIN; MIRANDA, 2001; HENRY; FOTI, ALSANTE, 2009).
Os efeitos fototoxicos apresentam mecanismo de reacdo bastante complexos e
sdo dependentes da exposicdo do individuo as fontes de luz (artificial ou solar) apés
administracdo do farmaco. Do mesmo modo, o farmaco ou seus produtos de
fotodegradacao transportados até os tecidos proximos da superficie do organismo,
como olhos (retina), pele e cabelo, podem desencadear efeitos toxicos apos
exposicdo a luz (ALBINI; FASANI, 1998; TONNESEN; KRISTENSEN; NORD, 1998).
Numerosos farmacos podem desencadear efeitos adversos fototoxicos no

organismo humano, dentre os quais destacam-se 0s descritos a seguir:

Cloroquina

Mostrou efeitos de fototoxicidade por fotossensitizacdo de células em niveis
cutaneo e ocular, dando origem a mudangas na pigmentacao, incluindo retinopatia.
Também foi descrito efeito indutor da foto-hemolise de globulos vermelhos, gerando
certo nivel de anemia nos pacientes (NORD; KARLESEN; TONNESEN, 1991;
ELFATIH et al., 1994; NORD; ANDERSEN; TANNESEN, 1997; NORD et al., 1997;
TONNESEN; KRISTENSEN; NORD, 1998; TANNESEN, 2004).

Mefloguina

E um potente indutor de reagdes fototoxicas nos glébulos vermelhos, nos quais,
sob acdo da luz, é observada hemoélise em sua presenca. Outro efeito é observado
sobre a melanina da pele, que sofre modificacdes apos tratamento com mefloquina,
pois ocorre acumulagéo no tecido cutaneo. Efeitos de mudancas na pigmentacéo da
pele, da cornea e da retina sdo também descritos e associados a fotorreacéo
(TONNESEN; GRISLINGAAS, 1990; TONNESEN; KRISTENSEN; NORD, 1998).
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Naproxeno

Sua fotossensibilidade e seus efeitos adversos foram observados de maneira
mais intensa na pele. Os pacientes apresentaram hipersensibilidade cutanea, que foi
a principal manifestacdo do potencial efeito fototoxico da molécula (BOSCA et al.,
1990; BOSCA; MARIN; MIRANDA, 2001; JIMENEZ; MIRANDA; TORMOS, 1997).

Triantereno

Apresenta elevada fototoxicidade em glébulos vermelhos, produzindo hemolise
por acdo da luz. Foi observada, também, alteracdo nos linfécitos e neutrdfilos,
indicando envelhecimento celular, além de reacfes de peroxidacao lipidica,

formando peroxidos e oxigénio singleto (VARGAS et al., 1998a).

Sulfametoxazol

Os efeitos fototdxicos do sulfametoxazol estdo ligados a formacéo de produtos de
fotodegradacdo. Os principais efeitos sdo manifestados na pele e na retina dos
pacientes. Alguns testes em animais de laboratorio indicam o possivel efeito
carcinogénico desta e de outras sulfonamidas, quando degradadas pela luz (ZHOU;
MOORE, 1994; ICARDO et al., 2003a).
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IIl. FOTOESTABILIDADE

1. INTRODUCAO

A fotoestabilidade é uma propriedade das moléculas que, quando utilizada como
parametro farmacéutico, descreve como um farmaco responde a exposi¢cdo a luz
(solar ou artificial) e envolve ndo somente as reacdes de fotodegradacdo, mas
também outros processos, como formacdo de radicais, transferéncia de energia e
reagOes de rearranjo molecular de cada substancia (TONNESEN, 2004).

Os estudos de fotoestabilidade permitem avaliar a estabilidade intrinseca da
molécula de um farmaco (ou do produto final) frente a exposicao a luz, indicando se
tal exposicdo representa riscos de alteracdo ou mudancas inaceitaveis. Também
permitem determinar padrdes de degradacdo e validacdo do método analitico,
estabelecendo o quao adequados séo os procedimentos de andlise propostos para o
farmaco em questéo (ICH, 1996, ALSANTE et al., 2007).

Dentro das atividades de pesquisa e desenvolvimento de produtos e do controle
de qualidade das industrias, os ensaios de fotoestabilidade sdo parte importante,
principalmente nas areas farmacéutica, cosmética, quimica e alimenticia (ICH, 1996).

Para conducdo de um estudo de fotoestabilidade é necessario submeter o
farmaco a condicdes de estresse frente a luz, o que permite obter informacdes sobre
sua fotorreatividade. Tais ensaios devem ser conduzidos como parte de um trabalho
de pré-formulacdo, ou seja, deve-se levar em consideracdo que o farmaco precisa
ser caracterizado antes do inicio da etapa de formulacdo. Dai serdo obtidas as
informacdes necessarias para se fornecer a fotoprotecdo adequada, quando
necessario, sendo possivel, entdo, garantir a estabilidade, a seguranca e a eficacia
do produto final (ALBINI; FASANI, 1998; TONNESEN, 2004).
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Um produto farmacéutico que contenha um farmaco fotossensivel pode ter sua
estabilidade comprometida quando exposto a luz. Nesse caso, um teste de
fotoestabilidade de produto acabado deve ser executado para verificacdo da
capacidade de fotoprotecdo conferida pela estratégia adotada pelo formulador.

E importante destacar que cada farmaco apresenta um comportamento peculiar
frente a luz. Existem casos nos quais uma formulacdo que contém um farmaco
fotossensivel, mesmo quando exposto a luz, ndo apresenta perda consideravel do
conteudo do principio ativo. Em outros casos, como, por exemplo, nifedipino e alguns
de seus derivados, a exposi¢cdo a luz pode representar um grande problema para a
sua estabilidade.

Em funcéo disso, € muito importante, conforme ja discutido, estabelecer, logo no
inicio do trabalho de pré-formulacdo, se o farmaco em estudo apresenta ou nao
fotossensibilidade, pois o conhecimento da interacdo do farmaco com a luz é uma
etapa importante no desenvolvimento de um medicamento.

O ensaio de fotoestabilidade encontra-se descrito no guia Q1B da International
Conference on Harmonisation - ICH (1996). Nesse guia, estdo indicadas as
condi¢cbes do teste, dentre as quais: fontes de luz, procedimentos, metodologia para
monitoramento da exposi¢ao, calibracdo das fontes de luz.

E importante destacar que os ensaios devem ser conduzidos primeiro para as
substancias ativas (estudos de fotodegradacéo forcada), empregando-se, quando
aplicavel, as condicBes sugeridas pela ICH (UV=200watt.h/m? e VIS=1,2milhdes
lux/hora). Caso o farmaco se apresente resistente a luz, ndo sdo necessarios
estudos adicionais (ICH, 1996; ALSANTE et al., 2007).

Entretanto, nos casos em que ficar estabelecida a sensibilidade a luz, o ensaio
deve ser executado novamente, como estudos confirmatérios sob condicdes
padronizadas, estabelecendo, por exemplo, um perfil de fotodegradacdo, durante
tempo adequado, que serd determinado nos estudos de degradacdo forcada, de
modo individual, para cada farmaco, sendo que algumas especificacées descritas no
guia Q1B da ICH deverao ser cumpridas, como utilizacdo de fontes de luz calibradas

e padronizadas.
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Quando necessério, os produtos de fotodegradacdo obtidos durante estes
estudos devem ser identificados e quantificados, utilizando metodologia adequada e
validada mediante desenvolvimento analitico apropriado para cada substancia.

Na sequéncia, dentro dos estudos confirmatoérios, séo realizados os ensaios de
fotoestabilidade do produto acabado. Cabe mencionar que na etapa de formulacao
deve ser desenvolvida uma formula capaz de fotoproteger o farmaco, garantindo a
fotoestabilidade do produto desde o granel até as embalagens, primaria (imediata) e
secundéria (de mercado). Assim, os estudos confirmatérios realizados nesta etapa
assegurariam a capacidade de a formulacgéo resistir a luz.

Embora existam muitas discrepancias com relacdo a conducdo de ensaios de
fotoestabilidade em farmacos, é possivel propor o ESQUEMA 2.1. para conducao
destes estudos. E importante ressaltar que o desenvolvimento de ensaios de
fotoestabilidade sugeridos no guia Q1B da ICH é basicamente para moléculas de
medicamentos novos ou em desenvolvimento. Existem moléculas de medicamentos

gue, mesmo conhecidas e disponiveis no mercado, ainda continuam em estudo.
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Pré-Formulagao

Fotodegradacio forcada

Farmaco

A 4

Fotodegradagio
(Q1B da ICH)

*Nio Sim

Desenvolvimento de
método

Estudos confirmatérios

Desenvolvimento
analitico:
identificacdo de

Degtradacao
frente a luz da
substancia no

estado
sélido e em
solucao

*Nio: sem fotodegradacio;

\4

produtos de
fotodegradacio

e Derfil de
fotodegradacdo
e Definir critérios
*# ICH: Q3A(R2),
Q3B (R2), outros

Formulagdo

Estudos confirmatérios

# [CH, 2006a,b

\ 4

| Agranel
Produto Embalagem
acabado priméria
A formulacao deve
garantir a
Jfotoestabilidade do
produto
Embalagem
secundaria

ESQUEMA 2.1. Estudo de fotoestabilidade: etapas de pré-formulacdo, desenvolvimento de

método e formulagéo.

S&o descritos, a seguir, dois termos que serdo usados nesta parte da obra, para

estabelecer uma sequéncia no desenvolvimento dos estudos de fotoestabilidade.

Sao eles:

() Fotodegradacao forcada: sdo ensaios realizados para fotodegradar a amostra

deliberadamente, uma vez que cada farmaco tem comportamento distinto frente

a luz, o que requer avaliacdo caso a caso. Este tipo de degradacdo avalia a
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fotossensibilidade total da substancia, seguindo as especificagdes do guia Q1B
da ICH (sempre que possivel). Os resultados permitem tomar medidas de
precaucdo e projetar uma boa formulacdo do produto, estabelecendo-se,
também, embalagens resistentes a luz e/ou rotulagem especiais para reduzir a
exposicdo a luz.

(i) Estudos confirmatérios: sdo 0s ensaios realizados para estabelecer as
caracteristicas de fotoestabilidade sob condi¢cdes padronizadas, nas quais seja
necesséario estabelecer um perfil de fotodegradacao, identificar fotoprodutos,
gquando se julgue importante, utilizar metodologias adequadas e/ou de ser
possivel elucidar as vias de degradacdo do farmaco. Estes ensaios devem ser

realizados em produto acabado a granel ou embalagem primaria e secundaria.

2. O TESTE DE FOTOESTABILIDADE SEGUNDO O GUIA Q1B-ICH

Diante da necessidade de padronizacdo dos ensaios de fotoestabilidade, a
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) elaborou um guia de
orientacdo para estes estudos a Q1B: Photostability Testing of New Drug Substances
and Products, denominado Ensaios de fotoestabilidade para farmacos e produtos
novos (ICH, 1996).

Nesse documento, é descrito um protocolo basico e Util para testes de substancias
novas e produtos acabados. Na pratica, € aplicavel para farmacos e produtos que
estdo no mercado e que ainda ndo foram testados ou para 0s quais ndo se tem
informacao suficiente. No guia, sdo indicados, também, as fontes de luz que podem
ser usadas nos testes de fotoestabilidade, assim como os métodos de calibracao
para aquelas fontes, utilizando sistema quimico actinométrico (padrdo de
monocloridrato de quinino diidratado) ou ainda luximetros ou radiémetros.

De acordo com esse guia, os testes tém por finalidade demonstrar que a
exposicdo do farmaco a luz néo tera resultados dramaticos e significativos capazes

de produzir alteragdes no produto ou na forma farmacéutica.
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2.1 Fontes de luz

O guia Q1B (ICH, 1996) prop6e duas opcdes de fontes de luz para conducao de

ensaios de fotoestabilidade (QUADRO 2

ndo é tdo simples como a de estabilidade térmica, devido & complexidade da

fotoexposicdo. Além do mais, os resultados dos ensaios entre diferentes fontes de

radiacdo podem variar de acordo com as

farmaco testado.

QUADRO 2.1. Fontes de luz segundo Q1B

.1). Porém, a avaliagdo da fotoestabilidade

bY

caracteristicas do espectro de absorcao do

Opcéo 1

Opcéo 2

Combinagéo de luz similar ao padréo de
emissédo D65/ID65

Tipo de
Luz do dia artificial: lampada do tipo
fluorescente.

D65 vapor metalico: lampada do tipo arco
curto.

Utilizam-se filtros para remover radiagéo
maior de 320nm.

D65 xenbnio: lampada dos tipos arco
curto e arco longo.

Utilizam-se filtros para remover radiagédo
maior de 320nm.

ID65: lampadas do tipo fluorescente

Nota:

D65: é o padrao internacional para luz do
dia ao ar livre ou nos exteriores (ISO,
1993; ICH, 1996).

ID65: é o padrdo internacional para a luz
do dia, indireta ou nos interiores (1ISO,
1993; ICH, 1996).

Combinagéo de duas fontes de emisséo
de luz

lAmpadas

Luz branca-fria: lampada do tipo
fluorescente similar a I1SO 10977
(1S0O,1993).

Luz UV préximo: lampada do tipo

fluorescente.

Largura da banda: entre 320nm e 400nm.
Comprimento de onda maximo: entre
350nm e 370nm.

Duas importantes faixas de UV: entre
320-360nm e 360-400nm.

Nota:

Filtro normalmente nao é exigido para
estas fontes; isso ocorre porque apenas
uma pequena fracdo (cerca de 0,5%) da
radiacdo na regido UV esta situada
abaixo de 320nm (PIECHOCKI, 2007).
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E importante destacar que a recomendacdo contida no guia Q1B em relacdo a
necessidade de irradiar a amostra a 1,2milhdes lux/hora e integrada a energia UV de
200watt.hora/m?, ndo é aplicavel em todas as situacdes, pois é necessario considerar
cada farmaco em particular. Existem situacbes em que essa exposicdo pode
representar uma degradagdo em larga escala, como no caso de nitrofurazona
(SHAHJAHAN; ENEVER, 1996a,b). Por outro lado, a mesma radiacdo pode nédo ser
suficiente, exigindo tempo de irradiacdo maior, como no caso do difosfato de quinino
(RIVAS-GRANIZO; JORGE SANTOS, FERRAZ, 2009).

Assim, é importante considerar que a recomendacdo estd baseada na
necessidade de padronizacdo internacional. No entanto, é fundamental avaliar o
farmaco em estudo e decidir sobre sua aplicabilidade.

A utilizacdo da opcéo 1 baseia-se no fato de que essas fontes de radiacdo tentam
imitar a luz do dia ou indiretamente a luz do dia filtrada, expondo a amostra as
radiacbes UVA, UVB e luz visivel simultaneamente (semelhante a exposicdo a luz
solar). Porém, na pratica, é improvavel que o produto seja exposto diretamente a luz
do sol por algum periodo de tempo durante a manipulacdo e o transporte
(TONNESEN; BAERTSCHI, 2004).

Na opcao 2, as fontes de radiacdo tentam imitar as condicbes de iluminagéo
interna, que sdo compostas de luz do dia e radiacdo artificial proveniente de
lampadas fluorescentes. Diferentemente da luz natural, a condicdo de iluminacéo
interna ndo € padronizada e o espectro de emissao das lampadas fluorescentes varia
em grande escala. Filtros de vidro, normalmente, ndo sdo exigidos para essas fontes
de luz. Isso ocorre porque apenas uma pequena fracdo (cerca de 0,5%) da radiacéo
na regido UV situa-se abaixo de 320nm (PIECHOCKI; THOMA, 2007).

Esta opcdo permite o uso de duas lampadas separadamente: uma de emissao
UVA e outra de luz visivel. A contribuicdo de UV é inferior e pode ser obtida de
lampadas segundo o padrdo de emissdo D65 ou ID65. As lampadas podem ser
usadas em combinag¢do ou sequencialmente.

7

No entanto, no uso sequencial, € recomendado expor as amostras, primeiro, a

pY

radiacdo ultravioleta e, logo depois, a visivel. Uma vez que ensaios prévios

79



Capitulo 1 - Fotodegradacao e fotoestabilidade

demonstrem que esta sequéncia de irradiacdo ndo € relevante, o ensaio sera
conduzido indistintamente na ordem que se julgue interessante (UV+VIS ou
VIS+UV). A sequéncia de irradiacdo pode influenciar os resultados se o farmaco
originar diferentes produtos de degradacdo, em comprimentos de onda distintos
(TONNESEN; BAERTSCHI, 2004).

De inicio, a incorporacdo de duas opc¢Oes responde as diferentes praticas e
condicbes ambientais em paises dos cinco continentes, durante a manipulacdo dos
farmacos. Mas a escolha da opcdo, como ja indicado, pode afetar a degradacéo,
dando origem a resultados drasticamente diferentes, sobretudo quando as fontes
emitem comprimentos de onda muito variaveis, o que pode originar velocidades de
degradacéo significativamente distantes umas das outras (DREW, 1998).

Do ponto de vista cientifico, as duas opc¢bes estabelecidas no guia do ICH séo
muito diferentes. No entanto, sob perspectiva regulatéria, ambas sdo consideradas
suficientemente iguais para avaliar a fotoestabilidade de farmacos. Assim, nenhuma
orientacdo é dada para escolha da opcao 1 ou 2. Recomenda-se, entretanto, que a
mesma opcdo seja usada para estudos de fotodegradacdo forcada e estudos
confirmatoérios em produto acabado, para evitar discrepancias na velocidade ou no
perfil de degradacao (PIECHOCKI, 1998; ALSANTE; MARTIN; BAERTSCHI, 2003).

2.2 Calibracao de fonte de luz UV: sistema quimico actinométrico

O sistema quimico actinométrico € um método para calibrar a intensidade da luz
UV proxima, que se obtém das fontes de luz artificiais que simulam a luz do sol ou a
luz do dia (ICH, 1996).

Esse sistema é citado no anexo do guia Q1B e € considerado um método
universalmente estabelecido, que permite padronizar a intensidade de todas as
fontes de emisséao de luz UV utilizadas em testes de fotoestabilidade. Tais fontes
podem ser lampadas fluorescentes UV, lampadas UV proximas, lampadas de vapor
metalico e lampadas de xenénio (YOSHIOKA et al., 1994; ICH, 1996).

As bases para utilizacdo do meétodo actinométrico foram estabelecidas por

Yoshioka e colaboradores (1994), que conduziram um estudo colaborativo para
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avaliar o potencial desse método na calibracdo da intensidade da radiagdo UV em
testes de fotoestabilidade na area farmacéutica, utilizando como farmaco modelo o
nifedipino. Concluiu-se que o sistema actinométrico pode ser usado para medir a
intensidade da radiagdo UV até 330nm, embora ndo determine a intensidade total da
radiacao responsavel pela fotodegradacdo do farmaco.

Este tipo de calibracdo é muito importante para avaliar a fonte de luz UV utilizada
pela camara de fotoestabilidade, que eventualmente podera modificar seu
comportamento ao longo do tempo. Assim, 0 equipamento deve ser calibrado
periodicamente, a fim de que se estabeleca o tempo de ensaio necessario para
conduzir um estudo de fotoestabilidade (ICH, 1996).

