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RESUMO

Desenvolvimento e validacao de métodos analiticos e estudo de estabilidade
de etexilato de dabigatrana em capsulas

Etexilato de dabigatrana (DAB) é um pro-farmaco da dabigatrana disponivel
para administracdo oral. DAB é um inibidor direto da trombina, desenvolvido para
prevencao de acidente vascular cerebral e embolia sistémica em pacientes com
fibrilacao atrial e para a prevengao de eventos tromboembdlicos em pacientes que
se submeteram a cirurgia de artroplastia total de joelho e de quadril. Atualmente, ndo
h&a métodos publicados para a andlise qualitativa e quantitativa e estudos de
estabilidade de DAB em céapsulas. Portanto, inicialmente, a caracterizacdo da
substancia quimica de referéncia foi realizada por espectrometria de massas (EM),
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de 'H e calorimetria exploratéria diferencial. Os métodos por
cromatografia em camada delgada, CLAE utilizando detectores UV, CAD e EM
foram usados para identificar o farmaco nas capsulas. Na sequéncia, foram
desenvolvidos métodos empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detector ultravioleta (CLAE-UV) e detector aerossol carregado (CLAE-
CAD) para a quantificacdo de DAB em capsulas. Os mesmos foram validados,
avaliando-se parametros como especificidade, linearidade, precisdo, exatidao,
robustez e limites de deteccdo e quantificacdo. Os métodos foram comparados
estatisticamente por ANOVA e nenhuma diferenga estatisticamente significante foi
encontrada entre os mesmos. O estudo de estabilidade de DAB frente a degradacao
térmica foi investigado. Através dos métodos por CLAE-UV e CLAE-EM pode-se
propor a identidade dos produtos de degradacdo formados, sem processo de
isolamento ou purificacdo. Adicionalmente, a cinética de degradacdo do DAB e a
citotoxicidade das amostras degradadas também foram estudadas. O estudo de
cinética de degradaco térmica apresentou cinética de primeira ordem (R° = 0,9900).
Além disso, nenhuma evidéncia de citotoxicidade in vitro em estudo utilizando
células mononucleares humanas foi observada. Desse modo estabeleceram-se
procedimentos que podem ser aplicados para aprimorar o controle de qualidade,

contribuindo para assegurar a eficacia terapéutica de produtos a base de DAB.
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ABSTRACT

Development and validation of analytical methods and stability study of
dabigatran etexilate in capsules

Dabigatran etexilate (DAB) is an orally available prodrug of dabigatran. DAB is
a direct thrombin inhibitor, developed for stroke and systemic embolism prevention in
patients with atrial fibrillation and prevention of venous thromboembolic events in
patients who have undergone elective total hip replacement or total knee
replacement surgery. Currently, there are no methods published for the qualitative
and quantitative analysis and stability study of DAB in capsules. Thus, initially, the
characterization of the chemical reference substance was performed by mass
spectrometry (MS), infrared spectroscopy, 'H nuclear magnetic resonance
spectroscopy and differencial scanning calorimetry. The methods by thin-layer
chromatography, LC using UV and CAD detector and LC-MS were used to identify
the drug in capsule. High performance liquid chromatographic (LC) methods were
developed for the assessment of dabigatran etexilate (DAB) in capsules with
ultraviolet detector (LC-UV) and charged aerosol detector (LC-CAD). They were
validated by evaluating parameters such as specificity, linearity, precision, accuracy,
robustness and limits of detection and quantitation. The methods were compared
statistically by ANOVA and no statistic difference was found between them. The
stability study of DAB under thermal condition was investigated. The degradation
products formed were analyzed by LC-UV and LC-MS methods and it’s identify could
be suggested, without isolation or purification process. Additionally, the thermal
degradation kinetic of DAB and the cytotoxicity of the degraded samples were also
studied. The kinetics results could be best described as first-order process (R® =
0.9900). No evidence of cytotoxicity in human mononuclear cell was observed for
drugs degraded samples. So, procedures which can be applied to improve the quality

control and contribute to ensure the therapeutic efficacy of products containing DAB.

