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RESUMO

CONTROLE DE QUALIDADE E AVALIAQAO DAS PROPRIEDADES
TECNOLOGICAS DAS FORMAS POLIMORFICAS DE TALIDOMIDA

A talidomida foi amplamente prescrita entre 1950 e 1960, em quase 50
paises, como hipnosedativo nao-barbitirico e antiemético para indisposicao
matinal durante a gravidez, sendo em seguida fortemente controlada em
funcdo da ocorréncia de sérios problemas de teratogenicidade. Nos ultimos
anos, varios esforgos foram realizados no sentido de buscar identificar e
elucidar as propriedades antiinflamatérias, imunomodulatérias e anti-
angiogénicas da talidomida. Na mesma direcao, investigacdes clinicas foram
conduzidas em pacientes com diversas doencas, como mieloma multiplo,
carcinoma renal, cancer de préstata, Sindrome da rejeicdo paciente-enxerto,
entre outras. A talidomida possui um centro quiral e dois anéis amida em sua
estrutura e é sintetizada como racemato, constituida por dois enantibmeros
ativos: (+)-(R)- e (+)-(S)-talidomida. A talidomida racémica apresenta duas
formas polimorficas, alfa (a) e beta (B). Assim, a variabilidade observada em
relagdo ao polimorfismo representa um ponto critico se considerarmos o
potencial de alteracdo de propriedades biofarmacéuticas em decorréncia da
predominancia de um ou outro polimorfo. No Brasil 0 medicamento talidomida é
fabricado exclusivamente pela FUNED — Fundagédo Ezequiel Dias, laboratério
publico do Estado de Minas Gerais que integra o Sistema Oficial de producgéo
de Medicamentos do Pais. Neste contexto, este trabalho tem como principal
objetivo a avaliacdo de caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e tecnoldgicas
dos polimorfos da talidomida, com énfase nos ensaios de cristalizagéo,
dissolucdo, degradacdao e compressdo. Os resultados deste trabalho
contribuiram para um melhor entendimento da relagdo entre caracteristicas
cristalograficas e propriedades farmacéuticas, agregando uma base cientifica
capaz de avaliar as diferencas existentes destes polimorfos e garantir o
controle de qualidade adequado do produto final produzido em um Laborat6rio
Oficial. Estes estudos contribuiram para o cumprimento de exigéncias
regulatérias.

Palavras-chave: talidomida, polimorfismo, controle de qualidade, dissolucéo,
fisica da compressao, validacao, degradacéao, industria farmacéutica






ABSTRACT

QUALITY CONTROL AND EVALUATION OF TECHNOLOGICAL
PROPERTIES OF POLYMORPHIC FORMS OF THALIDOMIDE
Thalidomide was widely prescribed between 1950 and 1960, in nearly 50
countries, as sedative and antiemetic for morning sickness during pregnancy.
After the occurrence of serious problems of teratogenicity it was heavily
controlled. Growing interest has been observed in recent years to identify and
elucidate the anti-inflammatory, immunomodulatory and anti-angiogenic
properties of thalidomide. In the same direction, clinical investigations have
been conducted in patients with various diseases such as myeloma, renal
carcinoma, and prostate cancer, among others. Thalidomide possesses a chiral
center and two amide rings in its structure and is synthesized as racemate,
consisting of two active enantiomers: (+)-(R)- and (+)-(S)-thalidomide. It is
known that the racemic thalidomide has two polymorphic forms, alpha (a) and
beta (B). Thus, the observed variability in relation to the polymorphism
represents a critical point considering the potential of changes in
biopharmaceutical properties due to the predominance of one of them. In Brazil
thalidomide tablets are manufactured exclusively by FUNED — Fundacao
Ezequiel Dias, the public laboratory of the State of Minas Gerais, which
integrates the Country's Official System of drug production. In this context, the
objectives of this work are the assessment of physical characteristics, physical-
chemical and technological properties of polymorphic forms of thalidomide, with
emphasis on crystallization, dissolution, degradation and compression. The
results of this work contributed to a better understanding of the relationship
between characteristic crystallographic properties and pharmaceutical
properties, aggregating a scientific basis to assess the differences of these
polymorphs and ensure the appropriate quality control of the final product
produced in an official laboratory. These studies contributed to compliance with

regulatory requirements.

Key-works: Thalidomide, polymorphism, quality control, dissolution, physics of
compression, validation, degradation, pharmaceutical industry.
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1. INTRODUCAO







Apesar de ter passado varios anos com restricdo limitada de utilizacao
clinica, a talidomida demonstra excepcional valor no controle e cura de uma
série de patologias, geralmente associadas a alternativas terapéuticas
reduzidas ou nulas. Tal fato se deve as suas caracteristicas farmacodinamicas
Unicas, que se adaptam perfeitamente as bases fisiopatolégicas de uma série
de doengas, muitas sem tratamento eficaz (BRASIL, 2007).

Para farmacos com baixa solubilidade aquosa, a forma polimérfica deve
ser controlada para se ter certeza de que a biodisponibilidade seja a mesma a
cada lote fabricado. Assim, é essencial que os laboratérios farmacéuticos
verifiguem a existéncia de polimorfos e assegurem o uso da forma apropriada
em todas as etapas de producdo e tempo de vida do produto (BUCKTON,
2005).

Estudos recentes com os polimorfos da talidomida sintetizados no Brasil
demonstraram, de modo geral, amostras com diferentes caracteristicas do
ponto de vista do tamanho de patrticulas, area superficial, constituicao cristalina
e polimoérfica, comportamento térmico e velocidade de dissolugdo intrinseca
(CARINI et al, 2009).

A variabilidade observada em relagdo ao polimorfismo representa um
ponto critico se considerarmos o potencial de alteracdo de propriedades
biofarmacéuticas em decorréncia da predominancia de um ou outro polimorfo.
Por outro lado, é inevitdvel a necessidade de aprimorar o processo de
aquisicao de insumos farmacéuticos pelas industrias, o que por sua vez nos
remete a necessidade de melhorar as especificacbes técnicas das matérias-

primas utilizadas.