Cabe mencionar que a escolha de cloridrato de quinino como padrdo para testes
de fotoestabilidade tem aberto uma grande discussdo na comunidade farmacéutica,
pois existem alguns parametros que afetam a estabilidade da solucdo de quinino,
como a temperatura, o pH e a quantidade de oxigénio presente na solucdo. Embora
existam alternativas de métodos actinométricos para 0 mesmo intervalo de
comprimento de onda, o guia indica o uso de monocloridrato de quinino (GAUGLITZ;
HUBIG, 2007; AZEVEDO FILHO et al., 2011).

Este método actinométrico utiliza uma solucdo calibradora de monocloridrato de
quinino di-hidratado a 2%, preparada no momento do ensaio. Oferece também, tal
qual ocorre com as fontes de luz, duas opcdes de recipiente, para conter a solugéo
calibradora de quinino, como mostrado no QUADRO 2.2.

Os recipientes recomendados para calibracdo da fonte de luz também podem ser
utilizados para conduzir os ensaios de fotoestabilidade, tanto em amostras em
solugcdo como no estado sélido. Porém, a absor¢cdo da irradiacdo sera diferente, pois

0 quartzo absorve comprimentos de onda menores, quando comparado com o vidro.
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QUADRO 2.2. Opcdes de recipiente para calibracéo de fontes de luz (ICH, 1996)

Opcéo 1 Opcgéao 2
Ampola de vidro de 20MI, incolor, | Cubeta de quartzo de 1,0cm de
selada hermeticamente, cujas | caminho Gtico, com as quatro faces
dimensdes sdo apresentadas na |lisas e tampa apropriada, FIGURA

FIGURA 2.1(A).

2.1(B).

Volume: Deve-se colocar 10mL de | Volume: Deve-se preencher a cubeta

solucdo calibradora em cada frasco- | completamente, n&o permitindo a

ampola. existéncia de ar, o que poderia

conduzir a resultados inadequados.

Cut-off (transmisséo da radiacé@o): 320 | Cut-off (transmisséo da radiagédo): 185

nm nm

Apoés o preparo da solucdo de quinino, o material € exposto a fonte luminosa (que
sera calibrada) por um numero apropriado de horas até chegar a especificacdo
estabelecida pelo guia Q1B. Sao feitas, entdo, leituras em intervalos de tempo
(recomenda-se a cada hora), determinando as absorbancias da amostra (Aa) e do

controle (Ac) no comprimento de onda de 400nm.
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corte:
7,0+ 0,7mm

Tampa B
hermética

A AT Longitude
do corpo:

o 80,0+ 1,2 mm

K

Caminho Didmetro do corpo:
optico 1 ¢cm 21,8 + 0,40 mm

FIGURA 2.1. Opc¢des de recipiente para calibracdo de fontes de luz: (A) cubeta de quartzo
com tampa; (B) ampola de vidro (ICH,1996)

Empregando-se a equacdo 1 (QUADRO 2.3) é possivel calcular a Variacdo da
Absorbancia (AA). O célculo é feito subtraindo-se a absorbéancia do controle (Ac) da
absorbancia da amostra irradiada (Aa).

A variacdo da absorbancia, AA (delta A), € a energia associada ao espectro de
distribuicdo que permite medir a intensidade da fonte de luz ultravioleta que esta

sendo utilizada.
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QUADRO 2.3. Equacdo da variacdo da absorbancia e parametros de aceitacdo, sistema

guimico actinométrico (ICH, 1996)

Tempo Variacdo da absorbancia
P AA = (Aa - Ac) (Equacéo Parametro de aceitagédo
(horas) 1)
tl AA;=(Abs. Amostra — Abs.controle)
Minimo para ampolas de
t2 AA;=(Abs. Amostra — Abs.controle) vidro: AA > 0,9
t3 AAs=(Abs. Amostra — Abs.controle) Minimo para cubetas de
quartzo: AA>0,5
tn AA,=(Abs. Amostra — Abs.controle)

tn: tempo n em horas, AA,: variagdo da absorbancia em tempo n.

Os dados obtidos s&o tratados estatisticamente (absorbancia vs tempo),
construindo-se uma curva de calibragdo para cada recipiente, com a qual estima-se
0 tempo de exposicdo (horas) necessario para que se cumpram 0S parametros
estabelecidos na guia Q1B.

Os resultados calculados em ensaio com cubeta de quartzo e com ampola de
vidro serdo sempre diferentes, pois 0 espectro de absorcdo da fonte luminosa sera
diferente em ambos o0s recipientes testados. Assim, um ensaio conduzido em ampola
de vidro sempre precisara de mais tempo de exposicdo do que o conduzido em
cubeta de quartzo, pois o limite de transmisséo do quartzo é em 185nm e o do vidro
€ em 320nm (ALSANTE et al, 2007).

2.3 Qualificacédo de luz VIS: fluorescente-branca utilizando luximetro

A calibracdo da fonte de luz visivel para os estudos de fotoestabilidade pode ser
feita utilizando-se um luximetro. No entanto, € necessario primeiramente definir o que
é intensidade de iluminacdo para se entender o uso do luximetro na qualificagao.
Intensidade luminosa é a relacdo entre o fluxo de luz que é alcancado por area de
superficie. Tem como unidade o lux (1lux= 1lumen/m?); assim, 1lux expressa llumen

de intensidade por cada metro quadrado de area de superficie na qual se esta
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medindo a radiacdo luminosa. Cabe mencionar que essa intensidade de luz é funcao
da distancia da fonte de luz, ou seja, quanto maior a distancia, menor sera o valor
(PIECHOCKI; THOMA, 2007).

Para se estabelecer uma referéncia, diz-se que, ao ar livre e em um dia ensolarado
ao meio-dia, a intensidade luminosa € de 80.000 a 100.000lux (WIKIPEDIA, 2010).

O guia Q1B estabelece o tempo minimo de exposi¢céo a irradiacédo de luz branca,
definindo como 1,2milhdes lux/h de luz visivel fluorescente branca fria (opgcédo 2),
semelhante a luz do dia, medido através de luximetro.

O luximetro € o dispositivo utilizado para medir a intensidade de iluminacdo das
fontes de luz em equipamentos, ambientes e locais de trabalho que precisam de
fontes de luz controladas. Este aparelho pode discernir, também, quatro tipos de luz:
fluorescente branca, de tungsténio, de sodio e de mercurio, expressando 0s
resultados em unidades de lux (MOORE, 2004a,b).

3. DESENVOLVIMENTO DE UM ENSAIO DE FOTOESTABILIDADE PARA

FARMACO

Um ensaio de fotoestabilidade, executado para determinado farmaco, como parte
do estudo de pré-formulacdo, deve responder, objetivamente, a seguinte questdo: O
farmaco € sensivel a luz? A resposta devera ser, simplesmente, sim ou nao.

O comportamento de um farmaco frente a luz é peculiar para cada molécula. Em
vista disso, existe a necessidade de se estabelecer parametros e desenvolver
estudos independentes para cada molécula. Se confirmada a resposta positiva a
questdo acima, devem ser realizados estudos confirmatérios, 0s quais sdo mais
completos.

Caso o farmaco se apresente como uma molécula sensivel a luz (resposta sim
para a questao acima), isto devera desencadear uma série de providéncias por parte
dos responsaveis pelas etapas de formulacao, producéo e controle de qualidade do

medicamento que contenha o farmaco.
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Os principais aspectos envolvidos em um ensaio de fotoestabilidade em
substancia ativa na etapa de pré-formulacdo sdo mostrados no ESQUEMA 2.2 e

descritos a sequir:

Farmaco
Fotodegradacio Estudos
Forcada Confirmatérios

Tempo de irradiagao

No estado sélido Em solugio

Tipo de meio

Tamanho de

Concentracio

Tipo de

Quantidade de pé a irradiar pH da solugio

Desenvolver métodos
de analise

ESQUEMA 2.2. Fatores que influenciam os ensaios de fotoestabilidade de farmacos.
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3.1 Tempo de exposicao a luz

3.1.1 Na fotodegradacéao forcada

Este € um parametro sem norma estabelecida, uma vez que o tempo de
exposi¢do € unico para cada farmaco, dependendo da fotossensibilidade de cada
molécula. No entanto, é de suma importancia conhecer as caracteristicas quimicas
da molécula, estimando o tempo suficiente de irradiagcdo e, assim, garantindo o
maximo de estresse pela luz para que possam ocorrer as reacdes de degradacéao,
quando possiveis.

O guia Q1B sugere que a irradiacdo do farmaco seja medida em funcdo do tempo
de exposicdo em horas, determinada durante a calibragdo da fonte de luz.
Entretanto, para alguns farmacos, esse tempo (dado pela calibracdo da fonte) é tdo
pouco significativo que n&o se observa fotodegradagao; mas em outros casos, este
tempo é drastico o suficiente que pouco ou nada do farmaco é recuperado, ou se

inicia uma fotodegradacéo dos subprodutos.

3.1.2 Nos estudos confirmatdérios
Quando indicios de fotodegradacéo do farmaco sao obtidos, € necessario conduzir
os estudos confirmatoérios para avaliar o farmaco mais profundamente. Perfis de
degradacdo podem ser estabelecidos para confirmar o tempo limite de
fotodegradacdo, ou seja, o tempo suficiente de irradiacdo que permita obter
fotoprodutos quantificaveis (quando necessérios) e o limite de perda do contetdo do

farmaco.

3.2 Irradiacdo do farmaco no estado sélido

A necessidade de proteger uma substancia ativa da irradiacdo luminosa depende
de sua resposta frente aos estudos de fotoestabilidade durante a pré-formulagéo.
Porém, a definicdo da necessidade de conduzir um estudo de fotoestabilidade no

estado sdlido pode ser pautada pela forma farmacéutica que se deseja produzir.
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E importante considerar que, em geral, a degradacédo pela luz, quando o material
analisado apresenta-se sob a forma solida, € bastante diferente daquela observada
guando em solucéo. Assim, a distribuicdo da irradiacdo € diferente, pois o farmaco
contido na camada mais superficial é exposto a luz e irradiado com grande
intensidade em relagdo ao contido nas camadas mais profundas, que estdo mais
protegidas THOMA; SPILGIES, 2007).

Independentemente do tempo de exposi¢do, outra diferenca € o comportamento
frente a irradiacdo que, quando em estado sélido, costuma ser bem menos dréstico e
com maior dificuldade de ser estudado, pois 0os mecanismos envolvidos sdo mais
complexos. O ensaio de fotoestabilidade no estado solido € influenciado pelo
tamanho de particula do solido. Porém, é importante sempre observar o seu
comportamento. Sugere-se, nesse caso, separar o material sdlido em diferentes
faixas granulométricas, usando um tamisador contendo diferentes tamanhos de
malha (por exemplo, numeros 60, 45, 30 e outras). As amostras de diferentes
tamanhos de particulas sdo entdo colocadas sob irradiacdo e o comportamento
frente a luz € observado.

A fotodegradacao de farmaco no estado solido também é influenciada pelo tipo de
cristal ou polimorfo. Desta maneira, sugere-se que, quando se trabalhe com
substancias que apresentem diferentes formas polimoérficas, estas sejam avaliadas
de modo independente.

Para exposicao a radiacao luminosa de pés, podem ser utilizadas placas de vidro,
nas quais sao espalhadas as amostras. A quantidade de pé deve alcancar a altura
aproximada de 3mm em relacdo ao fundo da placa. As placas devem ser
posicionadas sob as fontes luminosas, considerando a distancia de, no maximo,
20cm entre a fonte de luz e a amostra.

Deve-se preparar também uma amostra controle, representada por uma placa com
po protegida da luz com papel aluminio (FIGURA 2.2). Cabe mencionar que a
descricdo dada aqui € uma proposta de como conduzir o teste de fotoestabilidade,
em virtude de ainda ndo haver normatizacdo especifica relacionada a esse tipo de

estudo.
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Amostra Amostra
controle irradiada

FIGURA 2.2. Preparagdo de uma amostra no estado soélido para exposicdo a radiagdo
luminosa utilizando como recipiente placa de vidro: A - amostra controle protegida com papel

aluminio; B - amostra irradiada em po.

3.3 Irradiacédo do farmaco em solucéo

Nos ensaios de fotoestabilidade em solugdo, € possivel considerar o mesmo
critério estabelecido para amostras no estado sélido, embora a degradacéo pela luz,
nesse caso, seja mais rapida e mais facil de ser estudada. No entanto, é importante
definir o0 meio a ser empregado, que depende da solubilidade do farmaco e de sua
compatibilidade quimica com diferentes solventes, tanto organicos como inorganicos.

Definir a concentracdo e o pH da solucdo sdo dois fatores importantes, pois
permitem prever as interacbes moleculares que ocorreram em cada caso (THOMA,
SPILGIES, 2007). Por isso, um estudo de fotoestabilidade deve comecar pela
pesquisa das caracteristicas quimicas e moleculares do farmaco, tendo-se, assim,
conhecimento amplo do que pode ocorrer durante o desenvolvimento dos ensaios.

Ao submeter uma amostra em solugéo a exposi¢cao luminosa, podem ser utilizadas
ampolas de vidro tipo 1 ou cubetas de quartzo de 1cm de caminho Optico (recipientes
sugeridos no guia Q1B para a calibragdo com quinino, sistema quimico actinométrico)

e que podem ser utilizados em estudos de fotoestabilidade em solucdo (ICH,1996).
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Uma vez definida a op¢ao de recipiente, as solugbes das amostras (10mL para
ampola de vidro e 3,5mL para cubeta de quartzo) sdo hermeticamente fechadas.
Ambas séo colocadas em posicao horizontal, de maneira que alcancem o maximo de
irradiacdo, considerando-se distancia de, no maximo, 20cm entre a fonte de luz e a
amostra.

Uma amostra controle também € preparada, colocando-se uma ampola ou uma

cubeta com solucao protegida da luz com papel aluminio (FIGURA 2.3).

‘ ~
Amostra Amostra
controle irradiada

FIGURA 2.3. Amostra em solucdo utilizando como recipiente as ampolas de vidro 20mL
(Opcéo 2): A - amostra controle protegida com papel aluminio; B - amostra irradiada em

solucao.

3.4 Fonte de luz (opgéao 1 ou 2)
E recomendado que a mesma opg¢éo de fonte de luz seja usada tanto para estudos
de degradacao forcada como para estudos confirmatérios; e tanto para farmacos

como para produtos acabados, evitando, assim, discrepancias nos resultados. E
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possivel que alguns produtos possam se decompor a velocidade igual em sistemas
com diferentes tipos de fontes de irradiacdo. No entanto, outros produtos podem
reagir de forma bastante distinta (TOANNESEN, 2004; PIECHOCKI; THOMA, 2007).

3.5 Desenvolvimento de metodologia analitica

A metodologia analitica para identificar e quantificar produtos oriundos da
fotodegradacao além de, avaliar as concentracdes inicial e final do farmaco, é uma
etapa muito importante e deve ser desenvolvida e validada cuidadosamente, antes
da andlise dos fotoprodutos,, para, assim, garantir que os resultados obtidos sejam
adequados e confiaveis (ICH, 2003; 1996).

Os métodos cromatograficos de quantificagdo com detector de arranjo de diodos,
cromatografia em camada delgada ou métodos cromatogréaficos acoplados a massa
(LC-MS) ou acoplados a ressonancia magnética nuclear (LC-RMN) sdo os mais
indicados para esses usos. Outros métodos, como calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho (IV) e ressonancia magnética
nuclear (RMN), sdo também indicados para a identificacdo dos produtos da
fotodegradacdo (REYNOLDS et al., 2002; TONNESEN, 2004; THOMA; KUBLER,
2007).

3.6 Outros fatores

Em geral, apenas uma amostra da substancia testada é suficiente para avaliar as
caracteristicas de fotoestabilidade do farmaco. Entretanto, caso restem duavidas
acerca do comportamento do farmaco frente a exposicao a luz, testes adicionais em
duas outras amostras da substancia (de preferéncia de diferentes fornecedores)
podem ser necessarios para confirmacéo dos resultados (ICH, 1996; PIECHOVKY;
THOMA, 2007).

Vale ressaltar que as caracteristicas fisicas da amostra devem ser mantidas
durante o andamento do ensaio. Dessa maneira, as amostras devem ser protegidas
contra fendbmenos, como resfriamento, sublimagcédo, evaporacdo ou fusdo, sendo

suficiente coloca-las em recipientes hermeticamente fechados, garantindo, assim,
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pouca ou quase nenhuma interferéncia dos fatores externos durante os ensaios
(ICH, 1996).

4. ENSAIO DE FOTOESTABILIDADE EM PRODUTO ACABADO

O ensaio de fotoestabilidade de um produto acabado que contenha um farmaco
fotossensivel é considerado um estudo confirmatoério, haja visto que os estudos
prévios de degradacéao forcada ja devem ter mostrado sua sensibilidade a luz. Assim,
sao necessarias medidas a fim de garantir a fotoprotecdo do produto durante a etapa
de formulagéao.

A fotoestabilidade deve ser avaliada nas condi¢bes estabelecidas pelos ensaios
dos estudos confirmatérios, nos quais € obtido o tempo necessario para que a
fotodegradacdo seja significativa. Nessa fase, o0s resultados dos estudos
confirmatérios indicam se a formulacdo apresentara boa estabilidade quando sofrer
exposicdo a luz.

Um estudo de fotoestabilidade de produto acabado deve ser desenvolvido
sequencialmente (ESQUEMA 2.3), iniciando-se pelo produto a granel, seguido do
produto na embalagem priméaria (imediata) e, entdo, se necessdario, na sua

embalagem secundaria.

4.1 Consideracgfes para conduzir ensaios de fotoestabilidade de medicamentos
Descreve-se, a seguir, algumas consideracdes que devem ser observadas durante
0s ensaios de fotoestabilidade em produto acabado:

« Alguns ajustes das condi¢ces do ensaio podem ser necessarios, quando se trata
de conduzir testes em recipientes de grandes volumes, como, por exemplo,
embalagens de solucdes intravenosas ou parenterais (KRAMER, 2007).

« As andlises devem ser conduzidas sempre com a presenca de um controle
(amostra protegida com papel aluminio), que deve ser colocado junto com as

amostras teste. Isso permite observar falsos resultados frente a mudancgas
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causadas por outras condi¢cdes (ex. temperatura) que ndo sejam consequéncia da
exposicao a luz (ICH, 1996).

Geralmente, s6 um lote de produto (pode ser o piloto) é analisado durante a fase
de estudos de estabilidade do produto acabado. Quando as caracteristicas de
fotoestabilidade do produto sdo claramente confirmadas nesse lote, entdo nédo é
necessario testar outros lotes. Caso contrario, € necessario conduzir os testes em

outros dois lotes adicionais.

Produto Acabado
| Produto a Produto na Produto na
oranel embalagem embalagem
primaria secundaria
Solidos Blisters,
LLaminados
Caixa de
papelao
Semissolidos Bisnagas,
Potes
Liquidos Frascos de

vidro ou PET

ESQUEMA 2.3. Sequéncia dos ensaios de fotoestabilidade em produto acabado.
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4.2 Ensaio em produto a granel

O produto a granel, que ainda esté fora da embalagem, fica totalmente exposto a

luz. Assim, é importante adotar estratégias ou condicBes em relacdo as amostras nas

diferentes formas farmacéuticas, de modo que se tenham resultados reproduziveis e

controlados. As condi¢cdes de como conduzir estes estudos no produto a granel &
mostrado no QUADRO 2.4.