Keywords: charged aerosol detector, dabigatran etexilate, degraded products liquid

chromatography, stability-indicating methods, validation.
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1. INTRODUCAO







Tromboembolismo venoso (TEV) € uma potencial complicacdo de alto risco,
que ocorre em 10 a 40% dos pacientes submetidos a alguma cirurgia geral e em 40
a 60% dos pacientes submetidos a cirurgia ortopédica maior, particularmente
comum apo6s a artroplastia total de joelho e quadril (BECATTINI; VEDOVATI;
AGNELLI, 2012; FUJI et al., 2010).

A fibrilagao arterial (FA) é responséavel pelo maior risco de acidente vascular
cerebral (AVC), sendo a incidéncia em pacientes com FA nao valvular de duas a
sete vezes maior que na populacdo em geral (MAEGDEFESSEL et al., 2010). O
progressivo aumento na expectativa de vida da populacdo tornou cada vez mais
evidente o seu impacto e o 6nus nos sistemas de saude. Em média, 10% da
populacdo com mais de 80 anos desenvolve essa arritmia cardiaca, com mais de
75% destes apresentando moderado a alto risco de embolia (BENDEL; BONA;
BAKER, 2011; MANNUCCI; NOBILI; GARATTINI, 2012).

A terapia antitrombdtica representa um papel muito importante na prevencao
e tratamento destas desordens tromboembdlicas. Uma profilaxia com agentes
adequados reduz a ocorréncia, assim como a mortalidade (BLECH et al., 2008). No
entanto, os agentes antitrombéticos atualmente disponiveis apresentam certas
limitacoes. Os antagonistas orais da vitamina K (AVK), como a varfarina, apresentam
farmacocinética ndo previsivel e mostram inUmeras interagbes com outros farmacos
e alimentos, necessitando de constante monitoramento laboratorial. J& as heparinas
nao fracionadas (HNF) e as heparinas de baixo peso molecular (HBPM), entre
outras desvantagens, requerem administracdo parenteral (BLECH et al., 2008;
GINSBERG et al., 2009; STANGIER et al., 2005; STANGIER et al., 2007).

Por estas razdes o tratamento farmacoldgico dos disturbios tromboembdlicos
tem testemunhado significantes avangos. Os novos farmacos antitrombéticos, como
o etexilato de dabigatrana, os quais agem inibindo um Unico fator da cascata de
coagulacao, a trombina ou o fator Xa, apresentam caracteristicas que os tornam
mais efetivos e de mais facil administracdo que os tradicionais. InUmeros estudos
clinicos indicam que os inibidores da trombina ou do fator Xa sao altamente
eficientes para a prevencdo de tromboembolismo (ERIKSSON et al., 2004;
FRANCHINI & MANNUCCI, 2009; HYERS, 2003).



Em relagdo ao DAB, o mesmo € um pro-farmaco rapidamente absorvido e
convertido em dabigatrana, que age como um inibidor direto da trombina (IDT). Visto
que a trombina possibilita a conversao de fibrinogénio em fibrina durante a cascata
de coagulagdo, a sua inibicao previne o desenvolvimento de distarbios
tromboembdlicos (ERIKSSON et al.,, 2005).

Em marco de 2008, a EMA (European Medicines Agency) aprovou o DAB nas
concentracdes de 75 e 110 mg para a prevencao de eventos tromboembdlicos apds
artroplastia total de joelho e quadril. Em julho do referido ano foi aprovado pela
ANVISA nas mesmas concentracbes e indicacdo. O FDA (Food and Drug
Administration) o aprovou em outubro de 2010, com a indicacdo de prevencao de
acidente vascular cerebral em pacientes com FA na concentragdo de 75 e 150 mg.
Este foi o primeiro anticoagulante de uso oral aprovado nos EUA nos ultimos 50
anos. Essa nova indicagdo também foi aprovada pela EMA e pela ANVISA em
agosto de 2011 nas concentragdes de 110 e 150 mg. (BENDEL; BONA; BAKER,
2011; GANETSKY et al., 2011) .