Neste contexto, faz-se necessaria a avaliacdo do controle de qualidade e
das caracteristicas tecnoldgicas dos polimorfos da talidomida, agregando uma
base cientifica capaz de avaliar as diferencas existentes utilizando técnicas

adequadas para suas identificacoes.



Especial destaque deve ser conferido ao fato deste trabalho ser
desenvolvido em parceria com um Laboratério Oficial (FUNED), o qual é o
unico produtor deste medicamento no Pais. Assim, espera-se contribuir com a
qualificacdo permanente da rede oficial na promocdo do acesso a

medicamentos essenciais e do seu uso racional.



1. OBJETIVOS







1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades fisicas, fisico-quimicas e tecnoldgicas das duas
formas polimérficas de talidomida tendo em vista o melhor entendimento da
relagdo entre polimorfismo e caracteristicas farmacéuticas bem como a
garantia da qualidade de um medicamento fabricado e distribuido no @mbito do
Sistema Unico de Satde.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizar amostras dos polimorfos o e B da talidomida através de

analises fisico-quimicas e tecnoldgicas;
e Estudar a cristalizacao dos polimorfos a e 3 da talidomida;

e Produzir comprimidos por compressao direta a partir de cada polimorfo e
realizar testes de controle de qualidade;

e Desenvolver e validar método de dissolugdo discriminativo para

formulacbes contendo os polimorfos a e  da talidomida;

e Avaliar os produtos de degradacédo da talidomida através de testes de

estresse das amostras, para matéria-prima e produto acabado;

e Avaliar as caracteristicas de compressdo dos polimorfos o e B da

talidomida.






3. REVISAO







Historico

A talidomida foi sintetizada em 1954 pela companhia alem& Chemie
Granenthal. Foi amplamente vendida e prescrita entre 1950 e 1960, em quase
50 paises, para mulheres gravidas, como antiemético no combate as nauseas
matinais e também como sedativo. Antes desta liberagdo de venda da
talidomida, testes inadequados foram desenvolvidos para garantir a seguranca
do farmaco, ocasionando resultados indesejados em filhos de mulheres que a
utilizaram durante a gravidez (TEO et al., 2004; MELCHERT e LIST, 2007).

Os efeitos farmacoldgicos da talidomida se estendem além dos efeitos
neuro-sedativos e, por esta razdo, foi avaliada em outras situagdes
(MELCHERT e LIST, 2007). Em 1965, o dermatologista israelense Jacob
Sheskin utilizou a talidomida como sedativo em pacientes que tinham
transtornos do sono devido a lesdo inflamatoéria cutanea denominada eritema
nodoso leproso (ENL), uma complicacao inflamatéria da doenca de Hansen
(hanseniase). Durante o uso, ele observou que as lesbes melhoravam
rapidamente e através de confirmagdo da sua eficacia em experimentos, a
talidomida se tornou o farmaco de escolha para tratamento do ENL
(MARRIOTT et al., 1999; TEO et al., 2004; MELCHERT e LIST, 2007).

Quatro décadas depois de ser retirada do mercado, um novo capitulo
comegou com a aprovacgao pelo FDA, em julho de 1998, da utilizagdo da forma
farmacéutica capsula (Thalomid®, Celgene, Warren, NJ, US), a Unica
formulacéo aprovada nos Estados Unidos (TEO et al., 2004).

O interesse tem se intensificado nos ultimos anos em identificar e
elucidar suas propriedades antinflamatéria, imunomodulatéria e anti-
angiogénica. Investigagdes clinicas foram conduzidas em pacientes com
diversas doencas, como mieloma multiplo, carcinoma renal, cancer de préstata,

Sindrome da rejeicdo paciente-enxerto, entre outros. O uso da talidomida
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também estd sendo investigado para o tratamento de pacientes com Uulcera
aftéide idiopética, infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (VIH)
(TEO et al, 2004; KUMAR e RAJKUMAR, 2006; SHARMA et al., 2006;
KROEGER et al, 2009; OLIVEIRA et al, 2009; BRASIL, 2011).

O acesso a este farmaco nos Estados Unidos é restrito, existindo um
programa de seguranca (System for Thalidomide Education and Prescribing
Safety [STEPS]) para controlar e monitorar seu uso. Os médicos devem ter
profundo conhecimento dos habitos dos pacientes e os farmacéuticos devem
coletar e arquivar o consentimento de uso assinado pelo paciente, antes da
dispensacdo. No caso de mulheres gravidas, os pacientes devem também
estar de acordo e assegurar que nao ocorrera a exposicao do farmaco ao feto.
Mulheres capazes de engravidar devem fazer com frequiéncia teste de gravidez
e usar duas formas simultaneas de contraceptivo (CALABRESE e FLEISCHER,
2000; MELCHERT and LIST, 2007).

Estrutura quimica

A talidomida (DCB 08266 e CAS n? 50-35-1) (figura 1), [2-(R,S)-(2,6-
dioxo-piperidin-3-il)-isoindol-1,3-diona], € um derivado sintético do acido
glutamico, tem féormula molecular C13H1oN2O4 € massa molecular de 258,23.
Possui um centro quiral e dois anéis amida em sua estrutura e é sintetizada
como racemato constituido por dois enantibmeros ativos: (+)-(R)- e (+)-(S)-
talidomida (REEPMEYER et al., 1997; HUANG et al., 2005; USP 34, 2010;
BOSCH et al., 2008)
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Figura 1. Estrutura dos enantibmeros da talidomida.

Farmacocinética

Até recentemente, ndo havia estudo farmacocinético da talidomida em
humanos, uma vez que seu uso foi limitado. Ao longo dos anos, resultados
encorajadores de estudos investigativos para diversas doencas foram
realizados com doses entre 100 e 1200 mg do farmaco (TEO et al., 2004;
YANG et al, 2005; MURPHY-POULTON et al., 2006).