QUADRO 2.4. Condi¢des do ensaio de fotoestabilidade em produto a granel, nas diferentes

formas farmacéuticas

Formas o
. Condicoes
Farmacéuticas
Altura da amostra Exposicdo em Numero de Recipiente
Solidas espalhada (2 a 3 cada face amostras (até  hermeticamente
mm) 20 unidades) fechado
Comprimidos - X X X
Céapsulas - X X X
Pés X - - X
Granulados X - - X
Péletes X - - X
Altura da amostra Recipiente
Semissoélidas espalhada (2 a 3 - - hermeticamente
mm) fechado
Cremes X - - X
Pomadas X - - X
Géis X - - X
Recipiente para Volume de Presenca ou Recipiente
teste: cubeta de liquido auséncia de hermeticamente
Liguidas guartzo ou ampola 3,50u 10 mL oxigénio fechado
de vidro (tipo de
recipiente)
Xaropes X X - X
Gotas X X - X
Injetaveis X X X X
Parenterais X X X X
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Durante os estudos confirmatérios envolvendo produto a granel, € importante

adotar estratégias, tais como as descritas a seguir:

Assegurar a manutencdo das caracteristicas fisicas durante o andamento do
teste, protegendo as amostras de possiveis influéncias, como temperatura e ar
circulante no interior da camara (evitando, por exemplo, oxidagédo do produto em
contato com o ar). Para tanto, o material deve ser colocado em recipiente
transparente e inerte (como o quartzo) e hermeticamente fechado, para garantir
minima interferéncia durante o ensaio. No caso de comprimidos, placas petri ou
cubetas de quartzo de maior volume devem ser utilizadas.

Com relacdo a area de exposicdo, as amostras devem ser posicionadas de
maneira que se permita a maxima exposicdo a fonte de luz. Comprimidos e
capsulas, nesse caso, devem ser distribuidos em uma Unica camada com até 20
unidades. Quando necessario essas formas séo irradiadas em ambas as faces,
como é o caso de alguns tipos de comprimidos.

Os cremes, as pomadas, as suspensdes e 0s pos, representativos do lote, devem
ser espalhados em camadas muito finas e homogéneas sobre o recipiente, para
permitir a adequada exposi¢ao. Os recipientes sugeridos para 0s ensaios sao as
placas de vidro do tipo petri.

As formas liquidas devem ser acondicionadas em recipientes inertes, tais como
frascos de vidro tipo 1 ou cubetas de quartzo, podendo ser utilizados os mesmos
recipientes apresentados como opc¢des 1 e 2 na calibragcédo de fontes de luz (ICH,
1996).

4.3 Ensaio em produto na embalagem primaria (embalagem imediata)

Esse ensaio s6 se faz necessario quando a embalagem é transparente e se prevé

uma possivel irradiacdo durante seu uso. O ensaio deve ser conduzido colocando-se
diretamente o produto em blister (sélido), pote (semissoélido) ou frasco (liquido), em
posicdo apropriada, preferencialmente horizontal, e aproximadamente a 20cm da
fonte de luz, para atingir maior area de irradiacdo. O tempo de irradiacao, ja deve ter
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sido definido durante os estudos de pré-formulacdo em farmaco ativo (BHUTANI;
MARIAPPAN; SINGH, 2003; THOMA; AMAN, 2007; USP, 2009a,b).

No caso de produtos em que a embalagem primaria € completamente
impenetravel a luz (por exemplo, frascos de aluminio, bisnagas de plastico opaco ou
aluminio), o ensaio deve ser conduzido apenas no produto a granel (ICH, 1996).

4.4 Ensaio em produto na embalagem secundaria (embalagem de mercado)

A embalagem secundaria € considerada como protecdo anexa da embalagem
primaria. E importante destacar que a embalagem secundaria é o primeiro contato
gue o paciente tem com o produto e, assim, esta deve ser utilizada para descrever as
condicBes de seguranca, com relacdo a protecéo a luz, a forma de armazenagem e a
manipulacéo do produto durante o consumo (THOMA; AMAN, 2007).

Da mesma maneira que a embalagem priméria, o ensaio é realizado no produto tal
qual disponivel no mercado, ou seja, junto com a caixa de papeldo, o envelope, o
saché ou algum outro tipo de protecdo em que o medicamento é apresentado. A
exposicdo deve ser feita de maneira a obter a maior area de irradiacdo durante

tempo adequado.

4.5 Avaliacao dos resultados

E importante considerar que, apds o encerramento do periodo de exposicéo, as
amostras devem ser avaliadas quanto a dois aspectos fundamentais (ANDERSON;
BYARD, 2004):

(i) Mudancas nas propriedades fisicas: alteracfes, tais como aparéncia, limpidez,
cor da solucdo (liquidos), desintegracdo, dissolu¢cdo (comprimidos e capsulas),
homogeneidade, cor, etc.

(i) Teor e produtos de degradacgédo: devem ser identificados e quantificados,
utilizando método adequadamente validado (REYNOLDS et al., 2002).
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Os parametros ou as especificacbes de avaliacdo dos resultados sao
estabelecidos a partir de estudos de degradacao forcada e estudos confirmatérios na
etapa de pré-formulacéo:

= Perfil de fotodegradacao no tempo apropriado para ser significativo.

» Produtos de fotodegradacdo que serdo identificados e/ou quantificados.
Devem ser considerados aqueles passiveis de serem quantificaveis e significativos
na degradacao.

As especificacBes aqui estabelecidas servem também para prosseguir com as
analises do produto acabado dentro dos estudos confirmatérios.

E importante considerar alguns estudos de fototoxicidade in vitro, especialmente
tratando-se de novas moléculas. Na verdade, trata-se de um grande desafio, pois a
obtencdo de produtos de fotodegradacdo em quantidades suficientes para realizar
estudos de fototoxicidade € uma tarefa muito complicada e dificil de ser executada
(ANDRESON; BYARD, 2004).
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5. EQUIPAMENTOS PARA ENSAIOS DE FOTOESTABILIDADE
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FIGURA 2.4. Principios da exposicdo a luz em uma camara de fotoestabilidade. (i)
configuracdo horizontal, (ii) configuragéo vertical, (iii) configuracao vertical rotatoria. A - area
de exposicdo das amostras, C - gabinete da camara, E - superficie espelhada, F - fontes de
luz (Adaptado de BOXHAMMER; WILLWOLDT, 1998).
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Nas ultimas décadas, os fabricantes disponibilizaram muitos equipamentos com
alta qualidade e tecnologia para conducdo de estudos de fotoestabilidade, o que
permite a escolha de diferentes configuracdes. Porém, o desenvolvimento dos
ensaios de fotoestabilidade mais adequados depende das necessidades especificas
de cada caso.

De todo modo, o principio de exposicdo a luz deve ser o mesmo para qualquer
equipamento, sendo que as diferencas mais significativas aparecem no tipo de
configuracgéo: vertical ou horizontal (FIGURA 2.4).

Assim, independentemente da configuracdo, o sistema de irradiacao artificial
(fontes de luz) deve garantir a distribuicdo uniforme sobre a area de exposicdo das
amostras, quando as substancias e os produtos sejam dispostos. Na configuracéo
horizontal (FIGURA 2.4i), a bandeja na qual as amostras serdo colocadas
permanece estacionaria e o sistema de irradiagéo € instalado na parte superior. Na
configuracdo vertical, a bandeja e o sistema de irradiacdo estdo instalados na
posicédo vertical e sdo do tipo estacionarios (FIGURA 2.4ii).

Cabe mencionar que existe outra configuragcdo vertical na qual o sistema de
irradiacdo € instalado na parte central e permanece em rotacdo. Nesse caso, as
bandejas da area de exposicdo permanecem estacionarias, posicionadas ao lado da
fonte de luz, como mostrado na FIGURA 2.4iii (BOXHAMMER; WILLWOLDT, 1998).

As dimensbes das areas de exposicdo podem variar de poucos centimetros
quadrados até alguns metros quadrados, dependendo da finalidade ou do tipo de
ensaio que sera realizado. Para ensaios farmacéuticos, ndo € necessario um
equipamento de grandes dimensdes.

Com relacédo ao sistema de irradiacdo, as especificacbes sdo mencionadas na
norma Q1B da ICH, que apresenta duas opc¢des de fontes luminosas (ICH, 1996),
conforme detalhado no QUADRO 2.1.

Entretanto, o equipamento podera dispor, além das lampadas, de um ou mais
dos seguintes componentes: elementos filtrantes de luz, espelhos ou dispositivos

refletores e elementos de resfriamento e difusdo, caso se julgue necessario para
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ensaios em produtos farmacéuticos. Cabe mencionar que a fonte de energia elétrica
devera ser estavel e adequada para manter o equipamento com emissao constante

de irradiacao.
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FIGURA 2.5 Representacdo de uma camara de fotoestabilidade. (A) area de exposicéo das
amostras, (C) gabinete da camara, (E) espelhado, (F) fontes de luz (adaptado de camara de
fotoestabilidade FARMA 424/CF. Nova Etica. S&o Paulo. Brasil).
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A FIGURA 2.5. mostra a estrutura basica de uma camara de fotoestabilidade na
configuracdo horizontal, na qual a bandeja de amostras (A) permanece estacionaria
e na parte inferior. O sistema de irradiacdo esta instalado na parte superior (F), de
forma paralela, seguindo o principio de exposicéo horizontal. O desenho do interior
da céamara apresenta um sistema de espelhos (E) como parte do sistema de
irradiacdo, o que permite um espectro de distribuicdo de luz uniforme e homogéneo,
dentro das caracteristicas de estrutura e desenho exigidos em uma céamara de

fotoestabilidade.
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1. INTRODUCAO

A luz é um dos agentes que pode causar alteracdes e modificacbes em
determinados compostos, uma vez que a energia associada com essa radiacao
aumenta a medida que o comprimento de onda diminui. Quando as moléculas
sensiveis sdo expostas a radiacdo eletromagnética, absorvem luz (fétons) em
comprimentos de onda caracteristicos, causando modificacdo da sua energia, o0 que
pode gerar reacdes de decomposicdo. Desta maneira, € importante conhecer a
fotoestabilidade dos farmacos e seus possiveis produtos de degradacdo (ALBINI &
FASANI, 1998; TONNENSEN, 2004).

As degradacdes fotoliticas de farmacos sdo complexas e incluem reacoes, tais
como reducbes, isomerizacbes cis-trans, rearranjos estruturais, hidrolises,
declorinacdes e oxidagdo, sendo, esta Ultima, uma das principais vias de reacdes
fotoquimicas (PIECHOVKY; THOMA, 2007). E interesante notar que existem grupos
funcionais suscetiveis de serem degradados em presenca de luz (ALBINI; FASANI,
1998) e, dependendo da conformacado estrutural da molécula, esses sofrem facil
fotodegradacéo.

A molécula de LORA (FIGURA 1) apresenta em sua estrutura molecular
grupos, tais como, carboxila, duplas ligacdes e alégenos no anel benzénico, que sao

capazes de reagir com a radiacdo luminosa e gerar degradacdo da molécula.

FIGURA 1. Estrutura quimica da LORA. Em destaque, as partes da estrutura

passiveis de fotodegradacéo
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Foi demonstrado que a LORA apresenta instabilidade frente & luz ultravioleta
(254nm) quando irradiada utilizando solventes polares, como metanol, acetonitrila e
agua. Do mesmo modo as misturas proporcionais destes solventes polares com
agua incrementaram a degradacdo do farmaco em presenca de luz (ABOUNASSIF;
EL-OBEID; GADKARIEM, 2005).

A loratadina (LORA) é um farmaco antagonista Hi, utilizado como anti-
histaminico, indicado principalmente como terapia em sintomas associados com
rinite alérgica, urticaria e outras afec¢cdes dermatolégicas e sistémicas
(MARTINDALE, 2009).

Por outro lado, estudos de degradacdo exigem o uso de técnicas analiticas
gue sejam confidveis e de custos acessiveis. Dentre as técnicas indicadas na
literatura para a identificacdo e a quantificacdo da fotodegradacéo de farmacos e de
seus fotoprodutos, destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a
espectrometria de massas (Ms/Ms) e a ressonancia magnética nuclear (RMN)
(TONNENSEN, 2004; PIECHOVKY & THOMA, 2007; VLASE et al., 2007).

No caso especifico da LORA, a espectrometria de massas (Ms/Ms) foi
utilizada na identificacdo de metabolitos (PICARD et al., 2009), e em plasma humano
(VLASE et al., 2007), bem como para identificacao de suas impurezas (REDDY et al.,
2003).

Considerado que nao existirem estudos de identificacdo dos produtos de
fotodegradacdo da LORA, a proposta do presente trabalho foi desenvolver um
estudo de fotoestabilidade em solucdo aquosa e no estado sélido e identificar os

seus produtos de fotodegradacéo, utilizando método CLAE.
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2. MATERIAL E METODOS

Reagentes

Loratadina (LORA), origem Chemo Lugano Branch (Lugano, Suica). Acido
cloridrico 37%, acetonitrila, acetato de amonia, acido formico, acido ortofosforico
MERCK, (Darmstadt, Alemanha).

Equipamentos

Utilizou-se cromatégrafo liquido HITACHI ELITE LaChrome L-2000 (Tokyo,
Japéo); bomba HITACHI ELITE LaChrome L-2130 (Tokyo, Japao), detector HITACHI
ELITE LaChrome Diode array L-2455 (Tokyo, Japdo) e software EZChrom Elite para
processamento dos dados.

Para os ensaios de fotoestabilidade utilizou-se cédmara de fotoestabilidade
FARMA 424 Nova Etica (Sdo Paulo, Brasil), equipada com fontes de luz que
correspondem a opcédo 2 do guia Q1B da International Conference on Harmonisation
(ICH, 1996), as quais foram calibradas e qualificadas de acordo com o guia, obtendo-
se um total de 60 horas de exposicao.

As varreduras espectrofotométricas foram realizadas entre 190nm e 400nm
de comprimentos de onda, em espectrofotdmetro Vankel VK 710 VARIAN Inc.
(California, EUA).

As andlises por espectrometria de massas (LC-MS/MS) foram realizadas em
equipamento BRUKER Daltonics Esquire 3000 Plus (Bremen, Alemanha), com fonte
de ionizacdo electrospray (ESI) foi controlado pelo software Bruker Daltonics Esquire
5.0. A aquisicdo de dados e o processamento foram realizados com o auxilio do

software Data Analyses 3.2.

Condicdes analiticas CLAE
Utilizou-se coluna tipo PurosPher® STAR RP-18e de 5micra, 250mm x 4,6mm
MERCK (Darmstadt, Alemanha). A fase mdvel binaria foi constituida de acetonitrila e

acetato de amonia 0,01M, pH 3,0, inicialmente isocratico (60:40 v/v), sob vazéo de

110



Capitulo 2 — Fotoestabilidade da loratadina

1,5mL mint. Para a obtencdo de boa resolucdo dos picos dos produtos da
fotodegradacao, foi utilizada gradiente nas proporcdes: Omin 30:70; 5min 40:60;
10min 50:50; 25min 60:40 e 30min 30:70, mais 2min de reequilibrio de coluna, com
vazado de 1,0mL min™. O volume injetado foi de 20uL e a deteccéo foi por arranjo de
diodos (DAD), no comprimento de onda adequado para identificacdo dos produtos de
fotodegradacdo 235nm.

Foi utilizado, como diluente, uma mistura de agua ultrapura e acetonitrila na

proporc¢édo 50:50, homogeneizada e filtrada.

Fotoestabilidade da LORA

Em solucéo

A fotodegradacdo da LORA foi avaliada nas seguintes condigdes:
Concentracdo: foram preparadas solucdes nas concentraces de 1.000pg.mL™,
500ug.mL™?, 250pg.mL™, 100pg.mL* e 50pg.mL* do farmaco no meio
correspondente.
Tipo de recipiente: foram preenchidas cubetas de quartzo (1cm de caminho éptico) e
frasco-ampola de vidro tipo 1 transparente, com 10mL de solugcdo, ambos
hermeticamente fechados, considerando-se um controle protegido da luz com papel
de aluminio, durante o ensaio.
Tempo de irradiacao: iniciando em 2h até 12h de irradiacdo, foram desenvolvidos os
testes de duas em duas horas, visando obter picos de degradacdo quantificaveis.
Apods este tempo foram conduzidos testes durante 18h, 24h, 48h e 60h, sendo este
altimo o tempo final estabelecido pela calibracdo das fontes de luz.

Foi utilizado acido cloridrico 0,1M para os estudos de fotoestabilidade em funcgéo
da sua boa solubilidade da LORA neste meio. Apds o preparo das solucdes, estas
foram filtradas em membrana Millex 0,45um e expostas a em camara de

fotoestabilidade, pelo tempo de 60 horas, a temperatura de 25°C+0,5.
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No estado sélido
O farmaco foi passado por tamis 0,25mm de abertura (malha # 60) e o po,
assim, classificado, foi distribuido em placas de vidro de 10cm de diametro, em finas
camadas (1 a 2mm), com a finalidade de aproveitar a maior incidéncia de radiacéo.
Durante o ensaio foi utilizado um controle protegido da luz com papel aluminio. As
placas foram expostas a luz em camara de fotoestabilidade durante tempos de 60,
120, 180 e 240 horas, sob temperatura de 25°C+0,5.

Andlise por CLAE
Apos irradiacdo, as amostras em solucdo foram injetadas no cromatografo. No
entanto, para as amostras sélidas, foram preparadas solucées de 500ug mL™ em
HCL 0,1M, que apos filtracdo em membranas Millex 0,45um foram injetadas no

cromatografo.

Analise por espectrometria de massas (LC/ MsMs)

As analises de foram conduzidas no modo de ion positivo [M + H]+, usando
varredura completa na faixa de massa de 100 a 800m/z. Os parametros de massa
foram os seguintes: temperatura capilar e temperatura de secagem 300°C; voltagem
do capilar 3,5kV; fluxo do gas de nebulizacdo 12psi, fluxo do gas de secagem 5L min
! de N,. Fluxo de injec&io 240uL h™ e volume injetado 50uL.

Os dados de massas foram plotados com ajuda do programa ChemBioDraw Ultra

11.0, para identificacdo de suas respectivas estruturas moleculares.

Validagdo do método analitico CLAE

O método cromatogréafico proposto para identificacdo e quantificacdo do
farmaco e dos picos correspondentes aos produtos de fotodegradacéo foi validado
segundo os parametros do guia Q2(R1) da ICH (2005), como linearidade, LQ, LD,

seletividade, precisao e exatidao intradia e interdias.

112



Capitulo 2 — Fotoestabilidade da loratadina

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Validacdo do método analitico

Na avaliacdo da linearidade, foi construida uma curva de calibragéo de 2 a 500
ug mL* plotando as &reas de pico (medido em unidades nominais) em relacdo a
correspondente concentracdo de LORA. A equacdo e o coeficiente de correlacéo
obtidos foram os seguintes: y = 116288x + 832565 e r*> = 0,9980.

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram, respectivamente,
em 3 e 10 vezes a relaco sinal-ruido (ICH, 2005), obtendo-se LQ de 0,5 ug mL™. A
repetibilidade e a reprodutibilidade foram avaliadas através da andlise da mesma
solucéo padrao, trés vezes no mesmo dia, e de preparacdes e analise de solucdes
padrdo de 500 yg mL™ em trés dias diferentes. O DPR (desvio padréo relativo) para
a variacao intradia observada foi de 1,65% e o DPR interdia foi de 1,92%.

Os tempos de retencdo (TR) dos fotoprodutos variaram entre 2 e 27 min,
demonstrando que estes estdo adequadamente resolvidos, devido a adequada forca
de eluicdo da fase moével. Os valores de resolugdo em alguns picos ndo foram
superiores a dois, pois existe co-eluicdo de produtos de fotodegradacédo. Os valores
de fator de cauda foram préximos da unidade, indicando simetria dos picos,

minimizando erros na quantificacdo do farmaco.