O controle de qualidade é responsavel pela avaliacdo de inumeras
propriedades que conferem a confiabilidade aos medicamentos, desde a matéria-
prima até o produto acabado, atuando no desenvolvimento e validacdo de métodos
analiticos, nos estudos de estabilidade de formulacdes e na analise de produtos de
degradacdo. Sendo assim, métodos analiticos confiaveis, que atendam as
legislagdes vigentes, sdo imprescindiveis para a correta identificacdo e
determinacao quantitativa do produto farmacéutico.

Destaca-se que o DAB ndo possui monografia em compéndios oficiais, nem
registros disponiveis para determinacdes quantitativas em matéria-prima ou produto
acabado, bem como relatos sobre sua estabilidade. Sendo assim, a validacao de
métodos analiticos para realizagdo do controle de qualidade do farmaco em
capsulas, possibilitando a analise qualitativa e quantitativa, além do estudo de
estabilidade justificam a realizagdo deste trabalho. Por estas razdes, este estudo
contribui para aprimorar a area de controle da qualidade, assim como a seguranca e
eficacia terapéutica do produto farmacéutico comercializado.



2. OBJETIVOS







2.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analiticos para a determinacado qualitativa e
quantitativa de DAB em capsulas, bem como avaliar a estabilidade do farmaco.

2.2. Objetivos especificos

e (Caracterizar a substancia quimica de referéncia (SQR) do farmaco através da
espectrometria de massas (EM), espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN), espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (1V) e
caloriometria exploratéria diferencial (DSC);

e Desenvolver métodos qualitativos para identificacdo de DAB nas capsulas por
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-UV) e com detector aerossol
carregado (CLAE-CAD) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM);

e Desenvolver e validar métodos para determinacdo quantitativa de DAB em
capsulas por CLAE-UV e CLAE-CAD;

e Realizar analise estatistica comparativa entre os métodos propostos;

e Avaliar a estabilidade térmica, quimica e fotoquimica do farmaco e determinar
a cinética de degradacgéao térmica;

e Identificar os produtos de termodegradagéo por CLAE-EM;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro de amostras integra e degradada de DAB.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1. Aspectos gerais

Disturbios tromboembdlicos venosos e arteriais sdo ainda a mais frequente
causa de morte e incapacidade em paises de alta renda, e sua incidéncia esta
aumentando drasticamente também em paises de média e baixa renda (FRANCHINI
& MANNUCCI, 2009).

A trombose € definida como a formacédo de um coagulo sanguineo em um
vaso sanguineo ou cavidade do coracao; ja o tromboembolismo se caracteriza por
coagulos que se deslocam através da corrente sanguinea, e que podem se alojar
em um vaso sanguineo bloqueando a circulacdo (MAEGDEFESSEL et al., 2010).
Mais de 15% dos pacientes hospitalizados em razdo de alguma doenca aguda
desenvolvem um disturbio tromboembdlico, entre eles a trombose venosa profunda
e a embolia pulmonar. Estas se caracterizam por serem complicagdes graves e que
representam uma fonte importante de morbidade e mortalidade ao redor do mundo,
podendo, sob a forma de embolia pulmonar massiva, causar morte subita (HYERS,
2003).

O tromboembolismo venoso é particularmente comum apds cirurgia de
substituicdo total de quadril ou joelho ou de quadril fraturado. Historicamente, apds
submissao a algum destes procedimentos, na auséncia de tromboprofilaxia, mais de
50% dos pacientes desenvolvem trombose venosa profunda. Ressalta-se ainda, que
a embolia pulmonar aguda é a primeira causa de morte apds cirurgia ortopédica
maior, estando na faixa de 3 a 28%. Além disso, muitos casos de TEV sintomaticos
manifestam-se apoOs alta hospitalar e sdo a razdo mais comum para readmissao
hospitalar ap6s procedimentos ortopédicos (BECATTINI; VEDOVATI; AGNELLI,
2012; ERIKSSON et al., 2004; FUJI et al., 2010; HYERS, 2003; MAEGDEFESSEL et
al., 2010).