Estudos com os enantibmeros demonstraram diferentes propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas. O efeito teratogénico é atribuido ao
enantibmero (S), ao passo que o enantibmero (R) causa sedacdo. Os efeitos
imunomoduladores sao atribuidos ao enantibmero (S) (CANER et al., 2004;
TEO et al., 2004; ERKOC e ERKOGC, 2005; HUANG et al., 2005; MELCHERT e
LIST, 2007; BOSCH et al., 2008).

A purificagdo do enantibmero (R) foi uma tentativa de otimizar a
aplicagéo clinica, mas eventualmente ndo se mostrou factivel devido a rapida
interconversao dos isbmeros em condicoes fisiologicas (ERIKSSON et al.,
1998a; LIMA et al., 2001; FRANK, 2004; MELCHERT e LIST, 2007).
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A inversao quiral em humanos, em pH fisiolégico, € catalisada pela
albumina do soro humano, produzindo ambos enantiémeros (ERIKSSON et al.,
1995; TEO et al., 2004; HUANG et al., 2005; MELCHERT e LIST, 2007). Reist
e colaboradores (1998) estudaram a inversao quiral da talidomida em relacéao
ao pH. Em pH &cido, a inversao quiral foi praticamente zero, aumentando com
a elevacao do pH. Assim, a inversao quiral demonstrou ser por catalise basica.
Foi sugerido entdo que a capacidade da albumina sérica humana em catalisar
a inversao quiral se deve aos grupamentos funcionais basicos dos aminoacidos

arginina e lisina e ndo a um simples sitio catalitico.

A baixa solubilidade em agua da talidomida, ao redor de 50 ug/mL para
a mistura racémica (ERIKSSON et al., 1995; HUANG et al., 2005), levou ao seu
desenvolvimento exclusivamente para uso oral. A absorcdo pelo trato
gastrintestinal é lenta e a biodisponibilidade varia de 67 a 93%, com pico de
concentragdo plasmatica em 3-6 h. Apds a absorgéo, sofre hidrolise nao-
enzimatica gerando mais de 12 diferentes metabdlitos. Menos de 0,7% do
farmaco é excretado na forma inalterada. Juntamente com seus metabdlitos é
rapidamente eliminada na wurina, com um tempo de meia-vida de
aproximadamente 5 h. A taxa de depuracdo é de 1,15 ml/min (ERIKSSON et
al., 1998b; FRANKS et al., 2004; HUANG et al., 2005; Fundacgéao Ezequiel Dias,
2007; MELCHERT e LIST, 2007).

Posologia

A dose diaria usual varia de 50 a 800 mg. Para ENL, a dose € de 100 a
300 mg, uma vez ao dia, podendo chegar a 400 mg. Para portadores do VIH
que apresentam Uceras aftdides idiopaticas, associadas com quadro
caracteristico de perda significativa de peso, diarréia e debilidade, a dose diaria
€ de 100 a 200 mg. Para a doenca do enxerto—versus-hospedeiro, a dose
inicial varia de 800 a 1600 mg, uma vez ao dia (FUNED, 2007). Para
indicagbes oncoldgicas como mieloma muliplo, a dose inicial € de 200 mg/dia
aumentando para 800 mg/dia com dose de manutencao de 200 a 400 mg/dia
(TEO et al., 2004).
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Polimorfismo da Talidomida

A talidomida é um po6 branco cristalino (ALLEN e TROTTER, 1971;
CAIRA et al.,, 1994; LARA-OCHOA et al., 2006; CIPRIANI e SMITH, 2007) que
apresenta duas formas polimoérficas, alpha (a) e beta (B), sintetizadas cada
uma na forma racémica (R) — (S) - talidomida. Pertence ao sistema cristalino
monoclinico, ou seja, os eixos a, b e ¢ diferem entre si (ALLEN e TROTTER,
1971; CAIRA et al., 1994). Reepmeyer e colaboradores (1994) estudaram o
comportamento dos polimorfos da talidomida por DSC e os termogramas das
formas a e B mostraram picos endotérmicos de ponto de fusdo em 272,3 e
275,7 °C, respectivamente.

Carini e colaboradores (2009), ao estudar as caracteristicas fisico-
quimicas da talidomida produzida pelos dois fabricantes brasileiros desta
matéria-prima, utilizando dados cristalograficos resultantes de analises por
difratometria de raios X, espectrofotometria, morfologia e comportamento
térmico, constataram que estas matérias-primas sdo heterogéneas em relacao
a constituicdo cristalina, identificando presenca de fases polimérficas e de
materiais semicristalinos. Analises cristalograficas para amostras dos
polimorfos a e 3, em diferentes temperaturas, indicaram a existéncia de formas
metaestaveis deste farmaco. Segundo estes autores, aquelas formadas em
elevadas temperaturas provavelmente sao intermediarias a formacao do

polimorfo B, a partir do a, durante o aquecimento.

Outro aspecto relevante relacionado ao polimorfismo diz respeito ao
processo de sintese, mais especificamente na etapa de cristalizagdo. O que
deve ser considerado para a forma de crescimento do cristal esta relacionado
com a estrutura da molécula sélida, além dos efeitos do solvente de escolha e
aditivos no processo de crescimento cristalino. Deste modo, este efeito € um
processo camada por camada. A evolucdo destas camadas, ou seja, a maneira
que estes cristais crescem, esta definida pela forma de empacotamento da
célula unitaria (BLAGDEN et al., 2007). A passagem do nucleo (onde a célula
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inicia a cristalizacao) a cristal se produz pela juncao progressiva de atomos ou
de moléculas sobre a superficie do nucleo. Os processos de crescimento
cristalino sélido-sélido sdo mais complexos e dependem de muitas variaveis,

que vao comandar o tamanho e a morfologia dos cristais (BARD, 1980).