Estudo de fotoestabilidade

Quando em solucdo, a concentracdo do farmaco € fator importante, pois a luz
sera absorvida na superficie da amostra e, assim, se essa contém o farmaco em alta
concentragdo, as moléculas posicionadas mais no interior do volume se tornardo
protegidas da irradiagcdo (TONNENSEN, 2001).

Desta maneira, em amostras pouco concentrada, pode nao ser possivel a
deteccdo dos produtos oriundos da fotodegradacdo do farmaco, além de serem
menos estaveis. Em vista dessa condicdo ser relevante, a LORA foi submetida a

sucessivos ensaios sob diferentes concentracdes, onde foram avaliados de forma
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qualitativa o seu comportamento apos irradiacéo, finalmente foram estabelecidos 100
e 500ug mL™ para a execucéo dos testes de fotoestabilidade.

Para avaliar qualitativamente a fotodegradacdo da LORA foram tracadas as
varreduras dos espectros de absorcdo entre 190 e 400nm (FIGURA 2) e 0 que se
verifica € que a amostra de farmaco, apds 60 horas de irradiacdo, apresenta o perfil
deslocado e os maximos de absorcdo incrementados, quando comparado com 0O

controle, principamente na faixa do ultravioleta (190 a 250nm).

49
3- Photo 60h
20
<L
v ‘/}K = -
Photo Oh B
0 T T T | 1
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

FIGURA 2. Espectros de absorcdo 190-400 nm, da LORA. Apoés fotodegradacéo. em
HCL 0,1M. Photo Oh: Controle; Photo 60h: ap6s 60 horas de irradiacao.
Concentracéo de farmaco 500 ug mL™ em HCL 0,1M.
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FIGURA 3. Porcentagem de LORA recuperada, a partir de 2 horas (99,4%) até 60
horas de irradiacdo (21,5%). Concentracdo de farmaco 500ug mL™ em HCL 0,1M.

Na FIGURA 3 é mostrada a concentracdo de LORA remanescente em funcdo do
tempo de irradiacdo, na qual se verifica, que foram recuperados 44,7% da
concentracdo inicial do farmaco apéds irradiacdo de 24 horas. Para o tempo de
irradiacédo 60 horas, a concentracdo remanescente foi de apenas 21,5%.

Neste caso o tempo de irradiagdo maximo estabelecido na calibracdo das fontes
de luz foi de 60 horas. Para um estudo qualitativo, este tempo seria adequado,
guando precisa-se saber se a LORA ¢é fotossensivel ou ndo a luz. No caso de
estudos de identificacdo de produtos de degradacdo foram estabelecidas 12 horas
de teste, podendo desta maneira, controlar a fotodegradacdo e nao gerar
subprodutos de fotoderadacéao.
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FIGURA 4. Cromatogramas da fotodegradacdo de LORA utilizando cubeta de

qguartzo 1cm: A - sem ar atmosférico, B - com ar atmosférico e C - ampola de vidro,

durante irradiacéo de 24 horas. Concentracéo do farmaco 500ug mL™* em HCL 0,1M.

Considerando a degradacéo de 24 horas de exposicdo, e quando comparados os
cromatogramas do farmaco, utilizando cubetas de quartzo, com e sem ar
atmosférico, foram observadas diferencas significativas nos picos de fotoprodutos
(FIGURA 4).

A variacdo de picos cromatograficos, aqui observada, se deve a possivel
presenca ou a auséncia de ar atmosférico (presenca oxigénio), em ambos 0s
recipientes utilizados, uma vez que, nesses recipientes, existe diferenca na
quantidade de ar presente. Na ampola de vidro, o espaco vazio, preenchido com ar
atmosférico € maior, que ndo ocorre com a cubeta de quartzo, na qual a solugcéo
preenche completamente o recipiente.

A variacdo dos picos da LORA, nos cromatogramas, frente a luz mostrou de

maneira qualitativa que as reacdes sao possivelmente dependentes de condi¢cdes
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aerobicas. Quando comparados os TR de 8 a 16 min, ha picos que se apresentam
com maior area quando na presenca de O, (porcentagem de LORA recuperada foi de
83,9%). Da mesma maneira, quando no TR 20 a 30 min, picos diferentes, com maior
area. sdo formados na auséncia de O, ndo obstante a LORA sofrer menor
degradacdo, conseguindo-se recuperar até 89,25% do farmaco.

E importante destacar, entdo. a influéncia do preenchimento dos recipientes
(ampolas de vidro ou cubetas de quartzo) para o ensaio de fotoestabilidade de
LORA. Conforme demonstram os resultados aqui obtidos, a utilizacdo de um ou outro
recipiente, preenchido completamente ou ndo com a solu¢cdo do farmaco, produz
efeitos distintos, levando a um perfil de degradacao diferente para cada caso.

Quando a LORA ¢ irradiada até 60 h e HCL 0,1M, utilizando-se como recipiente
cubeta quartzo (FIGURA 5) é possivel observar que, a partir de 2 horas de
exposicao, ainda ndo sédo observados picos de fotodegradacao. Entretanto, os picos
aparecem em maior destaque a partir das 12 horas de irradiacdo e esse tempo foi
considerado adequado e suficiente, para continuar com os estudos de identificacao
de produtos de fotodegradacéo de LORA.

Quando alcancadas 24 e 60h, foi observado o incremento dos picos dos produtos
de fotodegradacdo, assim como também a diminuicdo de alguns outros picos
formados. Isto se deve, provavelmente, a formacdo de produtos secundarios de

fotodegradacao, ou seja, o resultado da degradacéo da degradacéo.
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FIGURA 5. Cromatogramas da fotodegradacdo de LORA utilizando cubeta de
quartzo. Tempos de irradiagdo: 2 horas a 60 horas. Concentragdo de farmaco 500ug
mL* em HCL 0,1M.

O tempo de irradiacdo é um parametro que deve ser avaliado adequadamente no
momento de desenvolver um estudo de fotoestabilidade, uma vez que este resultado
permitird elucidar realmente a capacidade de resisiténcia de uma molécula a radicao
luminosa. O comportamento de cada substancia € Unico e requer condi¢cdes
especificas de irradiacdo, principalmente quando se trata de moléculas altamente
fotossensiveis.

Esse tempo deverd ser suficiente para que seja possivel demonstrar a
sensibilidade da molécula a luz, mas ao mesmo tempo ndo deve levar a uma
degradacdo muito drastica, formando subprodutos, e com reacdes dificeis de serem

controladas.
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TABELA 1. Produtos de fotodegradacdo da LORA em solugcéo aquosa, obtidos por
CLAE, identificados segundo o tempo de retencdo (TR) e expressos em

porcentagem (%+DPR). Concentracéo de farmaco 500 pg mL™* em HCL 0,1M.

Produto TR Oh 2h 12h
(min)

LORA 20,2 100,03+0,32 99,24+0,25 83,99+1,71

*F1 3,5 0,12+0,71 0,13+0,71 NR
F2 5,0 ND ND 0,09+0,45
F3 8,4 ND ND 0,19+0,35
F4 9,0 ND ND 0,25+0,54
F5 9,7 ND ND 0,10+0,24
F6 11,0 ND ND 0,28+0,54
F7 11,4 ND <LQ 0,33+0,98
F8 12,1 ND <LQ 0,36+0,87
F9 13,9 ND ND 0,04+0,44
F10 14,8 ND ND 0,80+0,65
F11 15,0 ND 0,07+0,65 0,16+0,11
F12 234 ND <LQ 0,11+0,27
*F13 24,8 0,07+0,79 0,12+0,70 0,09+0,82
F14 26,0 ND 0,10+0,48 0,22+0,54
F15 26,4 ND 0,06+0,45 0,20+0,71

ND: néo detectavel; LQ: limite de quantificacdo; NR: néo resolvido; DPR: desvio padréo relativo



Capitulo 2 — Fotoestabilidade da loratadina

A quantificacdo da LORA e de seus produtos da fotdlise foi realizada em
funcdo da concentracdo inicial do farmaco (500 ug mL™') e expressos em
porcentagem. Como nenhum padrdo estava disponivel para esses produtos, e de
acordo com as orientacbes do guia Q1A(R2) da ICH (2003), foram quantificados
como LORA, admitindo que os fotoprodutos tém fatores de resposta semelhantes
aos do farmaco original.

Os resultados da quantificacdo dos principais produtos da fotdlise sao
apresentados na TABELA 1. Os picos de fotodegradacdo obtidos apds 12 horas de
irradiacdo foram enumerados com relacdo ao incremento sequencial dos tempos de
retencdo, denominados F; a F;5, e foram considerados os produtos que
apresentaram maior porcentagem e melhor seletividade com o método
cromatografico proposto. A quantificacdo dos produtos da fotodegradacéo foi menor
gue 1% do conteddo inicial do farmaco.

Uma sobreposi¢do dos cromatogramas em 12, 24, 48 e 60 horas de irradiacao
de LORA ¢é mostrada na FIGURA 6. Os picos, F; e Fi3, j& estavam presentes nas
amostras controle n&o irradiadas, indicando que tratam-se de impurezas e nao
extamente de produto de fotodegradacado. F; teve incremento durante os tempos de
irradiacdo; no entando, foi perdendo sua resolucdo e apareceu como um pico largo
co-eluindo-se junto com outros produtos de degradacao (FIGURA 6A). Por outro lado
F13 foi diminuindo gradativamente com os tempos de irradiacdo, ndo sendo
qguantificavel apds 12 horas (FIGURA 6C).
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FIGURA 6. Cromatogramas indicando os picos de fotoprodutos de LORA, denominados F; e
Fis5, ap0s 12, 18, 24 e 60 horas de irradiacédo. A — tempo de eluicao de 0-8 min, B — tempo de
eluicdo 8-20 min e C — tempo de eluicdo de 20-30 min. Concentragao de farmaco 500 uyg mL"
'em HCL 0,1M.
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Para o pico de degradacado de maior area, Fi0, que, quantificado, corresponde
a 0,8% da concentracdo inicial da LORA, ap0s exposicdo a luz por 18 horas
observou-se incremento de sua &rea (FIGURA 6B). Nos cromatogramas em 3D
obtidos por CLAE-DAD, foi possivel observar que este pico € mais intenso e a LORA
ainda em destaque (FIGURA 7A), com pouca intensidade dos outros fotoprodutos.

Entretando, a partir das 24 horas de fotodegradacédo, ocorreu um decréscimo
do pico e, em 60 horas (FIGURA 6B), quando observado em 3D, ha incremento da
intensidade dos sinais; por outro lado, F10 Se mostrou menos intenso; ou seja, parece
haver fotélise desde composto, levando a formacdo de produtos secundarios,
enquanto o pico principal de LORA foi diminuindo, mostrando a perda da intensidade
do pico tridimensional (FIGURA 7B).

. Outros picos (Fs3, F4, Fs, Fs, F7, Fs, Fg € F1;) mostraram aumento gradativo
com o tempo de irradiacdo, com porcentagens que variam de 0,19% a 0,34% apoés
12 horas (TABELA 1). Os mesmos picos apresentam-se mais intensos apés 60 horas
de irradiacdo, com destaque para F4, Fs e Fq. O pico Fg apresentou co-eluicdo de um
produto secundario, indicando formacdo de novos fotoprodutos (FIGURA 6B). Por
outro lado, a recuperacdo da LORA apés 12 horas foi de 83,99%, ou seja, uma perda

de 16,01% do conteudo inicial
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FIGURA 7. Cromatogramas em 3D da fotodegradagcéo de LORA, mostrando os picos
de fotoprodutos. A - ap0s 12 horas de irradiacdo e B- ap0s 60 horas de irradiacao.

Concentracgdo de farmaco 500 pg mL™* em HCL 0,1M.
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Na FIGURA 8, sdo mostrados os cromatogramas da LORA no estado solido,
apos 240 horas de irradiacao frente ao controle, onde é possivel verificar a auséncia
de produtos de fotodegradacdo. Entretanto, houve grande mudanca na coloracéo,
passando de branco para marrom-alaranjado. A intensidade de cor obtida mostrou a
presenca de grupos cromoéforos (-C=0) e auxécromos (-CL), que foram
eletrbnicamente ativados com a energia fornecida pela radiacdo Iluminosa,
produzindo a interacdo croméforo-auxocromo o que levou a mudancga na coloracéo
(TONNENSEN, 2004; PIECHOVKY; THOMA, 2007).

60 — —

Hatte

50

40

30

mAU

20

Loratadine

o 2 4 s 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Minutes

FIGURA 8 Fotodegradacao da LORA no estado solido: A — amostra controle e B —
amostra de po irradiada durante 240 horas, utilizando como recipiente placa de petri

de vidro, 10 cm de diametro.
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Para identificacdo da possiveis estruturas quimicas dos produtos da fotolise
de LORA foi utilizada amostra apos 12 horas de irradiacdo em fonte de luz. Foram
comparadas as massas correspondentes e os tempos de retencdo dos fragmentos
ionicos da colisdo induzida, com os produtos da quebra oriundos da fotolise do
farmaco. Esses novos cations foram de m/z 193, 227, 266, 310 e 337 (entre 0s mais
abundantes), existindo outros m/z 259, 282 e 294 de fracdes menos abundantes.

Na FIGURA 9 é mostrada a estrutura da LORA indicando as quebras das
ligacbes moleculares apds fotodegradacdo, as quais deram origem aos cinco
fotoprodutos identificados, em maior abundancia. Por outro lado, o espectro de
massa do cation de m/z 383,1, relativa ao ESI(+)MS da solucdo original de LORA,
indica a forma protonada do farmaco, antes da fragmentacdo induzida (FIGURA
10A).

FIGURA 9. Estrutura da LORA indicando os lugares das quebras moleculares dos
seus produtos de fotodegradacdo mais abundantes, obtidos ap6s 12 horas de
irradiacao.
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FIGURA 10. Espectros LC-MS/MS por infusdo direta, da LORA e seus produtos de
fotodegradacdo mais abundantes, obtidos apds 12 horas de irradiacdo. A- LORA, B e

C- Fa4, F1o, Fg, F14, Fo. Concentracdo de farmaco 100 ug mL™* em HCL 0,1M.
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Os fragmentos de maior abundancia, foram identificados apés 12 horas de
irradiacdo, e correspondem aos seguintes fotoprodutos (FIGURA 9B e 9C):

- lon-produto de m/z 227,2 que corresponderia a Fio, que foi originado pela
perda do anel piperidinico como consequéncia da quebra da dupla ligacdo que liga
ao anel ciclo-heptano;

- fon produto de m/z 337,2 que corresponde a Fg, originado pela perda do
radical etil (CoHs*) da cadeia lateral do anel piperidinico;

- fon produto de m/z 192,9 (F,), resultado da perda do anel piperidinico junto
com sua cadeia lateral, além da saida do cloro, deixando os carbonos dos aneis
aromaticos e ciclo-heptano protonados.

- O ion produto, que corresponde a m/z de 310,1 (Fg) e corresponde a
desloratadina, que € o metabdlito ativo do farmaco LORA e sua formacéo leva a
perda da cadeia lateral do hidroxietil (CoHsO*) deixando o anel piperidinico ativo.

- O ion com massa m/z de 266,8 corresponde ao fotoproduto Fi4, € se forma
pela quebra do anel piperidinico, restando uma pequena cadeia alifatica unida a
dupla ligacéo.

As estruturas quimicas dos cinco fotoprodutos (F4, Fs, Fo, F19 € F14), mostradas
na FIGURA 11, foram identificadas, confrontando as massas tedricas com suas

respectivas massas experimentais e com o auxilio de software apropriado.
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F4 F10

F8 F9

F14

FIGURA 11. Principais produtos da fotodegradacdo da LORA e suas estruturas
moleculares, identificados utilizando CL/MsMs: F4 - Ci3HioN (m/z de 192,9); Fyo -
C14H10CIN (m/z de 227,8 ); Fg - C20H18CIN,O (m/z de 337,2); Fg - C19H18CIN, (m/z de
310,1) e Fi4 - C17H14CIN (m/z de 266,8)
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4. CONCLUSOES

O estudo de fotoestabilidade aqui conduzido indicou que a LORA é estavel a
luz quando no estado sélido, porém, com o surgimento de coloragéo intensa.

Por outro lado, quando em solucédo, observou-se fotodegradacdo do farmaco,
com o surgimento de varios fotoprodutos denominados F; a Fis, dentre os quais foi
possivel identificar os cinco compostos F; (Ci3HioN), Fio (C14H10CIN), Fg
(C20H18CIN20), Fg (C19H18CIN2) € F14 (C17H14CIN).

REFERENCIAS

ALBINI, A; FASANI, E. Drugs: Photochemistry and Photostability. Cambridge: Ed.
Royal Society of Chemistry. 1998, p. 1-72.

ABOUNASSIF; EL-OBEID; GADKARIEM. The role of degradant profiling in active
pharmaceutical ingredients and drug products. Advanced Drug Delivery Reviews.
v. 59, p. 29-37, 2007.

INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN
USE. Quality Guidelines. View All Quality Guidelines. Stability Q1A - Q1F. Q1B
Stability Testing: Photostability Testing of New Drug Substances and Products.
1996. Disponivel em:
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q1B/
Step4/Q1B_Guideline.pdf. Acesso em: 3 Jun. 2008.

INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN
USE. Quality Guidelines. View All Quality Guidelines. Stability Q1A - Q1F. Q1A(R2).
Stability Testing of New Drug Substances and Products. 2003. Disponivel em:
http://www.ich.org/fileadmin/Public Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/ Q1A
R2/Step4/Q1A R2 Guideline.pdf. Acesso em: 5 Ago. 2009.

129


http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q1B/Step4/Q1B_Guideline.pdf
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q1B/Step4/Q1B_Guideline.pdf

Capitulo 2 — Fotoestabilidade da loratadina

INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN
USE. Quality Guidelines. View All Quality Guidelines. Analytical Validation Q2.
Q2(R1): Validation of Analytical Procedures: Text and methodology. 2005.
Disponivel em:
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q2_R
1/Step4/Q2_R1__ Guideline.pdf. Acesso em: 16 Nov. 2011

MARTINDALE: The Complete Drug Reference. 36 ed. Pharmaceutical Press, 2009,
p.413.

PICARD, N., DRIDI, D. SAUVAGE, F-L.;, BOUGHATTAS, N.A.; MARQUET, P.
General unknown screening procedure for the characterization of human drug
metabolites: Application to loratadine phase | metabolism. Journal of Separation
Science. v. 32, p. 2209 — 2217, 2009.

PIECHOCKI, J.; THOMA, K. Pharmaceutical photostability and stabilization
technology. Nova lorque: Informa healthcare, 2007. 427p.

REDDY, K.K.S.R; BABU, J.M.; KUMAR, Y.R.; REDDY, S. V..V.; KUMAR, M.K; S.
ESWARAIAH, S.; REDDY, K.R.S, M.; REDDY, S.;BHASKAR, B.V.; DUBEY, P.K;;
VYAS, K. Impurity profile study of loratadine. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. v.32, p.29-39, 2003.

TONNENSEN, H.H. Photostability of Drugs and Drug Formulations. 2ed. Florida:
CRC Press LLC, 2004. 435p.

VLASE, L., IMRE, S., MUNTEAN, D., LEUCUTA, S.E. Determination of loratadine
and its active metabolite in human plasma by high-performance liquid
chromatography with mass spectrometry detection. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. v. 44, p. 652-657, 2007.