Em razdo disso, uma tromboprofilaxia agressiva utilizando farmacos
antitrombéticos € recomendada e largamente utilizada ao redor do mundo em
pacientes submetidos a este e outros procedimentos ortopédicos maiores (FUJI et
al., 2010).
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Embora muitas vezes a trombose venosa esteja associada a algum trauma ou
cirurgia recente, em 50 a 70% dos casos sintomaticos ela ocorre em pacientes
hospitalizados, que geralmente estdo imoéveis ou acamados. Estudos demonstram
que pacientes hospitalizados de alto risco que ndo recebem terapia anticoagulante
preventiva podem desenvolver trombose isolada. Mesmo na auséncia de uma
doenca critica, a falta de mobilidade pode levar a estase venosa e TEV, como ocorre
em viagens de avido de longa distancia (MAEGDEFESSEL et al., 2010).

A fibrilacdo atrial € a mais comum arritmia cardiaca observada na pratica
clinica, afetando aproximadamente 1,5 milhées de pessoas na Europa, 2,2 milhdes
de pessoas na América. No Brasil é avaliado em mais de um milhdo de pessoas,
uma prevaléncia extremamente alta (MAEGDEFESSEL et al, 2010;
NIESPIALOWSKA-STEUDEN; MARKIDES; GOROG, 2012). E estimado que um em
cada quatro individuos com 40 anos ou mais ira desenvolver pelo menos um
episédio durante a vida. A FA é mais comumente idiopatica na juventude, mas com
0 aumento da idade é frequentemente associada com insuficiéncia cardiaca, doenca
arterial coronariana, doenga cardiaca valvular, cardiomiopatia, diabetes e
hipertensao arterial (NIESPIALOWSKA-STEUDEN; MARKIDES; GOROG, 2012;
SPINLER, 2013).

A prevaléncia desta arritmia aumenta acentuadamente com o aumento da
idade, sendo incomum em individuos com menos de 50 anos (MAEGDEFESSEL et
al.,, 2010). Observa-se que a prevaléncia global de FA na populacdo € de 5%,
aumentando de 0,7% na idade entre 55 e 59 anos para 17,9% naqueles acima de 85
anos, embora a prevaléncia possa ser maior, devido ao subdiagnéstico. A média de
idade dos pacientes com FA é 72 anos (BENDEL; BONA; BAKER, 2011).

Na FA a fungcdo mecanica contratil dos atrios é perdida, resultando na
estagnacdo do sangue no atrio, aumentando a propensao para a formacdo de
trombos localizados. Um trombo cardiaco é formado in situ principalmente por
células vermelhas e fibrinogénias, ja os trombos atriais sdo formados com alta
proporcao de plaquetas. Tais trombos no atrio esquerdo ou no apéndice atrial
esquerdo podem sofrer embolizacdo, na maioria das vezes resultando em AVC

isquémico ou manifestando-se como embolia arterial periférica, causando isquemia
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aguda nos membros ou embolia mesentérica (NIESPIALOWSKA-STEUDEN;
MARKIDES; GOROG, 2012).

A principal causa de incapacidade séria, de longo prazo e de morte nos
paises desenvolvidos esta associada ao AVC. A incidéncia € mais alta em idosos,
com a taxa de mortalidade duplicada a cada 10 anos na faixa etaria entre 55 e 85
anos, sendo que, aproximadamente 75% das mortes por AVC ocorrem em
individuos com mais de 65 anos de idade (NIESPIALOWSKA-STEUDEN;
MARKIDES; GOROG, 2012). O AVC €& um evento drastico, sendo que
aproximadamente 20% dos pacientes morrem na fase aguda, 40% durante o
primeiro ano apds o evento e 40% desenvolvem incapacidade severa (MANNUCCI;
NOBILI; GARATTINI, 2012.

Uma correta profilaxia antitrombética, utilizando agentes anticoagulantes,
pode reduzir os casos de TEV sintomaticos e assintomaticos, assim como a
mortalidade na maioria dos pacientes sob risco de TEV (BECATTINI; VEDOVATI,
AGNELLI, 2012).