A célula unitaria € a menor unidade cristalina e pode se organizar no
espaco em trés dimensdes, podendo ser composta por um conjunto de atomos
ou moléculas (figura 2). A forga de interacdo intermolecular, definida dentro da
célula unitaria, da qual, no primeiro nivel, determina as camadas dominantes
do processo de crescimento do cristal (BLAGDEN et al., 2007). Na maioria dos
casos, o0 crescimento cristalino € ligado as variagdes de energia livre dos
nucleos e/ou graos neoformados. Devido a isso, pode haver diferentes tipos de
crescimento cristalino, podendo ser destacados os crescimentos dendriticos,
camada por camada, espiral e outros (BARD, 1980).

o /i

Figura 2. (1) Empilhamento de celas unitarias através de repeticdes
translacionais e (2) os vetores a, b e ¢ e angulos (a, B e y) que descrevem a
forma e o tamanho da célula unitaria, denominados parametros de rede.

Muitos compostos organicos e inorganicos de aplicacao farmacéutica
podem existir como uma ou mais formas cristalinas. Cada cristal tem uma
orientacdo e forma definidas pelos vetores, a, b e ¢, e conseqlentemente tem
um volume definido, V, que contém os atomos e moléculas necessarias para a
formagao do cristal. Cada cristal pode ser classificado como um membro de
sete possiveis sistemas cristalinos ou classes de cristais que sao definidos pela
relacdo entre as dimensdes individuais, a, b e ¢, da unidade celular e entre os
angulos individuais, a, B, e y da unidade celular (VIPPAGUNTA et al., 2001).
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As formas cristalinas mais comuns em farmacos podem constituir
polimorfos. Polimorfos cristalinos apresentam a mesma composicado quimica,
mas diferenca na sua estrutura cristalina e diferentes propriedades fisico-
quimicas. Os solvatos, também conhecidos como pseudopolimorfos, sao
sélidos cristalinos que apresentam na sua estrutura moléculas solvatadas, que
assim como os polimorfos possuem diferencas nas propriedades fisicas e
farmacéuticas do farmaco, tais como densidade, dureza, compressao, indice
de refragdo, ponto de fusdo, solubilidade, velocidade de dissolugéo, entre
outras (VIPPAGUNTA et al., 2001).

As diferencas das propriedades fisicas das formas sélidas apresentam
resultados importantes para producado do farmaco e do processo produtivo do
medicamento. Assim, diferencas na solubilidade podem implicar na diferenca
na velocidade de dissolugao do farmaco bem como na sua dosagem, afetando,
deste modo, a velocidade de absorcdo (VIPPAGUNTA et al., 2001; LARA-
OCHOA et al., 2006). Esta preocupacao tem levado ao aumento do interesse
regulatério em entender o comportamento e as propriedades do estado sélido
dos farmacos (FDA, 1998; VIPPAGUNTA et al., 2001).

Dissolucao é pré-requisito para a biodisponibilidade, considerando que o
farmaco deve primeiro ser dissolvido antes que ele possa ser absorvido do
trato gastrintestinal. Um nimero de exemplos da literatura demonstra os efeitos
da mudanca da morfologia cristalina na dissolucédo in vitro, com potencial
melhora na biodisponibilidade (VEGA et al., 2004; MARTINS et al., 2009;
ANTONIO et al., 2011). Em geral, a forma polimérfica mais estavel ter& menor
solubilidade. Enquanto a bioequivaléncia esta relacionada com a
biodisponibilidade, nos casos de farmacos de baixa solubilidade, conhecer o
polimorfo da formulagcdo é importante para assegurar a bioequivaléncia de
formulacdes (SINDER et al., 2004).

Talidomida no Brasil
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A substancia quimica talidomida é produzida no Brasil pelas empresas
nacionais Microbiolégica/RJ e Champion/GO. O medicamento disponivel é
fabricado exclusivamente pela Funed — Fundacado Ezequiel Dias, laboratorio
publico do Estado de Minas Gerais que integra o Sistema Oficial de Producgao
de Medicamentos e que atende a demanda dos Estados da Federacao com
financiamento do Ministério da Saude. O medicamento € comercializado na
forma de comprimidos com 100 mg de talidomida. A producdo, conforme dados
fornecidos pela FUNED do ano de 2007, foi de 3.253.920 comprimidos, com
um gasto de R$ 979.755,31, para os programas de SIDA, Hanseniase e Lupus
do Ministério da Saude (FUNED, 2007; BRASIL, 2007).

A talidomida fez parte, até recentemente, da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME), para utilizacdo em programas de saude
publica, especialmente no combate da Hanseniase. Além desta indicagéo, a
talidomida é utilizada no Brasil no tratamento das seguintes doencas: Ulceras
aftosas, lupus eritematoso, doenca paciente-versus-enxerto e mieloma multiplo.
Algumas outras doencgas, como caquexia aidética, Sindrome de Behget, cancer
renal e de préstata também estdo sendo tratadas com este farmaco (BRASIL,
2007).

A Portaria n® 354/MS/SNVS de 15 de agosto de 1997 e a Portaria
SVS/MS n? 344, de 12 de maio de 1999, regulamentam o registro, a producgéao,
a comercializagdo, a exposicdo a venda, a prescricdo e a dispensacao dos
produtos a base de talidomida e permitem seu uso em Eritema Nodoso
Hansémico, Ulceras Aftéides Idiopaticas nos pacientes portadores de
VIH/SIDA, no Lupus Eritematoso e na doenca Enxerto-Versus-Hospedeiro.
Porém, diante de pesquisas cientificas que comprovaram resultados
satisfatorios no tratamento de neoplasias, como também atendendo demandas
de sociedades médicas, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
constituiu um grupo assessor composto por médicos, especialistas,

oncologistas, dermatologistas. Como resultado, a Diretoria Colegiada aprovou
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a Resolugcao RDC n? 34, de 20 de maio de 2000, autorizando sua utilizagao no
tratamento de mieloma multiplo refratério a quimioterapia (BRASIL, 2007).