130


http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q2_R1/Step4/Q2_R1__Guideline.pdf
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q2_R1/Step4/Q2_R1__Guideline.pdf

CAPITULO 3.

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO CLAE PARA
LORATADINA E SUA APLICACAO EM ESTUDOS DE
FOTOESTABILIDADE DE COMPRIMIDOS E XAROPES



Capitulo 3 — CLAE para fotoestabilidade de comprimidos e xaropes de loratadina

1. INTRODUCAO

A loratadina (LORA), quimicamente denominada (etil-4-(8-cloro-5,6-di-hidro-
11H-benzol5,6]ciclohepta[l,2-b]piridin-11-ilideno)-1-piperidinacarboxilato, de formula
C2H23CIN2O,, é um farmaco anti-histaminico triciclico, de segunda geracéo,
derivado da azatadina, de acao prolongada, muito potente e possui atividade seletiva
e antagOnica nos receptores H1 periféricos (BRITISH..., 2009; MERCK, 2006; USP
32, 2009).

E muito utilizada para diminuir os sintomas associados a rinite alérgica
temporal e cronica (por exemplo, ocasionadas por poluicdo e febre do feno) e ao
resfriado comum, tais como coceira nasal, coriza, espirros, ardor e coceira nos olhos.
E também indicada para o alivio dos sinais na dermatite alérgica e em outras alergias
da pele (MARTINDALE, 2009).

A LORA é um farmaco de muita importancia para o sistema de saude
nacional, encontrando-se no mercado brasileiro como produto genérico e similar,
somando até 15 fabricantes diferentes. Atualmente, encontra-se incluido na Relagéo
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), como antialérgico e usado em
anafilaxia para criancas e adultos (BRASIL, 2010),

Assim, por seu amplo uso, € preciso garantir adequada estabilidade,
permitindo que o medicamento mantenha suas caracteristicas até sua chegada ao
paciente e até o seu prazo de validade. Nesse sentido, uma das preocupacdes do
formulador é a estabilidade do farmaco frente a diferentes fatores, tais como a
radiacdo luminosa. Visto que, de maneira geral, todos os farmacos, por sua
complexidade quimica, apresentam-se como potenciais candidatos a serem
degradados pela luz (ALBINI; FASANI, 1998). Desta maneira, a LORA é um exemplo
de farmaco em solucédo comprovadamente capaz de se degradar na presenca de luz,
como demonstrado no capitulo 2 deste trabalho.

Adicionalmente, para a execucdo de estudos de estabilidade, é preciso
desenvolver métodos apropriados para avaliacdo do farmaco, depois de submetido

aos distintos fatores que possam produzir alteracbes. A literatura reporta alguns
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métodos utilizados para avaliacdo da presenca e da quantificacdo de produtos de
degradacdo em LORA, dentre eles RMN, LC-MsMs, embora o mais utilizado e
accessivel em analises de rotina seja a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Assim, com relacéo a esta técnica cromatogréfica, foram publicados, varios
métodos para quantificacdo deste farmaco em sistemas bioldgicos (AMINI;
AHMADIANI, 2004; SALEM; IDREES; AL TAMIMI, 2004; VLASE et al., 2007).

Outros métodos encontrados nas referéncias foram indicados, para
quantificacdo de LORA de suas respectivas impurezas oriundas da sintese do
préoprio farmaco (ABOUNASSIF et al.,, 2005; EL RAGEHY; BADAWEY; EL
KHATEEB, 2002; REDDY et al.,, 2003). Entretanto, todos esses métodos citados
apresentaram-se com fases moveis ternarias ou quaternarias e bastante dificeis de
serem reproduzidos.

Muito embora a fotoestabilidade da LORA em produtos que contenham o
farmaco seja um aspecto de reconhecida importancia, ndo foram encontrados
estudos em medicamentos que indiguem a estabilidade frente a radiacdo luminosa.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver método CLAE que permita
avaliar a fotoestabilidade de especialidades farmacéuticas, contendo LORA em

comprimidos de 10mg e xaropes 1mg mL™.

2. MATERIAL E METODOS

Reagentes

Loratadina, origem Chemo Lugano Branch (Lugano, Suica). Acetonitrila grau
HPLC obtida da Merck (Darmstadt, Alemanha). Acido cloridrico 37%, fosfato de
potassio monobaésico, &cido citrico, Nipagin® e Nipazol®, propilenoglicol, benzoato de

sédio e sacarose foram de grau analitico.
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Produtos farmacéuticos do mercado

Produtos do mercado brasileiro contendo LORA (descritos no QUADRO 1) foram
obtidos no comércio farmacéutico varejista da cidade de S&o Paulo e analisados tais

como foram adquiridos.

QUADRO 1. Amostras do mercado contendo LORA 10mg comprimidos e 1mg mL™

xaropes, utilizadas no presente estudo

Amostras de comprimidos  Amostras de xaropes Tipo
Ly, Ly, La, La, Ls X1, X, X3 Genérico
Le X4 Referéncia
L, Ls, Lo, L1g, L1, L12, L33 Xs, Xs, X7, Xg, Xog Similar

Equipamentos

O método de cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE-UV) foi
desenvolvido em cromatografo liqguido HITACHI ELITE LaChrome L-2000 (Tokyo,
Japéo); bomba HITACHI ELITE LaChrome L-2130 (Tokyo, Japao), detector HITACHI
ELITE LaChrome UV L-2400 (Tokyo, Japéo), forno HITACHI ELITE LaChrome L-
2300 (Tokyo, Japéao), autoinjetor HITACHI ELITE LaChrome L-2200 (Tokyo, Japéo) e
software EZChrom Elite para processamento dos dados.

Para os ensaios de fotoestabilidade, utilizou-se uma camara de
fotoestabilidade Farma 424 Nova Etica (Sao Paulo, Brasil), previamente calibrada e
qualificada. As fontes de luz da camara correspondem a opc¢éo 2 do guia Q1B da
International Conference on Harmonisation (ICH, 1996), sob temperatura controlada
25°C+0,5. Os recipientes utilizados para submeter as amostras ao estudo foram
placas de vidro (10cm de diametro) para as amostras de comprimidos. Cubetas de
qguartzo (1cm de caminho 6ptico) e ampola de vidro tipo 1 (20mL) para as amostras

dos xaropes.
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Condic6es cromatogréficas

Utilizou-se coluna tipo PurosPher® STAR RP-18e de 5um, 250mm x 4,6mm
Merck (Darmstadt, Alemanha). A fase movel binaria foi constituida de fosfato de
potassio monobésico 0,05M (KH,PO,4) pH 3,0 e acetonitrila (40:60 v/v), sob vazéo de
1,5mL min™, & temperatura de 25°C. O volume injetado foi de 10uL e a deteccao foi
realizada no comprimento de onda 265nm (melhor para deteccdo de produtos de
fotodegradacado). Foi utilizada, como diluente, uma mistura de agua ultrapura e

acetonitrila, na proporc¢ao 50:50, previamente filtrada e homogeneizada.

Preparacéo da solucéo padréo

A preparacdo da solucdo padrao foi feita pesando-se analiticamente 25mg de LORA
ativo farmacéutico, que foram transferidos quantitativamente para um balédo
volumétrico ambar de 25mL. Em seguida, adicionaram-se cerca de 20mL de HCL
0,1M ao baldo, e foi levado a banho de ultrassom por 5 minutos até completa

solubilizac&o do ativo, completando-se o volume. A concentracao final foi de 1mg mL"
1

Preparacéo da solucdo amostra

A solucdo amostra foi preparada a partir da solu¢do padrdo, tomando-se 25mL e
transferindo-os para um baldo volumétrico de 50mL, completado com diluente,
homogeneizado e filtrado em membrana Millex de 0,45um de porosidade e 13mm de
didmetro, descartando-se os primeiros 2mL do filtrado e obtendo-se concentracéo
final de 500pug mL™ de LORA.

Validagdo do método analitico CLAE

Para a quantificacdo do farmaco e a deteccdo de seus respectivos produtos
de fotodegradacdo, um método por CLAE foi validado, de acordo com o guia ICH
(2005). Os parametros analisados foram linearidade, seletividade, precisdo e
exatidao (intradia e interdias).
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A seletividade foi avaliada observando-se a separacdo dos picos de produtos
de fotodegradacdo e a possivel interferéncia do pico do farmaco com os picos dos
seguintes excipientes: parabenos (metilparabeno e propilparabeno), acido citrico,
benzoato de sodio, sacarose e propilenogicol (todos presentes nas formulacdes dos
diferentes xaropes).

A precisado intradia (repetibilidade) foi avaliada através da injecdo de seis
replicatas de padrdo {a baixa, a média e & altas concentracdes (10, 100 e 500ug mL"
! respectivamente). A precisdo interdia (intermediaria) foi analisada pela injecdo das
trés concentragcbes durante trés dias diferentes. Todos os resultados foram
expressos em termos de desvio padrao relativo (DPR). A precisdo de adequabilidade
do equipamento foi verificada com o fator de cauda, a simetria de pico e os pratos
teoricos de coluna.

A exatiddo foi determinada pela interpolacdo de cinco replicatas da area dos
picos, de trés concentracdes 10, 100 e 500ug.mL™, sob uma curva de calibracdo
previamente construida (linearidade), avaliada tanto intradia como interdias em trés
diferentes dias.

A linearidade foi definida a partir da curva de calibracdo, que foi preparada
para cada dia de analise e em dias consecutivos. As concentragdes de LORA foram
de 5 a 500ug mL™, preparadas e injetadas em triplicata. A equacéo de regressao
linear e o coeficiente de correlacdo foram calculados.

O limite de quantificacdo (LQ) foi estabelecido como a menor concentragcéo
possivel de ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis, a partir da curva de
calibracdo. Por sua vez, o limite de deteccdo (LD) foi a menor concentracado
detectavel da curva de calibracdo, definido como 0,5 vezes o LQ. As determinacfes
foram baseadas na analise de 6 replicatas.

A estabilidade de curta duracdo foi determinada pela analise de amostras
mantidas por 24 horas no rack do autoamostrador e sob temperatura ambiente de
25°C; a de longa duracéo foi determinada em amostras armazenadas por 100 dias
em geladeira a 8°C.
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Preparacao das amostras dos comprimidos

As amostras foram preparadas colocando-se um comprimido, direto da
embalagem, em um baldo de 25mL, no qual foram adicionados 15mL de HCL 0,1M.
O balao foi levado a ultrassom durante 15 minutos, sendo, em seguida, submetido a
agitacdo mecanica durante 2 minutos. O volume do baldo foi completado com fase
mével, originando uma solucéo de 400ug mL™, posteriormente filtrada em membrana
Millex 0,45um e injetada no cromatdgrafo. Realizou-se o ensaio em triplicata para

trés comprimidos de cada lote. A solugéo de HCL 0,1M foi usada como branco.

Preparacao das amostras dos xaropes

O volume de 2mL de xarope (equivalente a 2mg de LORA) foi transferido
guantitativamente para um baldo de 5mL, no qual foram adicionados 2mL de HCL
0,1M e 2mL de fase mével. Em seguida, o baldo foi levado a ultrassom durante 10
minutos, completando-se o volume com fase mdvel, o que resultou em uma solucéo
de concentracdo 400ug mL™. Foi realizado o ensaio em triplicata para trés aliquotas

diferentes de cada lote. Utilizou-se uma solugdo de propilenoglicol como branco.

Identificacédo de parabenos (Nipagin® e Nipazol®)

Foram pesados 10mg de metilparabeno (Nipagin®) e de propilparabeno
(Nipazol®) em baldo de 25mL, no qual foram adicionados 10mL de propilenoglicol. O
baldo foi levado a ultrassom durante 10 minutos e, em seguida, completou-se o
volume com propilenoglicol. Uma aliquota de 4mL da solucéo anterior foi transferida
para um baldo de 25mL, no qual adicionaram-se 10mL de HCL 0,1M e 10mL de fase
mével. Ap6s 10 minutos no ultrassom, o volume do baldo foi completado com fase
moével, originando uma solucdo de 64ug mL™. A solucéo foi filtrada em membrana

Millex 0,45um e injetada em cromatografo. Utilizou-se propilenoglicol como branco.

Identificagéo de outros excipientes: acido citrico, benzoato de sodio e sacarose
Foram preparadas solu¢des de acido citrico, benzoato de sédio e sacarose em

concentracéo de 50ug mL™* em &gua purificada, que foram, em seguida, filtradas em
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membrana Millex 0,45um e injetadas no sistema cromatografico. Estas amostras

foram utilizadas para determinar a seletividade do método.

Fotodegradacao forgcada de comprimidos e xaropes

Os comprimidos de LORA foram submetidos & fotodegradacdo forgcada em
camara de fotoestabilidade, utilizando-se trés comprimidos de cada amostra,
colocados sobre placas de vidro com tampa. O tempo de irradiacédo foi de 60 horas
para cada face do comprimido, constituindo o total de 120 horas. Foi considerada
uma amostra controle protegida com papel aluminio.

Os xaropes, por sua vez, foram submetidos a fotodegradacdo em cubetas de
quartzo (colocando-se 3,5mL de xarope) e ampola de vidro tipo 1 (colocando-se
10mL de xarope), as amostras foram irradiadas em triplicata, por periodo de 60
horas. Foi colocada uma amostra controle protegida com papel aluminio. As
amostras de xaropes e comprimidos, apoés irradiacdo, foram preparadas conforme
citado anteriormente e analisadas utilizando-se método cromatogréfico.

O tempo de irradiacdo de 60 horas foi definido mediante a calibracdo da
camara de fotoestabilidade, utilizando o método actinométrico do quinino e luximetro,

para UV e visivel, respectivamente, segundo o guia Q1B da ICH (ICH, 1996).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento de método e validagéo

A fase movel utilizada foi composta de fosfato de potassio monobasico 0,05M
(KH2PO.4), pH 3,0 e acetonitrila 40:60 v/v (REDDY et al., 2003). Com a finalidade de
separar produtos de fotodegradacao, foi otimizada a for¢ca do tampéo, para melhor
definicdo do pico. Utilizou-se vazdo de 1,5mL min™®, para conseguir se obter
adequado afastamento do pico do farmaco e melhorar a resolugdo dos produtos de
fotodegradacdo. O comprimento de onda de 265nm foi o mais adequado para

detectar os produtos de fotodegradacao, de acordo com o observado na CLAE-DAD.
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ApOGs adequar satisfatoriamente o método para sua utilizagdo nos estudos de
fotoestabilidade, este foi validado segundo o guia da ICH (2005) e se mostrou
adequado para a andlise de produtos de fotodegradacdo de LORA em comprimidos e

Xaropes.

Seletividade

A seletividade do método foi analisada de acordo com a interferéncia que os
excipientes apresentaram durante os testes. O TR do farmaco foi de
aproximadamente 11 minutos; dos excipientes (dos xaropes), 0os tempos de retencéo
(TR) foram: 2,3 min para o metilparabeno, 3,9 min para o propilparabeno, 1,4 min
para o acido citrico e 2,8 min para o benzoato de sédio. O fator de separacao
desses, com relagéo ao pico principal da LORA, foi maior do que dois. A seletividade
dos trés picos de produtos de fotodegradacéo, Fotol, Foto2 e Foto3, foi 6tima, ndo
sendo observada interferéncia no método. As resolucdes de pico foram também
adequadas. (FIGURA 1B).

Preciséo
Precisdo do equipamento - Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi observada durante o inicio das analises,
permitindo avaliar a conformidade do sistema cromatografico, com relacdo a
performance do equipamento e da coluna cromatografica. No QUADRO 2, séo
apresentados o0s resultados para seis determinagbes da solucdo padrdao de
referéncia LORA de 400pg mL™, de uma mesma preparacdo. Pode-se observar que
as especificacfes estdo conforme foram estabelecidas na farmacopeia americana
(USP 32, 2009).
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QUADRO 2. Valores da performance do sistema utilizado durante o desenvolvimento
do meétodo cromatografico para quantificacio de LORA e sus produtos de

fotodegradacédo. De acordo com a USP 32

Parametros Critérios aceitaveis Resultados
Tempo de retencao + 10,5 minutos 10,57 minutos

Fator de cauda Entre 0,8 e 1,5 1,1

Pratos tedricos Minimo: 5.000 11.340

pratos/coluna
Desvio Padrao Relativo*

[0) 0

(DPR) DPR < 2,0% 0,6%

* DPR desvio padrao relativo

Precisdo do método - Repetibilidade

Foi avaliada com injecdes consecutivas, no mesmo dia, de trés padrdes, a baixa,
meédia e alta concentracdo e o resultado (TABELA 1) mostrou desvio padréo relativo
(DPR) com valores menores que 1%, indicando método adequado para a

quantificacdo do farmaco em ambas as formas farmacéuticas.

Precisdo intermediéria

Foi avaliada com a injecdo de seis replicatas de cada um dos trés padrdes a
baixa, a média e a alta concentracbes em trés dias diferentes, calculando-se
adequadamente o DPR. Os resultados menores do que 2% (TABELA 1) se

mostraram adequados para o método desenvolvido.
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TABELA 1. Resultados analiticos da precisdo e exatidao intradia (repetibilidade) e

interdia (intermediaria) do método validado para LORA

Intradia (repetibilidade) Interdia (intermediario)
Amostra Precisao Exatidao Precisao Exatidao
(g mL-l) Concentracéo Concentracéo
(Hg mL™Y) DPR % (hg mL™) DPR %
10 10,60 3,20 106,58 10,24 1,31 100,09
100 99,70 0,85 99,70 99,08 0,85 99,08
500 499,63 0,67 99,13 498,52 0,73 99,070

Exatidéo

Os resultados da concentracdo minima 10ug mL™?, da concentracdo média
100pg mL™, e para a concentracdo méaxima 500pg mL™ estdo descritos na TABELA
1, os quais foram adequados com valores iguales préximos a 100% de recuperacao

da amostra, demonstrando que o método desenvolvido é exato.

Linearidade

A linearidade do método analitico foi determinada no intervalo de cinco
concentracdes de 10 a 500ug mL™. O coeficiente de correlacdo obtido foi de
r’=0,9998. Os valores de b (inclinacdo) e a (intercepto) estdo indicados na TABELA
2. A patrtir da linearidade, foram obtidos o limite de deteccdo (LD), estabelecidos

como 2,5ug mL™, e o limite de quantificacéo (LQ), que foi de 5ug mL™.
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TABELA 2. Resultados da linearidade obtidos a partir das curvas de calibracdo da
LORA nas condicdes do método. Valores dos limites de deteccdo (LD) e

quantificacdo (LQ)

Parametros LORA
Intervalo de linearidade (g mL™) 10,0 — 500,0
Equacao da reta (y=ax+b) y=40772x-12142
Inclinacéo: b (DPR) 12 928 (0,859)
Intercepto: a (DPR) 40 857 (0,029)
Coeficiente de correlacéo linear (r?) 0,9998
LD (DPR) 2,5 (4,34)
LQ (DPR) 5,0 (1,08)

LD: limite de deteccao; LQ: limite de quantificacdo; DPR: desvio padréo relativo

Estabilidade

A estabilidade do farmaco nas formulacdes farmacéuticas depende das
condicdes de armazenamento e das propriedades quimicas inerentes a molécula,
assim como a presenca de conservantes e impurezas. No caso do estudo de
estabilidade de curta duracdo (24 a 48 horas), este deve refletir situacbes que
poderiam acontecer durante a manipulacéo e a analise da amostra.