Em junho de 2006, a ANVISA promoveu um painel no intuito de agir no
cumprimento dos seus preceitos basicos de assegurar, ndo sé a eficacia, a
seguranca e a qualidade de produtos e servicos de uso humano no Brasil, mas
também o acesso universal e igualitario aos mesmos, tendo como base o Art.
196 da Constituicdo Brasileira. Entre as conclusées do “Painel de Utilizacao
Terapéutica da Talidomida”, destacam-se: promover a educacao continuada
aos profissionais (prescritor e dispensador) e aos usuarios; que seja obrigatdrio
e garantido a paciente usuaria de talidomida o acompanhamento periédico por
ginecologista para a orientagéo e fornecimento dos métodos anticoncepcionais
a serem utilizados; que as agéncias de fomento a pesquisa deverao estimular
estudos envolvendo sucedaneos da talidomida dotados de perfil menos
adverso. Com respeito aos ensaios clinicos utilizando a talidomida, a FUNED e
outras industrias s6 poderao fornecer a talidomida apés a aprovacao do estudo
pelo CEP/CONEP, pela ANVISA e do parecer final do Departamento de
Assisténcia Farmacéutica do MS. Outra conclusao diz respeito a necessidade
de efetuar com extrema urgéncia uma revisdo da bula do medicamento
(BRASIL, 2007).

Em recente resolucdo do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), a
ANVISA aprovou o Regulamento Técnico que dispdem sobre o controle das
atividades que envolvem a substancia talidomida e do medicamento que a
contenha, mantendo a autorizagcdo da prescricdo para os trés programas de
governo: Hanseniase (reacdo hansénica tipo eritema nodoso ou tipo II);
DST/SIDA (ulceras aftdide idiopatica em pacientes portadores de VIH/SIDA) e
Doencas crbnico-degenerativas (lUpus eritematoso sistémico, doenca enxerto
contra hospedeiro, Mieloma Multiplo).

Com base nos elementos apresentados anteriormente, fica evidenciada

a relevancia do estudo sobre a relacdo entre polimorfismo e caracteristicas
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farmacéuticas do insumo talidomida para a garantia da qualidade na producao

industrial do respectivo medicamento.
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ABSTRACT

Thalidomide shows, at least, two polymorphic forms, alpha (a) and beta (), each one
isolated by crystallization using different conditions. Physical characterization of the
solid state of a drug has become an extremely important area in pharmaceutics and it
has been the subject of many studies involving different analytical methods. For drugs
with poorly aqueous solubility, as Thalidomide, the polymorphic form must be
controlled to ensure adequate bioavailability. The aim of this work was to characterize
Thalidomide polymorphs a and B to re-examine the presence of crystalline forms
prepared by recrystallization from different organic solvents using distinct cooling
procedures. The polymorphs were characterized by Fourier transformed infrared
spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), X-ray diffraction (XRD)
and quantified by Rietveld analyses. The size of the particles were analyzed by laser
diffractometry, superficial area by Brunauer, Emmett and Teller method (BET) and
morphology by scanning electron microscopy (SEM). For the recrystallization, an
amount of a and B—Thalidomide were dissolved in different solvents and the insoluble
material was removed by filtration. Each filtrate was underwent to the recrystallization
process which was carried out at low room temperature (23+1°C) and refrigeration
(8+2°C) with fast evaporation heat (40+1°C). The solid results from recrystallization
were characterized by FTIR, DSC and XRD. The FTIR absorption spectra of a and 8
polymorphs showed different characteristics in the —NH stretching band of the amide
group and —CH stretching band of aromatic ring. DSC scans of the a-polymorph
presented an endothermic peak at 272 and 275 °C and the 8 polymorph at 275 °C. The
XRD was useful to identify the crystalline phases of the samples. The a-polymorph
showed higher intensity peak at 11.36° 206 and the B polymorph display higher
intensities at 11.78%, 12.942 and 13.72 206. The Rietveld refinement was useful in the
quantification of crystalline phases of Thalidomide samples. The polymorphic purity of
the sample identified as a polymorph was 99.97% while the sample identified as
polymorph was 99.00%. Particles size and superficial areas analyses demonstrated a
similar mean diameter of 86.88 and 82.29 ym and superficial area of 3.07 and 4.47
m?/g, for the a and B polymorphs, respectively. SEM analyses demonstrated that a and
B polymorphs have distinct crystalline habits. These analyses showed to be efficient to
characterize the Thalidomide crystalline forms and the results obtained by
recrystallization permitted conclude that a or B-Thalidomide could exhibit other
crystalline forms when submitted to different recrystallization conditions.

Keywords: Thalidomide, polymorphs, crystallization, Rietveld, physicochemical
proprieties
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ABSTRACT

Over the years, thalidomide has been prescribed for an increasing number of
diseases, including multiple myeloma and erythema nodosum leprosum. In
Brazil and some other countries, thalidomide is available in tablets and there is
no official dissolution testing available for this dosage form. Considering this, a
dissolution method was developed and validated for tablets containing 100 mg
of the pure alpha or beta-thalidomide polymorphs in 1,000 mL vessels to verify
if it was able to differentiate between polymorphs, since drug product is
supposed to be formulated with the first one. This method was compared to the
USP dissolution method described for thalidomide capsules (4,000 mL vessel),
through independent model using difference and similarity factors as well as
dissolution efficiencies. Dissolution kinetics was evaluated using zero-order,
first-order, Higuchi and Korsmeyer-Peppas models. The kinetic parameters and
the suitability of the models to experimental data were evaluated. The
developed dissolution method was fully validated and it allowed a better
discrimination of thalidomide polymorphs when compared to the USP method
for the formulations tested. Considering that it uses a conventional dissolution
apparatus with 1000 mL vessels and there is no method described for tablets it
can be used as a quality control of thalidomide in this dosage form.

Keywords: thalidomide; polymorphism; dissolution; tablet
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ABSTRACT

The aim of this work was to develop and to validate an isocratic ultra
performance liquid chromatographic (UPLC) method for the quantification of
alpha (a) and beta (B) - thalidomide in raw material and tablets in the presence
of the degradations products generated under stress conditions. The analyses
were performed at 25 °C on a reversed-phase Acquity Waters® UPLC BEH C18
column using a mobile phase composed of 0.1 % formic acid:acetonitrile (80:20,
v/v). The flow rate was 0.3 ml.min'and the detection was carried out with a
photodiode array detector at 237 nm. The method showed a linear response (r
= 0.9998) from 25 to 125 pg.mL™". No chromatographic interference was found
during the analysis. The specificity and stability-indicating capability of the
method was verified subjecting alpha and beta-thalidomide raw materials and
tablets to acid and basic hydrolytic, oxidative, photolytic and thermal stress
conditions. The mean of recovery of tablets was 100.3% with a high inter-day
precision (relative standard deviation, RSD, <1.62%). Thalidomide degradation
was observed only under alkaline conditions and the degradation products were
suggested based on LC-MS/MS spectra. The performance of the method,
linearity, accuracy, precision and robustness demonstrate that it can be used to
quantify thalidomide without the interference of its major degradation products
and it could be used in the quality control of the only formulation made in Brazil
by FUNED, a public laboratory that produces medicines for the Brazilian

Department of Health.

Keywords: ultra performance liquid chromatography; validation; mass
spectrometry; degradation products; stability; thalidomide; polymorphism.
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ABSTRACT

Thalidomide shows at least two polymorphic forms, alpha (a) and beta (8), each
one isolated by crystallization wusing different conditions. Physical
characterization of the solid state of a drug has become an extremely important
area in pharmaceutics and it has been the subject of many studies involving
different analytical methods. In fact, this information allows the reduction in time
demand to pre-formulation and formulation processes, adding a rational basis in
selection and specification of raw materials. In addition, it was also observed a
large interest in direct compression, mainly from an economic point of view.
Thus, the aim of this work was to evaluate the compaction behavior of two
polymorphic forms of thalidomide in order to observe the impact of
polymorphism on the compressibility of these powders. The single-polymorph
materials were compacted using a rotative instrumented compression machine.
Compressibility of two polymorphic forms was approached by evaluating a
decrease in porosity under pressure, Heckel’s plot and increase of hardness as
a function of applied force. From the point of view of the phenomenon of
deformation, it was observed that the alpha polymorph has a better cohesion
index and plastic behavior based on the resulting Py values obtained by the
equation of Heckel. The better compressibility performance makes alpha-
thalidomide more favorable to the direct compression.

Keywords: thalidomide, polymorphism, physics of compression, Heckel plot
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4. DISCUSSAO GERAL







Muitos compostos organicos e inorganicos de aplicacao farmacéutica
podem existir como uma ou mais formas cristalinas. O polimorfismo €
caracterizado como a capacidade de uma substancia existir como duas ou
mais fases cristalinas que possuem diferentes arranjos e/ou conformacdes das
moléculas na rede interna do cristal. Farmacos polimoérficos apresentam a
mesma estrutura quimica, porém diferem na estrutura interna, ou seja,
cristalina, possuindo diferentes propriedades fisico-quimicas e mecanicas.
Essas propriedades podem ter um impacto direto na fabricagdo do
medicamento bem como na sua qualidade e desempenho, como estabilidade,
dissolucdo e biodisponibilidade. Como resultado, farmacos que apresentam
polimorfos devem receber uma analise precisa ao longo das varias fases do

desenvolvimento do medicamento, fabricacao e registro do produto final.

Outro aspecto relevante relacionado ao polimorfismo diz respeito ao
processo de sintese, mais especificamente na etapa de cristalizacdo. O
crescimento cristalino € um processo camada por camada do qual a evolucao
destas camadas sera definida pelo empacotamento da célula unitaria do cristal.
Se considerarmos que aproximadamente um terco dos compostos organicos e
cerca de 80% dos farmacos apresenta polimorfismo em condigdes
experimentais acessiveis, a eficaz caracterizagdo da matéria-prima é de

extrema importancia para especificagao do polimorfo que se quer utilizar.

Estudos recentes com os polimorfos da talidomida sintetizados no Brasil
demonstraram, de modo geral, amostras com diferentes caracteristicas do
ponto de vista do tamanho de particulas, area superficial, constituicao cristalina
e polimoérfica, comportamento térmico e velocidade de dissolugdo intrinseca
(CARINI et al, 2009).

Diversos métodos sdo empregados para caracterizacao polimérfica de
farmacos. O método atualmente mais eficaz para identificar a existéncia de
polimorfismo é o da difragcdo de raios X (DRX). Outros métodos, como
espectroscopicos (FTIR), térmicos (DSC) e microscopicos (MEV) sao

geralmente usados para corroborar com os resultados da analise de DRX.
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O estudo de recristalizacao da talidomida foi realizado com o objetivo de
caracterizar os polimorfos da talidomida e avaliar a possibilidade de formacao
outras formas polimérficas através da recristalizacdo em diferentes solventes
sob diferentes temperaturas. As analises de DRX, FTIR, DSC e MEV foram
eficientes para caracterizagéo das formas cristalinas da talidomida e os cristais
resultantes do processo de recristalizagdo destes polimorfos.

O método de recristalizacdo é geralmente avaliado no estudo de
screening sélido, uma vez que um grande numero de formas polimérficas
podem ser descobertas com a mudanca do sistema de solvente. O objetivo
deste tipo de estudo € encontrar a melhor forma para o desenvolvimento do
medicamento. A escolha da forma adequada é resultante do ajuste entre as
propriedades fisico-quimicas e as propriedades biofarmacéuticas.