A estabilidade de curta duracdo foi estabelecida pelo armazenamento da
solugcdo amostra no rack no autoamostrador do cromatografo, sob temperatura
ambiente (25°C), por 24 horas. As solucdes foram reanalisadas apds esse tempo e
comparadas com uma amostra recém-preparada. A estabilidade de 100 dias foi
determinada pelo armazenamento da solugcdo em geladeira, a temperatura de +8°C.

Os resultados da estabilidade s&o apresentados na TABELA 3. As solugdes
analisadas mostraram perda de +1% da amostra inicial, quando armazenadas a
temperatura ambiente e no rack do autoamostrador em até 24h, e de 2% na
estabilidade de longa duracgéo.
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TABELA 3 Resultados de estabilidade de curta duracdo para LORA

(autoamostrador, temperatura ambiente, longa duracgéo)

Amostra LORA
Inicial (%) 100,14
Autoamostrador 24h (%) 99,84
Temperatura ambiente 24h
(%) 99,75
Longa duracéo 100 days 8°C
(%) 98,96

Aplicacdo do método CLAE para estudos de fotoestabilidade

Fotoestabilidade dos comprimidos

A FIGURA 1 mostra a comparacdo dos cromatogramas obtidos a partir dos
testes de fotoestabilidade do padrdo de LORA, antes da fotodegradacéo (A) e depois
de 60 horas de irradiacdo (B). Pode ser observado que, apds exposi¢ao a luz, a
amostra exibe trés picos de produtos de fotodegradacéo, indicados como Fotol (13
min), Foto2 (£ 15 min) e Foto3 (+18,5 min), 0s quais mostraram-se com Otima
resolucdo. A eluicdo do pico principal do farmaco LORA foi de 10,5 minutos
observando-se, também, boa resolucao e simetria de pico.

Na mesma figura (1, item C), € mostrado o cromatograma do comprimido, que
nao acusa presenca de produtos de fotodegradacéo, quando comparado com o item
1.B (amostra com produtos de fotodegradacdo). Isso indica que o farmaco se
manteve estavel quando as formulagdes foram submetidas a fotodegradacéo forcada
(120 horas de irradiacdo). Neste sentido, os resultados para os comprimidos das 13
marcas analisadas, denominadas de L; a Liz (referencia, genéricos e similares),

mostraram-se estaveis.
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FIGURA 1. Cromatogramas da fotoestabilidade das especialidade farmacéuticas. A -
controle padrdo LORA, B - fotodegradacdo 60h padrdao LORA, C - fotodegradacéo
comprimido LORA 10mg, D - fotodegradacdo xarope LORA 1mg mL™?, E - placebo

xarope com parabenos.

Sobre a estabilidade dos comprimidos, frente a luz, essa pode ser atribuida ao
fato das formulacdes serem na forma sélida, uma vez que os processos fotoquimicos
ocorrem de maneira mais lenta e sob a superficie das substancias e, na maioria dos
casos, o interior desssa forma farmacéutica ndo é afetado.

A TABELA 4 mostra a média (%) e o desvio padrao relativo (DPR) do farmaco,
contido nos comprimidos, apos 120 horas de irradiacdo, quando se observa que a
quantidade do farmaco LORA encontra-se ainda dentro das especificacdes

estabelecidas pela farmacopeia americana (USP 32, 2009), para comprimidos 90%-
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110%. Observou-se também que existe variacdo analitica aceitavel, que ndo pode
ser atribuida a uma possivel fotodegradacao do farmaco.

Segundo o guia Q1A(R2) para testes de estabilidade (ICH, 2003), a acdo da
luz é significativa quando a degradacdo resultar em perda maior que 5% da
concentracéo inicial, o que néo foi observado na analise de degradacéo forcada para

0s comprimidos.

TABELA 4. Resultados da quantificacdo da LORA (Média + DPR) em comprimidos de

10mg, apos fotodegradacédo, tempo de irradiagcdo 120 horas (n=3)

Amostra Controle Fotoirradiados
Ly 101,86+0,57 96,90+3,38
L, 99,87+1,33 96,42+1,05
L3 100,49+1,24 101,05+5,28
Ly 101,02+0,85 100,74+7,17
Ls 101,60+0,42 99,0345,60
Ls 102,38+0,24 100,40+0,05
L; 104,57+0,01 100,71+0,04
Ls 100,51+0,03 96,26+0,03
Lo 99,29+0,04 96,26+0,04
L1o 103,97+0,01 101,27+0,12
L1a 101,21+0,02 97,50+0,05
Lio 99,64+0,10 97,71+0,08
Lis 100,38+0,02 101,17+0,11

Fotoestabilidade dos xaropes

Foram analisadas nove diferentes formulagdes, denominadas de X; a Xo, entre

referéncia, genéricos e similares. Com o intuito de avaliar possiveis interacdes entre

145



Capitulo 3 — CLAE para fotoestabilidade de comprimidos e xaropes de loratadina

farmaco e excipiente, capazes de interferir no método cromatografico, foram
estudadas a presenca e a interferéncia de nipagin e nipazol (FIGURA 1.E), do &cido
citrico, do benzoato de sb6dio e da sacarose, componentes na maioria das
formulagBes. Observou-se que o método cromatografico € seletivo para a separagéo
desses conservantes e excipientes.

Com relacdo aos tempos de retencédo (TR) dos excipientes avaliados, estes
tempos foram de 1 min a 4 min, enquanto o TR da LORA foi de £10,5 min. Observou-
se, também, boa resolucdo, boa separacdo e boa simetria de pico, o que torna
possivel afirmar que o método cromatografico é apropriado para o estudo.

Os estudos de fotoestabilidade foram desenvolvidos inicialmente nas
formulacbes conforme encontradas nas embalagens priméarias. Os resultados
indicaram que o conteudo de LORA encontra-se dentro das especificacbes
estabelecidas pela farmacopeia americana para xarope (USP 32, 2009), ou seja, de
94 a 105%. E importante destacar que ndo foram encontrados produtos de
degradacéo.

Entretanto, em duas das amostras (X3 e Xs) houve suspeita de presenca de
produtos de fotodegradacdo. Porém, por corresponder a aproximadamente 0,5% da
dose do farmaco, essa quantidade pode ser considerada desprezivel, segundo o
guia Q3B(R2) da ICH (2006). Esses vestigios de degradacédo encontrados podem ser
oriundos, também, de impurezas provenientes da sintese do farmaco e nao
exatamente resultantes da fotodegradacéo.

Foi avaliada, também, a capacidade de fotoprotecdo dessas formulacdes,
guando as mesmas encontraram-se fora de suas embalagens primarias (frascos de
vidro, PET ambar e branco opaco). Com este intuito, volumes determinados de
amostras de xaropes foram colocados em cubetas de quartzo e em ampolas de vidro
tipo 1, sendo que as amostras assim preparadas foram submetidas a 60 horas de
irradiacdo em camara de fotoestabilidade.

Os resultados indicaram que ha degradacdo dos xaropes pela radiacéo
luminosa, observando-se presenca de picos de fotodegradacao (FIGURA 2), assim
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o farmaco pela perda da concentracédo

Da mesma maneira, esses resultados indicam que todas as formulacdes

analisadas sdo susceptiveis a fotodegradacdo, quando submetidas & radiacao

luminosa fora de suas embalagens primarias. Portanto, todas as formulagcfes sao

estaveis quando acondicionadas em frasco ambar ou polietileno opaco, permitindo

concluir que a embalagem primaria constitui-se uma barreira de fotoprotecéo

indispensavel para tais produtos.
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FIGURA 2. Cromatogramas da fotodegradacdo em cubetas de quartzo dos xaropes

de LORA 1mg mL™ em nove especialidades farmacéuticas (X;-Xo) obtidas do

mercado brasileiro, apés 60 horas de irradiagéo.
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A TABELA 5 indica a quantidade de LORA recuperada apds 60 horas de
fotoirradiacdo dos xaropes, sendo possivel observar a diminuicdo de até 50% do
conteudo de farmaco. Os resultados também apontam as diferencas na degradacéo
gquando sao utilizadas cubeta de quartzo e ampola de vidro, no teste de
fotoestabilidade, pela presenca de ar (com oxigénio).

TABELA 5. Resultados da quantificacdo da LORA (Média + DPR), em xaropes 1mg
mL™, ap6s fotodegradacao, tempo de irradiacdo 60 horas (n=3)

Amostra Controle Ampolas de vidro C:;S::?de
X1 95,55 +1,27 77,49+1,05 60,17+0,69
X2 97,16 £1,12 82,83+1,77 74,54+1,15
X3 95,36 £ 1,93 53,19+1,69 44,61+1,81
X4 98,21 +1,91 90,97+1,05 65,96+1,93
Xs 96,46 + 0,53 79,18+1,65 57,82+1,91
Xs 100,02 + 1,59 67,37+0,87 62,45+1,92
X7 96,47 £1,45 71,62+1,85 66,94+1,07
Xg 102,18 + 1,97 86,89+1,70 72,10+1,40
Xg 94,29 +1,79 80,47+0,77 69,75+1,12

Para as cubetas de quartzo, a fotodegradacdo mostrou-se um tanto mais
acentuada, sendo que somente 44,61% do farmaco foram recuperados. Na

fotodegradacdo em ampolas de vidro, 53,11% foram recuperados, apos irradiacao.
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O preenchimento dos recipientes com ar atmosférico com a consequente
presenca de oxigénio, poderia desencadear reacdes diferentes pelas condicbes
aerobias ou anaerobias as quais a molécula pode ser suceptivel.

Por outro lado, o comprimento de onda pode ser outra condicdo que modifica
a fotodegradacéo. O limite de absorcéo (o chamado cutt-off) das cubetas de quartzo
€ de 185 nm. Esses recipientes absorvem comprimentos de onda em quase toda a
faixa de UV. Nessa faixa, os comprimentos de onda fornecem maior quantidade de
energia de ativagdo; portanto, as reagbes se desencadeam mais rapidamente,
acontecendo o contrario, nas ampolas de vidro, que absorvem comprimentos de
onda em uma pequena faixa do UV e em maior faixa no visivel, ja que o seu limite de
absor¢éo € de 320nm (TONNENSEN, 2004, PIECHOCKY; THOMA, 2007).

Pela caracteristica da formulagdo, formas farmacéuticas liquidas sdo mais
susceptiveis de serem fotodegradadas, pois a maior parte da luz irradiada é
absorvida proxima da superficie da amostra, 0 que desencadeia reacées com maior
velocidade (TONNENSEN, 2001).

4. CONCLUSOES

O método cromatografico utilizado foi adequado para a quantificagcdo do
farmaco e separacdo dos produtos de fotodegradacdo. A validacdo mostrou boa
precisao, exatidao, linearidde e seletividade.

Na avaliacdo da fotodegradacdo forcada de formulagbes liquidas contendo
LORA, foram degradados até 50% do farmaco. E das formula¢des sdlidas foram
fotoestaveis observando-se perda de menos de 5%.

N&o foram encontrados produtos de fotodegradacéo nas formulagcbes quando
analisadas, tal qual, obtidas do mercado. As embalagens primarias garantiram sua

estabilidade.
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Capitulo 4 — Complexos de incluséo loratadina-ciclodextrinas

1. INTRODUCAO

A loratadina (LORA) é um farmaco anti-histaminico de segunda geracéo
utilizada no tratameto de alergias, como a rinite e prevencdo de estados alérgicos
cutaneos e sistémicos Apresenta-se como um po6 branco, pouco soluvel em agua e
solavel em HCL 0,1M. Sua formula é CxH,3CIN,O,, seu peso molecular € 382,8 g
mol? e em sua estrutura quimica é possivel identificar alguns grupamentos
considerados sensiveis a Iluz (ALBINI; FASANI, 1998; BRITISH...,2009;
MARTINDALE, 2009; MERCK, 2006).

Dentre as estratégias para estabilizacdo de farmacos frente a acdo da
radiacdo luminosa, a formacdo de complexos em nivel molecular como ciclodextrinas
(CDs) tem sido objeto de inumeros estudos. Tais complexos sdo originados como
resultado da interacdo entre o farmaco e uma substéancia farmacologicamente inerte,
como as CDs e sua formacao resulta, na maioria das vezes, na melhoria da
fotoestabilidade dos farmacos. As CDs sdo o0s agentes complexantes mais
comumente utilizados, pela sua baixa toxicidade, disponibilidade e pelo custo
acessivel. Existe grande numero de investigacbes focadas na melhora da
fotoestabilidade de farmacos em solucdo utilizando as CDs como agentes
fotoprotetores (ASKER, 2007; THOMA; SPILGIES, 2007).

Estudos na literatura, mostraram o efeito positivo das CDs na fotoestabilidade
de diferentes farmacos, como colchicina (AMMAR; EL-NAHHAS, 1995), emetina e
cefalina (TESHIMA et al., 1989), clofibrato (UEKAMA et al., 1983a, 1983b). Farmacos
altamente fotossensiveis, como nimodipino (MIELCAREK, 1998), nifedipino (BAYOMI
et al., 2002), isradipino (MIELCAREK; DACZKOWSKA, 1999) e ibuprofeno (GODWIN
et al, 2006), também foram complexados com CD e ficou demonstrado que foi
reduzida significativamente sua velocidade de fotodegradacgéao.

A complexacdo da LORA com CDs, ja foi objeto de varios estudos, cuja
finalidade, em geral, € a melhora da solubilidade do farmaco. Dentre os diferentes
tipos de CD utilizadas na obtencdo de complexos de inclusdo com LORA, se
encontram as ciclodextrinas naturais (OMAR et al., 2007), hidroxipropil-3-CD (OMAR
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et al., 2007; SHAN-YANG ; CHENG-HUNG; MING-THAU, 2010; SINGH POOJA;
BAJPAI MEENAKSHI; SRIVATAVA SHRUTI, 2011) e dimetil-3-CD (NACSA et al.,
2009; SZABADOS-NACSA et al., 2011). A utilizacdo destas CDs mostrou adequada
complexacao mediante o uso de técnicas de coevaporacao, liofilizacao e outras.

Porém, é interessante notar que ndo sdo encontrados, na literatura cientifica,
estudos nos quais a fotoestabilidade da LORA fosse avaliada na presenca de CDs,
portanto, ndo se tem conhecimento sobre a possibilidade da utilizagcdo destes como
agentes de protecdo ao farmaco frente a acédo da luz.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto da complexacéao
da LORA com CDs naturais, mais especificamente a-ciclodextrina (a-CD), pB-

ciclodextrina (B-CD) e y-ciclodextrina (y-CD), na fotoestabilidade do farmaco.

2. MATERIAL E METODOS
Reagentes

Loratadina (LORA), origem Chemo Lugano Branch (Lugano, Suica).
Acetonitrila grau cromatografico. Acido cloridrico 37%, fosfato de potassio
monobasico (KH,PO,), etanol, Merck, (Darmstadt, Alemanha), Cavamax® W6
Pharma (a-CD), Cavamax® W7 (B-CD) e Cavamax® W8 (y-CD) Wacker Chemie AG
(Burghausen, Alemanha).

Obtencédo dos complexos com ciclodextrinas

Foram utilizadas trés ciclodextrinas naturais: a-ciclodextrina (a-CD), B-
ciclodextrina (B-CD) e y-ciclodextrina (y-CD) e os complexos foram obtidos pelo
método de co-evaporacdo e liofilizagdo, utilizando propor¢cdo estequiométrica
farmaco-CD de 1:1, 1.2 e 1:3. Foram preparadas solucbes de LORA em etanol
(10mL) e de cada uma das CDs, em agua, as quais foram, em seguida, colocadas,
sob agitagdo em agitador magnético Speedlab Nalgon (Sdo Paulo, Brasil), em

velocidade de 500rpm, por 48 horas.
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Quando utilizado método de coevaporacdo, o material foi levado para
rotaevaporador Tecnal TE 210 (Sdo Paulo, Brasil) e secagem em estufa de
circulacao forcada de ar Fabbe-Primar (Sado Paulo, Brasil) a 50°C, para completar o

processo de secagem.

Caracterizacao fisico-quimica dos complexos

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Foi utilizado equipamento DSC 2920 TA Instruments (New Castel, EUA),
empregando-se cadinho hermético de aluminio, com cerca de 2mg de amostra,
submetidos a aquecimento no intervalo de 25°C a 300°C, sob atmosfera dinamica de

Nj, fluxo de 50mL min™ e razdo de aquecimento de 10°C min™.

Termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG)

As curvas TG foram obtidas em equipamento TGA 2950 TA Instruments (New
Castel, EUA), empregando-se cadinho de platina com cerca de 10mg de amostra e
submetida a aquecimento no intervalo de 25°C a 500°C, sob atmosfera dinamica de
N,, com fluxo de 100mL min™.e razdo de aquecimento de 50°C min™. Para melhor
compreensao do fenbmeno de perda de massa, foi calculada a derivada (DTG) de

cada curva obtida.

Fotoestabilidade dos complexos

A fotoestabilidade dos complexos foi avaliada preparando-se solucdes na
concentracdo de 1mg mL™® em meio HCL 0,1M e filtradas por membrana Millex
0,45um.

As solucdes foram colocadas em cubetas de quartzo (1cm de caminho 6ptico)
e em ampolas de vidro transparente tipo | (10mL de solugdo), ambos

hermeticamente fechados. Foi considerado, ainda, um controle protegido da luz com
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papel aluminio durante o ensaio. Os recipientes foram expostos a luz em camara de
fotoestabilidade FARMA 424 Nova Etica (S&0 Paulo, Brasil), mantendo a temperatura
de 25°C+0,5, durante 12 horas. As fontes de luz da camara correspondem a opcao 2
do guia Q1B da International Conference on Harmonisation (ICH, 1996) e foram
adequadamente calibradas e qualificadas.

Apos a irradiacdo, o teor de LORA remanescente foi avaliado empregando-se

meétodo cromatografico descrito a seguir.

Condic¢des cromatogréficas

Foi analisada a quantidade de farmaco remanescente e a presenca ou a
auséncia dos picos correspondentes a produtos de fotodegradacéo, utilizando
cromatografo liquido HITACHI ELITE LaChrome L-2000 (Tokyo, Japéo); bomba
HITACHI ELITE LaChrome L-2130 (Tokyo, Japao), detector HITACHI ELITE
LaChrome UV L-2400 (Tokyo, Japéo), forno HITACHI ELITE LaChrome L-2300
(Tokyo, Japéo), autoinjetor HITACHI ELITE LaChrome L-2200 (Tokyo, Japdo) e
software EZChrom Elite para processamento dos dados.

Utilizou-se coluna tipo Purospher® 100 RP-18e de 5um, 250mm Xx 4mm
(Darmstadt, Alemanha). A fase movel binéaria foi constituida de acetonitrila/ acetato
de amonia 0,01M. Utilizando gradiente Omin 30:70, 5min 40:60, 10min 50:50, 25min
40:60 e 30min 30:70. Tempo de corrida 30min, sob vazdo de 1,5 mL min™. O volume

injetado foi de 10pL e a deteccgéao foi realizada no comprimento de onda 235 nm.