Durante o processo de cristalizacdo, uma série de polimorfos pode ser
obtida, comecando pelo de menor estabilidade térmica e terminando com os
polimorfos mais estaveis. A desvantagem da forma termodinamicamente mais
estavel é que ela quase sempre apresenta a menor solubilidade e assim, pode
apresentar uma menor biodisponibilidade. No caso de farmacos de baixa
solubilidade, como a talidomida, a formulacado deve ser desenvolvida para que
os efeitos de polimorfismo na dissolugdo e na bioequivaléncia possam ser

minimizados.

A conversao de uma forma polimérfica em outra depende da sua
estabilidade relativa em ultrapassar a barreira da conversdao de fase sob
condicbes de estresse aplicadas, como temperatura e/ou pressao. Conforme
os termogramas de caracterizacdo das matérias-primas de talidomida observa-
se que o polimorfo a se interconverte a B a temperaturas elevadas (pré6ximo a
275 °C). Podemos assim dizer que o polimorfo 3 € termodinamicamente mais
estavel que o a, ou seja, apresenta menor energia livre em relagdo ao outro

polimorfo.

O método de refinamento de Rietveld permitiu quantificar a pureza das

fases polimérficas das matérias-primas a e 3, além de calcular o volume da
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célula unitaria destas amostras. O volume de célula do polimorfo B é
praticamente duas vezes maior que o volume de célula do polimorfo a. Assim,
os cristais com o mesmo tamanho de particula terdo diferentes taxas de
dissolugdo. Polimorfo a tera maior taxa de dissolugdo por apresentar maior
superficie livre. Estes resultados corroboram com a premissa que a forma
polimérfica termodinamicamente mais estavel quase sempre apresenta a
menor solubilidade. Quando as diferencas entre a solubilidade das formas
polimérficas sdo suficientemente grandes, pode afetar a biodisponibilidade do

farmaco.

O teste de dissolugcédo € usado, principalmente, para avaliar a qualidade
do lote do medicamento produzido, fornecendo uma aproximacdo do
comportamento de liberacdo do farmaco in vivo. Em particular, alteracdes
acidentais da forma polimérfica podem ocorrer, impactando na
biodisponibilidade do medicamento e muitas vezes sdo detectadas por testes
de dissolucdo. Desta forma, € importante que o método de dissolucdo seja
capaz de detectar alteragdes no produto, e principalmente para farmacos que
apresentam baixa solubilidade. Assim, foi desenvolvido e validado neste
trabalho um método de dissolucdo discriminativo capaz de detectar as
diferencas nos perfis de dissolucéo para os comprimidos de 100 mg formulados
com a e B-talidomida. Este método foi desenvolvido utilizando 1.000 ml de
meio de dissolucao e foi comparado com o método USP para talidomida que
utiliza 4.000 ml de meio de dissolucao.

Quando realizada a caracterizacdo da matéria-prima e dos comprimidos
de a e B—talidomida, algumas diferencas observadas nas propriedades fisico-
quimicas (tamanho de particula, area superficial) e parametros tecnoldgicos
(dureza, friabilidade) ndo foram relevantes no que diz respeito a rapida
desintegracdo dos comprimidos. No entanto, a existéncia de polimorfismo
parece ter um efeito muito maior na taxa de dissolugdo, provavelmente
relacionado com o volume de célula unitaria calculado anteriormente. O método
desenvolvido é mais facil para a rotina do controle de qualidade, por utilizar o

equipamento de dissolugdo convencional e mostrou ser discriminativo para os
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polimorfos a e B na forma farmacéutica comprimidos de 100 mg, sendo uma

alternativa importante para o controle da qualidade da talidomida.

A estrutura quimica da talidomida sofre hidrélise espontanea em solucao
aquosa a pH 7,0. Além disso, talidomida apresenta mais de 20 produtos
derivados da metabolizacdo. De acordo com o ICH (ICH, 2007), € importante
avaliar a seguranca biolégica de impurezas ou de produtos de degradacao do
farmaco ou forma farmacéutica. Com base nisso, foi desenvolvido e validado
um método analitico rapido utilizando equipamento UPLC-DAD-MS/MS para
estudar a estabilidade da talidomida em condicdes forcadas de degradacgéao.

A talidomida apresentou instabilidade frente a hidrélise alcalina e os
produtos de degradacao desta hidrélise foram sugeridos através da técnica de
espectrometria de massa. O método foi sensivel e seletivo para quantificar a
talidomida na forma farmacéutica comprimidos e os produtos majoritarios de
degradacao, a-(o-carboxibenzamido) glutarimida e &acido 2 e/ou 4-(o-
carboxibenzamido) glutaramico formados em condigdes alcalinas. A taxa de
degradacdo, assim como os produtos formados da degradacdo sao pH
dependentes.

Devido as diferengas entre as diversas formas de empacotamento do
material particulado sélido, estes podem apresentar diferencas de
comportamento compressional. Estas diferengas normalmente estao
relacionadas com as caracteristicas da estrutura interna cristalina oriunda da
célula unitaria (polimorfismo) e externa (habito cristalino). Foi mostrado que os
polimorfos da talidomida apresentam diferentes células unitarias e,
consequentemente, diferencas na molhabilidade e solubilidade. Sabe-se
também que apresentam diferentes habitos cristalinos. O polimorfo a apresenta
hébito cristalino prismatico tabular enquanto que o polimorfo 3 apresenta habito

cristalino placoide.

A forma farmacéutica desenvolvida para a produ¢do do medicamento
talidomida Funed é comprimido de 100 mg, pelo método de compressao direta.

A eficiéncia do processo de compressao depende das propriedades fisicas do
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farmaco e dos excipientes, bem como do tempo e da magnitude da forca
aplicada para formagao do comprimido. Sob estas influéncias as particulas de
um material sélido podem sofrer deformacéo plastica (manutencdo da massa
compactada), elastica (resisténcia a deformacao) ou fragmentativa (ruptura do
material particulado).