Preparacéo da solucdo amostra de LORA

A amostra foi preparada a partir da solugdo 1mg mL™ em HCL 0,1M de LORA,
tomando 25mL e transferidos para um baldo volumétrico de 50mL, foi completado
com diluente, homogeneizado e filrado em membrana Millex de 0,45um de
porosidade e 13mm de diametro, descartando-se os primeiros 2mL do filtrado

(concentracéo final de LORA 500ug mL™).
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Validagdo do método analitico CLAE

O farmaco foi quantificado pelo método CLAE, previamente validado de
acordo com o guia da ICH (2005), os parametros analisados foram linearidade,
seletividade, preciséo e exatidao, intradia e interdias, e estabilidade de curta duragéo
em 24 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo dos complexos binarios

Na FIGURA 1, sdo mostradas as curvas de DSC dos complexos de LORA:a-
CD, LORA:B-CD e LORA:y-CD nas trés proporcdes testadas. O farmaco apresentou
evento caracteristico, correspondente ao seu pico de fusdo em 136,01°C. Quando
comparado com os complexos utilizando a-CD, nas proporc¢des 1:1 e 1:2, observou-
se o deslocamento bastante significativo do pico de fuséo para 127,23°C e 132,45°C,
respectivamente, o que evidencia a inclusdo do farmaco dentro da cavidade da CD, e
no caso da proporcédo 1:1 o complexo se mostrou melhor caracterizado.

Entretanto, na proporcéo 1:3 quase ndo é observado deslocamento do pico do
farmaco e este aparece com maior intensidade em 135,0°C, o que faz supor que a
complexacdo se mostrou, pouco vantajosa, quando colocada maior proporcdo de
CD. Alguns outros eventos caracteristicos da a-CD foram observados entre 70,67°C

e 188,15 °C para as trés CDs testadas.
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FIGURA 1. Curvas DSC da LORA, CDs e dos complexos de LORA:a-CD, LORA:[3-
CD e LORA:y-CD (proporcoes 1:1, 1:2 e 1:3), obtidas sob atmosfera dinamica de N2

(50mL min-1) e razdo de aquecimento de 10°C min-1.

Do mesmo modo, observou-se que os complexos com B-CD apresentaram
modificacdo nos eventos de fusdo, no entanto ainda pode-se notar a presenca de
picos caracteristicos do farmaco os quais foram deslocados para 126,63°C (1:1),
128,18°C (1:2) e 126,84°C (1:3) e dos picos da B-CD que foram deslocados para
162,79°C (1:1), 149,59°C (1:2) e 160,62°C (1:3). O deslocamento dos picos, mesmo

em menor escala de temperatura, evidencia a possivel encapsulac¢ao do farmaco.
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Entretanto, para os complexos com y-CD, € possivel observar a complexacao,
através do deslocamento do pico do farmaco para 125,89°C (1:1), 134,87°C (1:2) e
125,31°C (1:3) mostrados como uma fusdo dos eventos da CD e do farmaco
resultando em picos largos e caracteristicos de formagcdo de complexos, sendo
dessa maneira evidenciada a adequada encapsulado do farmaco dentro da cavidade
da y-CD. Neste caso, foi observada que a maior quantidade de CD n&o acusa
eficiéncia na encapsulacdo e na formacdo de complexos de inclusédo, pois foi
mostrado que na propor¢cdo 1:1 o pico da LORA desaparece completamente,

indicando melhor complexacao.
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FIGURA 2. Curvas TG da LORA, CDs e dos complexos LORA:a-CD, LORA:3-CD e
LORA:y-CD (proporgdes 1:1, 1:2 e 1:3), obtidas sob atmosfera dindmica de N

(100mL min™) e razdo de aquecimento de 10°C min™.

160



Capitulo 4 — Complexos de incluséo loratadina-ciclodextrinas

As curvas TG dos complexos de LORA com a-CD, 3-CD e y-CD (proporc¢oes
1:1, 1:2, e 1:3), sdo mostradas na FIGURA 2, é possivel observar alguns
deslocamentos de perda de massa, acorde com o0 incremento da temperatura. Para
aperfeicoar a resolucao das perdas de massa, utilizou-se como ferramenta o calculo
da DTG (derivada da TG) o que permitiu comparar os valores de trés perdas (I, Il e

[lI) entre os complexos (FIGURA 3) e os resultados obtidos sdo mostrados na

TABELA 1.

Deriv. Weight (%/°C)

25 125 225 325 425
Temperature (°C) Unive

FIGURA 3. Curvas DTG da LORA, CDs e dos complexos LORA:a-CD, LORA:3-CD e
LORA:y-CD (proporgdes 1:1, 1:2 e 1:3). Perdas de massa (1), (Il) e (Ill), obtidas sob

atmosfera dinamica de N, (100mL min™) e raz&o de aquecimento de 10°C min™.
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Os resultados da primeira perda de massa (I) mostraram eventos em
temperaturas menores, por volta de 51,57°C e 89,04°C, com porcentagem de perda
entre 7% e 12 %, que podem ser indicacdo do inicio da evaporagdo das moléculas
de &gua, que foi utilizada como solvente para a solubilizagdo das CDs durante a
preparacdo dos complexos. Nao foi observada esta perda de massa para o farmaco,
esse apresenta-se anidro.

E interessante notar a existéncia de um evento de perda de massa (ll), que
ocorre em alguns complexos de a-CD e B-CD (1:1, 1:2 e 1:3) a temperatura se
encontra entre 260°C e 305°C, se bem € um pico adjacente a perda de massa (lll),
presumivelmente, seja do inicio da decomposi¢do dos complexos e/ou da parte nao
complexada do farmaco fora da cavidade, pois a porcentagem de perda e menor de
15% e foi observada para alguns complexos.

Um terceiro evento de perda de massa (lIl) parece corresponder as perdas de
massa dos complexos formados LORA-CDs e ocorre entre 325°C e 357°C, e a perda
observada foi de 60% a 77%, embora o farmaco puro em 322°C atinge 99,92% de
perda. Desta maneira, pode ser considerado um parametro importante para
avaliacdo da formacdo de complexos de inclusdo. No caso das CDs, a perda de
massa alcancou 73% a 77% e € possivel observar, em todos 0s casos, queda nestes
valores, alcancando até 64% para os complexos LORA-a-CD e LORA:y-CD, na
proporcao 1:1, caracterizando a formacdo de complexos.

Por outro lado, quando comparada as proporcdes testadas, observou-se que
houve melhor complexacdo para os complexos 1:1, pois as porcentagens de perda
de massa foram diminuidas, indicando maior interacdo farmaco-CD. No entanto, nas
outras proporcdes (1:2 e 1:3), as porcentagens de perda de massa sdo mais
proximas as das CD puras e as temperaturas sofreram ligeiro incremento, o que

pode indicar que existe excesso de CD.
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TABELA 1. Perdas de massa obtidas por DTG (derivada TG), da LORA, dos
complexos com a-CD, B-CD e y-CD (proporcoes 1:1, 1:2, e 1:3)

Perda de Perda de massall Perda de massa lll
Amostra
massa | % (°C) % (°C) % (°C)
LORA 99,94 (322,68)
a-CD 9,04 (84,49) 77,37 (325,83)
Propor¢éo 1:1 6,61 (84,43) 5,23 (305,94) 64,14 (336,84
Proporc¢éo 1:2 7,06 (84,00) 13,02 (289,32) 64,23 (337,63)
Proporgéo 1:3 7,34 (84,86) 7,28 (270,23) 68,27 (336,30)

B-CD
Proporgéo 1:1
Proporgéo 1:2
Proporgéo 1:3

y-CD
Proporgéo 1:1
Proporgéo 1:2

Proporgéo 1:3

13,83 (89,04)
9,84 (77,64)
10,11 (73,90)
11,07 (79,53)
8,85 (76,54)
12,13 (51,57)
10,60 (65,22)

12,65 (66,86)

12,47 (280,13)
5,67 (261,89)

4,34 (247,73)

73,02 (335,68)
66,35 (353,52)
72,24 (349,45)
70,99 (342,38)
77,22 (346,61)
64,71 (346,18)
71,33 (357,42)

73,15 (342,11)

Avaliacdo da fotoestabilidade dos complexos

O meétodo cromatografico utilizado para a quantificagdo do farmaco apoés
estudo de fotoestabilidade dos complexos foi validado inclusive na presenca das CDs
(a-CD, B-CD e y-CD), sendo foi possivel observar mudanca de eluicdo do pico da

LORA. Esta mudanga mostrou-se dependente da solubilidade da CD utilizada.
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Entretanto, o método desenvolvido foi adequado e apresentou-se de acordo com 0s
parametros estabelecidos no guia Q2(R1) da ICH (2005).

Os fotoprodutos dos complexos foram identificados em fungéo do tempo de
retencdo (TR) e denominados photol e photo2 e as quantidades foram calculadas
como a porcentagem da concentracao inicial do farmaco de acordo com as diretrizes
do guia Q3B(R2) da ICH (2006), uma vez que nao estavam disponiveis os padroes
respectivos, assumindo-se, assim, que os produtos da fotodegradacéo tém fator de
resposta semelhante a LORA.

Na FIGURA 4, sdo mostrados os cromatogramas dos complexos obtidos
mediante método de coevaporacdo apos serem submetidos a irradiacdo luminosa
durante 12 horas. O uso de a-CD, B-CD e y-CD, mostrou modificagdo do tempo de
retencdo (TR) da LORA, a pesar do mesmo método cromatogréafico utilizado o TR
sofre deslocamentos, dado pela diferente solubilidade e quantidades de CDs
utilizadas nos complexos formados.

Quando comparados os cromatogramas da fotodegradacdo da LORA sem
complexar (FIGURA 4L) com os cromatogramas dos complexos, apds 12 horas de
irradiacdo, observou-se que o numero de produtos de degradacdo foi reduzido
notavelmente, somente dois (photol e photo2) foram observados e as quantidades
de farmaco recuperado atingiram valores maiores, isto demonstra que a formacao de
complexos de inclusédo foi adequada para o fim de fotoprotecdo da molécula.

A area dos picos dos fotoprodutos photol e photo2 sofre muitas variacdes
dependendo da quantidade e tipo de CDs utilizada. Ao serem quantificados 0s picos
do complexo LORA:3-CD (FIGURA 4B), esse mostrou maior porcentagem na
formacdo de fotoprodutos, o que presumivelmente indicaria que o complexo com
esta CD foi o menos eficiente, quando for utilizado como mecanismo de protecéo

frente a radiacdo luminosa.
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FIGURA 4. Cromatogramas da L - LORA e dos complexos com: A - a-CD, B - 3-CD
e C - y-CD, ap6s 12 horas de irradiacdo. Em destaque, os produtos de

fotodegradacao (Photol e Photo2) para os complexos com (3-CD.
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Os valores de photol e photo2 sédo mostrados na TABELA 2. Quando utilizada
a-CD a porcentagem foi menor do que 1% e a quantidade maxima de LORA
recuperada foi de 96,36% (1:1). Quando os fotoprodutos sédo provenientes da (-CD,
as porcentagens de ambos fotoprodutos se encontram entre 1,1% e 2,1% e a
porcentagem maxima de farmaco recuperado foi de 93,63% (1:1). Para y-CD, as
porcentagens de fotoprodutos foram também menores do que 1%, e a LORA
recuperada foi de 99,15%.

De todas as CDs utilizadas a y-CD mostrou-se a melhor alternativa para seu
uso como mecanismo de fotoprotegéo, sobre tudo quando utilizada proporcdo 1:1.
Os picos dos fotoprodutos formados (photol e photo2) quase ndo sdo observados
(FIGURA 4C), pois as quantidades formadas sao menores que 0,5%.

Quando analisadas as proporcbes estequiométricas das CDs utilizadas,
observou-se que, em todos os casos, se tem maior fotoestabilidade na proporgéo
estequiométrica 1:1. Ao serem comparadas as propor¢cdes 1:2 e 1:3, notou-se que 0
incremento de quantidade de CDs, aumenta a fotodegradacdo da LORA. Este
excesso de CDs pode, segundo Sortino e colaboradores (2001), promover o
aumento da fotodegradacdo do farmaco, atuando como catalisadores na reacédo
frente a radiacdo luminosa.

O uso de complexos de inclusdo com CDs é uma boa alternativa para ser
usada como mecanismo de fotoprotecdo de moléculas sensiveis a radiacao
luminosa, os resultados obtidos neste trabalho se mostraram promissérios no
desenvolvimento de técnicas alternativas para a estabilidade de produtos que sofrem

fotodegradacéo.
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TABELA 2. Porcentagem de LORA recuperada dos complexos binarios com a-CD, B-CD e y-CD, obtidos por

coevaporacgdo, apos 12 horas de irradiacdo em solucdo. Os valores correspondem a meédia de cinco determinacdes +
desvio padréo relativo (tDPR)

a-CD B-CD y-CD
Complexo
LORA *Photol *Photo2 LORA *Photol *Photo2 LORA *Photol *Photo2
1:1 96,36+0,06 0,57+2,95 0,46+3,22 93,63+0,15 1,16+1,36 1,36+0,44 99,15+0,04 0,27+2,83 0,48+1,84
1:2 94,64+1,01 0,84+2,12 0,77+3,67 92,29+1,19 1,49+4,41 2,10+0,54 96,11+0,16 0,71+1,15 0,65%1,73
1:3 93,86+0,10 0,99+2,66 0,92+1,55 89,80+0,75 1,18+3,12 1,66+x1,14 94,29+0,41 0,81+4,47 0,71+3,05

(*) Média das porcentagens relativas a concentracdo do complexo inicial
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4. CONCLUSOES

A complexacao da LORA com ciclodextrinas mostrou-se um recurso bastante
interessante para melhorar a fotoestabilidade do farmaco, uma vez que,
apos 12 horas de irradiacdo luminosa, € possivel recuperar até 99% deste, quando

na forma de complexo com a y-CD, na proporc¢éo 1:1.
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1. INTRODUCAO

Acetazolamida (ACZ), conhecida também como acetamida, quimicamente é
N-(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-acetamida, formula molecular C4HsN4O3S; e peso
molecular 222,25 g mol*. E um inibidor da anidrasa carbdnica, utilizado
principalmente como diurético e como redutor da pressao intraocular no tratamento
de glaucoma. E ainda empregada como parte do tratamento de aclimatacdo em
alpinistas e individuos susceptiveis ao mal da montanha (WISTRAND, 1984;
SRINIVATSU et al., 2010; USP 32, 2009).

ACZ pertence ao grupo de farmacos conhecidos como sulfas, que tém em sua
estrutura o farmacoforo (fragmento da molécula responsavel pelo efeito terapéutico
do farmaco) p-amino-benzenosulfonamida. Exemplos de fotodegradacdo e
fototoxicidade sdo comuns nos medicamentos que possuem farmacos desta
categoria (ICARDO et al., 2003; VALENCIA et al., 2008, ZHOU; MOORE, 1994).

Alguns estudos revelam a instabilidade da ACZ frente a radiacdo luminosa,
demonstrando significativa fotodegradacdo entre 300 e 337nm, quando se utiliza
metanol, que ocorre em condi¢cdes aerdbicas, com intervencdo do oxigénio singleto
(VARGAS; MENDEZ; ROJAS, 1998). No entanto, outro estudo indicou que o
farmaco é fotoestavel frente a radiagdo luminosa, embora ndo tenham sido
especificadas as condi¢des do ensaio (SRINIVAUSU et al., 2010).

Por outro lado, ndo existem estudos de fotoestabilidade da ACZ nas
condicbes estabelecidas pelo guia Q1B da International Conference on
Harmonisation (ICH), na qual existem parametros, bem estabelecidos para o
desenvolvimento de estudos de fotoestabilidade, dentre os quais se destaca o0 uso
de duas opcOes de fontes de luz. A opcdo 1 sugere fontes de luz do tipo vapor
metélico, xenénio e artificial-dia e a op¢ao 2 indica o uso de luz fluorescente branca
fria em conjunto com luz fluorescente ultravioleta-proximo, sendo esta ultima opc¢éo
menos dispendiosa e de maior acessibilidade (ICH, 1996).

De qualquer modo, quando uma molécula se mostra fotossensivel,
apresentando produtos de fotodegradagcdo, € importante dispor de um método
analitico adequado para a identificacdo desses produtos. Assim, os métodos
cromatograficos apresentam-se como uma técnica de rotina, por serem 0S mais

adequados para a deteccao e a quantificacdo do farmaco, das suas impurezas e dos
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seus produtos de degradacéo (PIECHOCKI; THOMA, 2007).

Os sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apresentam
elevada sensibilidade e robustez, assim como algumas vantagens, como menor
custo e equipamentos com maior acessibilidade. Varios métodos utilizando CLAE
sdo apresentados na literatura para quantificagdo de ACZ, principalmente em
sistemas biolégicos, como urina humana (HERRAEZ-HERNANDEZ; CAMPINS-
FALCO; SEVILLANO-CABEZ, 1992; CAMPINS-FALCO; HERRAEZ-HERNANDEZ;
SEVILLANO-CABEZA, 1994; GUCHELAAR et al.,, 1999; MOREIRA; MORAES,
2005), plasma humano e de rato (ICHIKAWA et al., 1998; ZARGHI; SHAFAATI,
2002) e, inclusive, para estudos de identificacdo de produtos de degradacédo e
impurezas (SRINIVATSU et al., 2010). No entanto, sdo métodos com fases moveis
ternarias ou quaterndrias, 0 que 0s torna pouco estiveis e dificeis de serem
reproduzidos, além de dispendiosos.

Assim, o presente estudo teve por finalidade desenvolver e validar
metodologia analitica CLAE para avaliar a fotoestabilidade da ACZ empregando-se

as condic¢des descritas no guia Q1B da ICH.

2. MATERIAL E METODOS
Reagentes

Acetazolamida (ACZ), ativo farmacéutico, origem NAKODA Chemicals
(Andhra Pradesh, india), acetonitrila e metanol grau CLAE. Am6nio acetato, acido
cloridrico 37%, &cido ortofosférico 85%, fosfato de potassio monobasico-KH;PO,,

hidroxido de sédio, grau analitico Merck (Darmstadt, Alemanha).

Equipamentos

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE-UV foi
desenvolvida em cromatégrafo liquido HITACHI ELITE LaChrome L-2000 (Tokyo,
Japéo); bomba HITACHI ELITE LaChrome L-2130 (Tokyo, Japéo), detector HITACHI
ELITE LaChrome UV L-2400 (Tokyo, Japéo), forno HITACHI ELITE LaChrome L-
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2300 (Tokyo, Japéo), autoinjetor HITACHI ELITE LaChrome L-2200 (Tokyo, Japao)
e software EZChrom Elite para processamento dos dados.

Para os testes de fotodegradacéao, utilizou-se uma camara de fotoestabilidade
Farma 424 Nova FEtica (Sdo Paulo, Brasil). As fontes de luz da camara
correspondem a opgdo 2 do guia Q1B (ICH, 1996), calibradas e qualificadas sob
temperatura controlada de 25°C. Apos calibracdo, se estabeleceu o tempo de 60

horas como minimo, para cumprir com o indicado no guia Q1B.

Condicdes analiticas CLAE

Utilizou-se coluna tipo Purospher® STAR RP-18e (5um), LiChroCART® 125-4
(Darmstadt, Alemanha). A fase movel binaria foi constituida de (A) acetato de
amoénia 0,01M pH 3,1 (CH3COONH,): (B) acetonitrila (MOREIRA; MORAES, 2005),
utilizando gradiente 98-90-98 (A), sob vazdo de 1,3mL min™. O volume injetado foi
de 10 pL e a detecgéo foi realizada no comprimento de onda 260nm. Foi utilizada,
como diluente, uma mistura de agua ultrapura e acetonitrila, na proporcdo 50:50,

previamente filtrada e homogeneizada.

Preparacéo da solucéo padréo

Foram pesados, analiticamente, 25mg de ACZ padrdo de referéncia e
transferidos para um baldo volumétrico ambar de 25mL. Foram adicionados 15mL de
HCL 0,01M e deixados em banho de ultrassom por 5 minutos, até completa
solubilizac&o do ativo. Em seguida, foi completado o volume do baldo com diluente e

homogeneizado. A concentracéo final foi 1mg mL™ de ACZ.

Preparacao da solugédo amostra

Foram tomadas 20mL da solucdo padréo, que foram transferidos para baldo
volumétrico de 50mL, cujo volume foi completado com diluente, obtendo-se
concentracdo final de 400pg mL™* de ACZ. Apés homogeneizacdo, a solucéo foi
fitrada em membrana Millex de 0,45um de porosidade e 13mm de diametro,

descartando-se os primeiros 2mL do filtrado.
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Validacdo do método analitico CLAE

O método foi validado considerando-se os pardmetros estabelecidos pelo guia
Q2(R1) da ICH (1996). A performance do sistema foi verificada através do desvio
padrao relativa (DPR) das areas obtidas ap0s varias determinagfes (n=6) de uma
solucdo padrdo do farmaco, calculando-se a reprodutibilidade das injecdes, o fator
de separacgéo (seletividade a), o fator de cauda ou simetria do pico (T), os pratos
tedricos (eficiéncia da coluna) e tempo de retencéo (TR).

A seletividade foi avaliada observando-se a interferéncia com os picos de
impurezas/ fotoprodutos que aparece com tempo de retencdo de = 0,96; 1,8 e 5,5
minutos, quando utilizado metanol. Dentre os parametros cromatograficos avaliados,
foram considerados resolucéo, tempo de retencéo e fator de separacéo.

A precisédo intradia foi avaliada como a repetibilidade do método, com a
injecdo de seis replicatas de cada um dos trés padrdes 10, 100 e 400ug mL™, e foi
expressa como DPR. A precisdo interdias foi analisada pela injecdo das trés
concentracdes durante trés diferentes dias, sendo expressa como o DPR.

A exatidao foi determinada pela interpolacdo de replicatas (n=6), da area dos
picos das concentracdes 10, 100 e 400ug.mL™. Em cada caso, o erro sistematico do
ensaio foi determinado baseado na porcentagem de inexatidao, tanto intradia como
interdias, em trés dias diferentes.

Para verificacdo da linearidade do método, foram preparadas solucbes de
ACZ (5 a 400ug mL™) na fase movel, empregada no sistema cromatogréafico
(Moreira; Moraes, 2005) a partir de uma solucédo padrédo de farmaco em HCI 0,01M
contendo 1mg mL™. Antes da injecdo no sistema cromatografico, as solucdes foram
fitradas em membranas Millex 0,45um.

O limite de quantificagdo (LQ) foi definido como a menor concentragdo
qguantificada da curva de calibracdo com precisdo e exatiddo aceitaveis, enquanto o
limite de deteccdo (LD), como a menor concentracdo detectavel da curva de
calibragdo, estabelecendo-se com 0,5 vezes o LQ. As determinagbes foram
baseadas na analise de 6 replicatas.

Para avaliacdo da estabilidade de curta duragdo, foram analisadas amostras
mantidas por 24 horas no rack do autoinjetor, sob temperatura ambiente (25°C).

Fotodegradacao forcada de ACZ
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Irradiagcdo em solucéo

A fotodegradacédo da ACZ foi testada em trés meios aquosos: agua, acido
cloridrico 0,01M e tampéo fosfato pH 6,8, além de solvente organico (metanol).
Assim, foram preparadas as solucdes na concentracdo de 400ug mL™, que foram
filtradas por membrana Millex 0,45um. As amostras foram transferidas para cubetas
de quartzo com 2,5mL de solucdo e para ampola de vidro com 10mL de solucdo
(ambas hermeticamente fechadas). Além disso, utilizou-se um controle protegido da
luz com papel aluminio.

As amostras assim preparadas foram expostas a luz em camara de
fotoestabilidade, durante dois ciclos de 60 horas (120 horas). O tempo de irradiacédo
de 60 horas foi definido mediante a calibracdo da camara de fotoestabilidade,
utilizando o método actinométrico do quinino e luximetro, para luz UV e visivel

respectivamente (ICH, 1996).

Irradiacdo em solido

Uma amostra de ACZ (sélido) foi passada por tamis de 0,24mm de abertura
(malha 60), sendo o po, assim classificado, distribuido em placas de vidro de 10cm
de diametro e colocado em finas camadas (entre 1 e 2mm), a fim de aproveitar a
maior incidéncia de radiacdo luminosa. Foi, também, utilizado um controle protegido
da luz com papel aluminio, durante o ensaio.

As placas foram expostas a luz em camara de fotoestabilidade durante 3
ciclos de 60 horas (180 horas). O tempo de irradiacdo de 60 horas foi definido
mediante a calibragdo da camara de fotoestabilidade.

Ap6s irradiacdo, foram preparadas solugdes de 400ug mL™, utilizando
solucéo diluente e fase movel acetato de amoénia 0,05M pH 3,1: acetonitrila (90:10).
A solugdo preparada foi filtrada em membrana Millex 0,45um e injetada no

cromatoégrafo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento de método e validagéo

A fase movel utilizada foi desenvolvida utilizando gradiente de eluicdo
baseando-se no trabalho de Moreira e Moraes (2005). Foi melhorado o fluxo da
bomba 1,3 mL min™ e diminuida a concentracdo do acetato de aménia de 0,05M
para 0,01M; assim quando utilizadas concentracdes menores, se diminui o risco de
danificagéo da coluna e estabiliza-se o método analitico rapidamente, tornando mais
eficiente e rapida a analise.

Apoés adequar satisfatoriamente o método para sua utilizacdo nos estudos de
fotoestabilidade, este foi validado para a quantificacdo de ACZ e para a identificacdo
dos produtos de fotodegradacdo e impurezas. Os resultados da performance do
sistema cromatografico (n=6) sédo apresentados no QUADRO I, os quais se
mostraram adequados e foram avaliados através dos parametros: fator de
capacidade, numero de pratos, fator de cauda e separacdo entre os picos. Os
valores encontraram-se de acordo com o estabelecido pela farmacopeia americana
(USP 32, 2009).

QUADRO I. Valores da performance do sistema utilizado durante o desenvolvimento
do método cromatografico para quantificacdo de ACZ e suas impurezas, de acordo
com a USP 32

Parametro Critério de aceitacao Resultado
Tempo de retengéo * 8,5 minutos 8,58
Fator de cauda Entre 0,8 a 1,5 1,09
Fator de separacao Minimo 2.0 23
com a Imp-3
Pratos teodricos Minimo: 5.000 15.525
pratos/coluna
Desvio Padrao Relativo DPR <2,0% 1,67
(DPR*)

* DPR: desvio padréo relativo
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A seletividade do método foi analisada de acordo com a néo interferéncia de
trés pequenas impurezas que foram separadas. O fator de separacdo com relagéo
ao pico principal da ACZ foi maior do que dois. Tais impurezas aparecem em
guantidades despreziveis e ndo sofreram modificacdo quando a ACZ foi irradiada em
meio aquoso. No entanto, quando o farmaco foi irradiado em metanol, houve
modificacao no perfil das impurezas. Estas foram denominadas Imp-1 (TR+0,97min),
Imp-2 (TR+ 1,8min) e Imp-3 (TR+5,5min). As mesmas, também, foram observadas
na varredura do espectro 3D (FIGURA 1).

Time: 70 Mnutes, Wavelength: 262 nm
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FIGURA 1. Espectros CLAE da ACZ apo6s 60 horas de irradiacdo utilizando-se
metanol. A - espectro nos comprimentos de onda 200 a 400nm e B - cromatograma
3D mostrando o pico principal ACZ e impurezas. Concentragao de 400ug mL-1 em
HCL 0,01M.
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TABELA 1. Resultados analiticos da precisédo e exatidao intradia (repetibilidade) e

interdia (intermediaria) do método validado para ACZ

Intradia Interdia
Amostra Preciséao Exatidao Preciséo Exatidao
-1 ~ ~
(Mg mL™) Concentrglgao DPR % Concentrzigao DPR %
(Mg mL™) (Mg mL™)

10 10,13 0,24 100,31 10,27 0,96 100,10
100 100,04 0,04 100,24 100,08 1,73 100,54
400 400,21 0,06 100,45 400,02 1,69 100,06

De acordo com os valores mostrados na TABELA 1, o método apresentou-se
preciso nos dois niveis analisados. A precisao intradia (repetibilidade) apresentou
valores de DPR menores do que 1%. Na precisdo interdia (intermediaria), 0s
resultados em dias diferentes de DPR foram menores a 2%.

Na exatiddo, os resultados da concentracdo minima 10ug mL*?, da
concentracdo média 100pg mL™, e para a concentracdo maxima 400ug mL™ estéo
descritos na TABELA 1, os quais foram adequados com valores iguais a 100% de
recuperacdo da amostra, demonstrando que o método desenvolvido € exato.

Na linearidade, o coeficiente de correlagéo obtido foi de r°=0,9987. Os valores
de b (inclinacdo) e a (intercepto) estdo indicados na TABELA 2. A partir da
linearidade, foram obtidos os limites de deteccdo (LD), estabelecidos como 1ug mL™,
e o limite de quantificacdo (LQ), que foi de 5ug mL™.
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TABELA 2. Resultados da linearidade, obtidos a partir das curvas de calibragdo da

ACZ nas condi¢cdes do método. Valores dos limites de deteccédo (LD) e quantificacédo

(LQ)

Parametros ACZ
Intervalo de linearidade (ug mL™) 10,0 — 400,0
Equacéo da reta (y=ax+b) y=77124x+10575
Inclinagdo: b (DPR) 12534,5 (0,27)
Intercepto: a (DPR) 78744,6 (0,02)
Coeficiente de correlacdo linear (r?) 0,9987
LD (DPR) 1,0 (5,60)
LQ (DPR) 5,0 (0,71)

LD: limite de deteccéo; LQ: limite de quantificacdo; DPR: desvio padréo relativo.

A estabilidade de curta duracdo foi estabelecida pelo armazenamento da
solugdo amostra no rack do autoinjetor por 24 horas. Os resultados da estabilidade
mostraram perda de menos de 0,5% da amostra inicial, ap6s andalise comparativa

com uma amostra recém preparada.

Aplicacao do método CLAE para os estudos de fotoestabilidade

Os trés meios testados (agua, HCL 0,01M e tampdo fosfato pH 6,8)
mostraram boa resolucéo de pico para ACZ, com tempo de retencédo de + 8,5 min,
como apresentado na FIGURA 2. Por outro lado, esses meios aquosos indicaram

boa estabilidade da ACZ frente a radiag&do luminosa sob as condigdes propostas.
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FIGURA 2. Cromatogramas da ACZ ap0s exposicao a irradiacdo luminosa durante
120 horas. A - agua, B - HCL 0,01M e C - tampao fosfato pH 6,8, utilizando (1)

ampola de vidro 20mL e (2) cubeta de quartzo. Concentracéo 400ug mL™

7

O tempo de exposicdo € importante na degradacdo de uma substancia e,
segundo o guia Q1B, o minimo estabelecido para considerar uma degradacédo
forcada deve ser de 200 watt/h/m? de luz ultravioleta e 1,2 milhdes/lux/hora de luz
visivel. Neste estudo, as fontes de luz ultravioleta e luz visivel foram calibradas
utilizando método actinométrico do quinino e luximetro, respectivamente,
estabelecendo-se o minimo de 60 horas de irradiacéo.

Entretanto, para a ACZ, este tempo de irradiacdo ndo foi suficiente, para
promover a degradacdo do farmaco e, entdo, a exposicao foi estendida para 120
horas, uma condicdo bastante drastica de irradiacdo. No entanto, mesmo apos este
tempo prolongado de exposicéo a luz, o farmaco se manteve estavel (TABELA 3).

Embora o farmaco apresente elevado potencial para ser fotossensivel, a
fotodegradacdo da ACZ foi quase desprezivel, quando em meio aquoso, e produtos
de fotodegradacédo ndo foram detectaveis ou quantificaveis. Em comparacdo com os

estudos de fotoestabilidade descritos na literatura, os resultados deste trabalho
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confirmam os dados obtidos por Srinivasu e colaboradores (2010), que reportaram
que a ACZ nao mostrou degradacao frente a luz, durante o periodo de 10 dias,

embora naquela pesquisa nao fossem especificadas as condicdes do teste.

TABELA 3. Resultados das porcentagens de recuperacdo de ACZ apoés
fotodegradacdo em solucédo aquosa (120 horas), em metanol (60 horas) e no estado
sé6lido (180 horas)

Parametro MédiaxtDPR

Cubeta de quartzo

Em agua 98,00+0,87
Em HCL 0,01M 96,79+0,65
Em tampéao fosfato pH 6,8 96,06+0,34
Em Metanol 93,82+0,29

Ampola de vidro

Em agua 99,01+1,29
Em HCL 0,01M 98,21+1,03
Em tampéo fosfato pH 6,8 99,49+1,76
Em metanol 93,05+0,71

Fotodegradacao em solido

(particulas <240pm) 98,83x1,27

DPR: desvio padrao relativo

E importante acrescentar que ndo existe um parametro especifico sobre o
limite de quanto um farmaco pode ser degradado apos um estudo de
fotoestabilidade. Assim, foi considerado o parametro estabelecido no guia Q1A(R2)
Stability Testing of new drug substances and products, para testes de estabilidade
(ICH, 2003). Desta maneira, considerou-se que a agao da luz é significativa quando
a degradacdo resultar em perda maior do que 5% da poténcia ou do valor da

concentracao inicial do farmaco.
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De acordo como os resultados obtidos, os trés meios agquosos tiveram
comportamento semelhante na perda de ACZ, que foi menor do que 5% (TABELA
3). O fato da ACZ ter se mostrado fotoestavel nos meios aquosos poderia ser
respaldado na baixa capacidade que tem estes meios de formar ou atuar como
substrato do oxigénio singleto, principal agente que promove reacdes frente a
radiacdo luminosa.

Por outro lado, com relacéo aos recipientes utilizados, a amostra irradiada em
ampola de vidro se apresentou ligeiramente mais estavel, conseguindo-se recuperar
até 99,4%, para as cubetas de quartzo, a recuperacéo foi de £98,0%. A diferenca da
degradacdo de ambos o0s recipientes, possivelmente estaria fundamentada pela
presenca de ar (oxigénio) e nos diferentes comprimentos de onda que cada tipo de
recipiente absorve, embora a quantidade degradada nao seja significativa em ambos

0S casos.
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FIGURA 3. Cromatogramas da ACZ e suas impurezas apos irradiacdo luminosa,
durante 60 horas. A - controle ACZ 400 ug mL™?, B - ampola de vidro 20mL, C -

cubeta de quartzo. Concentracdo 400ug mL™* em metanol.

Porém, quando o farmaco foi exposto a luz em metanol, a ACZ mostrou-se

menos fotoestavel, obtendo-se recuperacdo de +93% da concentracdo inicial do
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farmaco, com consequente aumento das impurezas (FIGURA 3). As impurezas,
denominadas, Imp-1 (TR+0,97min) e Imp-2 (TR+ 1,8min), sofreram diminuicdo da
sua concentragao.

Para a Imp-3 (TR+5,5min), houve incremento de 0,08% para 0,657%
(TABELA 4), e, neste caso, é possivel afirmar que a mesma esteja diretamente
ligada a fotodegradacdo do farmaco em meio organico. Os meios organicos em
presenca de oxigénio desencadeiam reacdes radicalares neste caso com o radical
metoxi do metanol. Nestas reagdes ocorre formacao do oxigénio singleto, principal
agente da fotodegradacdo de uma molécula, quando em meio organico.

TABELA 4. Resultados da quantificacdo das trés impurezas da ACZ, apos
fotodegradacdo em metanol, solucéo 400ug mL™

Média das porcentagens + DPR,

Picos TR (min)  relativas a concentragao inicial da ACZ
0 horas 60 horas
Imp-1 0,97 0,987+0,03 0,336+0,07
Imp-2 1,8 0,292+0,06 0,068+0,08
Imp-3 5,5 0,082+0,02 0,657+0,04

DPR: desvio padréo relativo

Nos estudos de fotoestabilidade, o uso do meio de reagdo ou solvente
adequado €& de fundamental importancia. Meios aquosos apresentam um
comportamento adequado para o desenvolvimento dos ensaios, uma vez que existe
pouca ou nenhuma possibilidade de interacdo farmaco-solvente. Porém, este ndo é
o0 caso dos meios organicos (polares ou apolares), os quais podem fornecer
resultados pouco reais principalmente sobre o mecanismo de reacdo e de
fragmentacao da molécula (MOORE, 2004).
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Os dados aqui relatados confirmam os resultados obtidos por Vargas e
colaboradores (1998), que mostraram que a ACZ é fotossensivel em comprimento
de onda UV-B (300nm) e UV-A (337nm), sob condi¢cdes aerObias e anaerdbias,
respectivamente, utilizando como solvente metanol. Os autores propuseram um
mecanismo de fotossensitizacdo da molécula, que envolve reacdo do oxigénio
singleto e processos de foto-oxidacao.

A formacédo do oxigénio singleto ocorre quando o oxigénio molecular (de mais
baixa energia) recebe grande quantidade de energia e se converte em uma espécie
eletronicamente excitada, apresentando dois elétrons emparelhados, que podem
estar num mesmo orbital ou em orbitais diferentes. Trata-se de uma molécula
extremamente reativa, que pode ser gerada indiretamente pela transferéncia de
energia de uma molécula excitada por luz visivel ou ultravioleta (COSA, 2004;
MOORE, 2004).

Por outro lado, a utilizacdo de alguns solventes organicos possibilita a
formacao de fotoprodutos que, em outras condi¢cfes, ndo seriam observados. Como
exemplo, pode ser citada a fotdlise da cloroquina em presenca de isopropanol
(NORD; KARLESEN; TONNESEN, 1991), que favoreceu a formacao de produtos de
fotodegradacao, diferentemente do observado quando foi usada agua.

Considerando os resultados aqui obtidos e, ao mesmo tempo, o trabalho de
Vargas e colaboradores (1998), o uso do metanol provavelmente contribuiu para a
formacdo de radicais metoxi, os quais sdo altamente reativos (ALSANTE et al.,
2007) e, consequentemente, promoveu a formacdo de oxigénio singleto. Isto se
deve a presenca de energia, fornecida pela radiacao luminosa, somado ao fato das
moléculas se encontrarem em estado excitado, ocorrendo transferéncia eletrénica e
reacoes de fotodegradacédo. Por outro lado, as amostras da ACZ no estado solido
nao apresentaram fotodegradacao apos 120 horas de exposicéo.

Finalmente, os estudos aqui desenvolvidos mostraram claramente as condi¢cdes
sob as quais o farmaco em estudo € sensivel a luz. Utilizando as fontes de luz da
opc¢ao 2 do guia Q1B (ICH,1996), a ACZ é sensivel quando analisada em metanol,
na qual, foi observada formacdo de produto de fotodegradacdo. Entretanto, em

meios aquosos, mostrou-se estavel frente a radiagdo luminosa.
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4. CONCLUSOES

O método CLAE, desenvolvido e validado para avaliagdo da ACZ, mostrou-se
adequado para a quantificacdo do farmaco, obtendo-se 6tima linearidade, preciséo,
exatidao e seletividade.

Segundo as condi¢cdes do guia Q1B, a fotoestabilidade da ACZ se manteve,
guando submetida a radiacao luminosa utilizando meios aquosos e no estado solido.
No entanto, a fotoestabilidade da ACZ foi afetada na presenca de metanol e trés

iImpurezas foram quantificadas.
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