Sabe-se da influéncia das diferentes formas cristalinas e suas
caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas do soélido. Deste modo, as
propriedades do farmaco devem ser entendidas para garantir um produto de
desempenho preciso. E recomendado o uso da forma cristalina com maior
estabilidade fisico-quimica para o desenvolvimento da formulacédo. Entretanto,
nem sempre esta forma cristalina apresenta as melhores propriedades
farmacéuticas, tanto no aspecto tecnolégico como biofarmacéutico. Neste
contexto, foi estudado o comportamento compressional dos polimorfos a e B-
talidomida, aplicando a equacao de Heckel para os compactos formados em
diferentes pressoes utilizando maquina de comprimir rotativa instrumentalizada.
O estudo permitiu comparar os perfis de compactagédo de a e B-talidomida. Do
ponto de vista do fendmeno da deformacéao, observou-se que para o polimorfo
a existe predominio do comportamento plastico, mais favoravel para a
compressao direta. Sob o0 aspecto tecnolégico, foi observada a tendéncia para
laminagdo de compactos com [-talidomida, provavelmente em fungdo da
recuperacao elastica, como resultados obtidos através da equacao de Heckel.
Materiais mais amorfos ou de menor estabilidade termodinamica, que
apresentam maior energia livre, favorecem a deformacgao plastica (BOLHUIS e
HOWHAN, 1996). Este comportamento pode ser observado nos polimorfos da
talidomida, uma vez que o polimorfo a, menos estavel termodinamicamente,
apresentou comportamento plastico, sem deformacéao, em relacao ao polimorfo

B, com tendéncia a deformacao elastica.

Com base nos elementos apresentados neste trabalho, fica evidente a
relevancia do estudo sobre a relacdo entre polimorfismo e caracteristicas
farmacéuticas da talidomida para a garantia da qualidade na producao

industrial do respectivo medicamento. Da mesma forma, € possivel vislumbrar
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uma base racional para a escolha do polimorfo a, tendo em vista a viabilidade
tecnoldgica da compressao direta.

Estudos futuros relacionados a biodisponibilidade serdao de relevante
contribuicdo no sentido de estabelecer a correlagao in vitro / in vivo bem como
para aprofundar o entendimento sobre a influéncia do polimorfismo da
talidomida nas suas propriedades biofarmacéuticas. Finalmente, o presente
estudo auxiliou na qualificacao das atividades desenvolvidas no ambito de um
dos maiores Laboratérios Oficiais, contribuindo, em Uultima andlise, para a
garantia da qualidade de produtos distribuidos através do Sistema Unico de
Saude.
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5. CONCLUSOES







Os resultados de caracterizagdo da matéria-prima quanto a tamanho de
particula, area superficial, polaridade e umidade se apresentaram
similares para a e 3-talidomida;

Os ensaios utilizados para caracterizar as formas cristalinas da
talidomida também demonstraram ser eficientes para caracterizar os

cristais resultantes da recristalizacao destes polimorfos;

Como regra geral, a forma termodinamicamente mais estavel (B-
talidomida) € obtida quando operada em condicdes mais brandas,
enquanto a forma termodinamicamente menos estavel (a-talidomida) é

esperada em condigcdes mais enérgicas;

Os polimorfos a e B-talidomida podem apresentar interconversao entre
uma e outra forma quando submetidas a diferentes condi¢cdes de

recristalizacao;

Algumas pequenas diferencas nas propriedades fisico-quimicas
observadas (tamanho de particula, area superficial) e parametros
tecnologicos (dureza, friabilidade) nao apresentaram relevancia
significativa pela rapida desintegracao dos comprimidos;

O método de dissolucao apresentou ser especifico, linear, preciso, exato
demonstrando que pode ser usado para quantificar a talidomida liberada
da forma farmacéutica comprimido de 100 mg;

O perfil de dissolugdo, com comprimidos B-talidomida ndo alcancaram

os critérios de dissolugao para o método proposto;
O método de dissolugao desenvolvido (1 L) apresenta maior praticidade

quando aplicado na rotina de controle de qualidade e apresenta
resultados similares (f1 e f2) quando comparados ao Método USP (4L);
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O método de dissolucdo proposto neste trabalho mostrou ser
discriminativo, sendo uma importante alternativa ao método oficial para o

controle de qualidade dos comprimidos de talidomida;

O método UPLC-DAD desenvolvido e validado para quantificacdo da
talidomida no estudo de estabilidade sob condi¢des de estresse forcado

apresentou ser linear, preciso, exato e robusto;

O método de UPLC-DAD desenvolvido foi especifico para separar os

produtos de degradacao da talidomida;

A talidomida ndo apresentou fotossensibilidade e o método usado para
avaliar a fotoestabilidade apresentou ser seletivo;

A talidomida nao apresentou degradac¢ao quando exposta a temperatura
de 60 °C;

Trés produtos majoritarios de degradagédo, a-(o-carboxibenzamido)
glutarimida, acido 2- e 4-(o-carboxibenzamido) glutardmico (mais
polares) foram observados em condi¢des alcalinas (NH4OH 0,1 e 0,01
M);

UPLC-MS/MS mostrou ser eficiente para sugerir os produtos da

degradacao da talidomida sob condi¢cdes de estresse alcalina;

A taxa de degradacdo, assim como os compostos formados pela

degradacao sao pH dependentes;
O estudo da fisica da compressao para os polimorfos da talidomida

apresentou diferencas do comportamento compressional destes
polimorfos;
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O polimorfo a apresentou melhor indice de coesdao e comportamento

mais plastico (menor Py), quando comparado ao polimorfo B;

« Sob aspectos tecnoldgicos, o polimorfo B apresentou tendéncia a

laminagao, provavelmente em funcao da recuperacéo elastica;

* O melhor desempenho de compressibilidade foi obtido pelo polimorfo a,

mais favoravel a compressao direta.
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