O tratamento da FA envolve vérios fatores, entre eles o controle do ritmo
cardiaco, a eliminacdo do fator de risco cardiovascular coexistente, e o mais
importante, uma terapia antitrombética com a funcao de reduzir o risco de AVC. Os
farmacos antitrombéticos, que inibem a coagulagdo ou a funcdo plaquetéria,
exercem papel chave no controle desta arritmia, reduzindo a incidéncia de morte e
de eventos cardioembdélicos (BECATTINI; VEDOVATI; AGNELLI, 2012; FRANCHINI
& MANNUCCI, 2009; NIESPIALOWSKA-STEUDEN; MARKIDES; GOROG, 2012).

O uso difundido de anticoagulantes para o tratamento e prevencdo de TEV
comecgou apenas ha 50 anos, sendo os Unicos agentes terapéuticos efetivos
disponiveis na época HNF e anticoagulantes orais severos (HYERS, 2003).

A heparina foi descoberta em 1914 por Jay MclLean, um estudante de
medicina de 24 anos, e introduzida na pratica clinica apenas na década de 1940. A
hirudina foi isolada a partir da saliva de sanguessugas e recentemente, no ano de
2000, tornou-se um agente terapéutico (SAMAMA & GEROTZIAFAS, 2010).
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Os AVK tém sido utilizados desde os anos 50 do século passado, e ainda sao
recomendados como terapia antitrombética em longo prazo pelos guias atuais. Sao
utilizados principalmente em pacientes com FA e moderado a alto risco de AVC
(BENDEL; BONA; BAKER, 2011; SAMAMA & GEROTZIAFAS, 2010).
Tradicionalmente a opcéo de tratamento antitromboético oral é a varfarina, o mais
comum AVK, que reduz o risco relativo de AVC em 68% quando comparado ao
placebo. Apesar de ser extremamente eficiente, a varfarina € usada somente em,
aproximadamente, 50% dos pacientes, isto devido ao risco de hemorragia,
especialmente em idosos (MAEGDEFESSEL et al, 2010; NIESPIALOWSKA-
STEUDEN; MARKIDES; GOROG, 2012).

Embora os beneficios da varfarina estejam bem estabelecidos, em um amplo
espectro de disturbios tromboembdlicos, o seu uso € dificultado por numerosas
limitac6es. Entre estas: o atraso no inicio e no fim da acéo, a janela terapéutica
estreita, a variacao genética do metabolismo e a interacdo com alimentos e outros
farmacos, o que requer frequente monitoramento e ajuste de dose. Como a
varfarina, a HNF é altamente eficaz, mas também apresenta um numero de
limitagdes que restringem o seu uso clinico. Entre as principais estdo: a via de
administracao (principalmente venosa), sua significante ligagdo com proteinas
plasmaticas e endoteliais, necessidade de monitoramento laboratorial, risco de
osteoporose e de abandono de tratamento devido a complicagdes tromboembdlicas
associadas com trombocitopenia induzida por heparina (ERIKSSON et al.,, 2005;
FRANCHINI & MANNUCCI, 2009; STANGIER et al., 2005).

As limitagbes da varfarina e HNF levaram ao desenvolvimento de novos
anticoagulantes para a prevencdo e tratamento do tromboembolismo venoso e
arterial (FRANCHINI & MANNUCCI, 2009). No inicio da década de 80, foi introduzida
na Europa a HBPM, derivada da fragmentacao ou despolimerizacao da HNF através
de procedimento quimico ou enzimatico, resultando em cadeias de menor
comprimento, préximo de 5000 Daltons versus os 25000 Daltons das HNF (HYERS,
2003; SAMAMA & GEROTZIAFAS, 2010). A HBPM tem progressivamente
substituido a HNF, pois apresenta similar ou maior eficacia e segurancga, além de
numerosas vantagens, como tempo de meia vida mais longo e uma dose-resposta

mais previsivel, a qual permite uma dosagem ajustada ao peso do paciente, sem a
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necessidade de monitoramento laboratorial. No entanto, o uso de HBPM é ainda
associado com o risco de trombocitopenia induzida por heparina, embora em grau
muito menor que a HNF, e a necessidade de administracdo parenteral
(principalmente subcutanea) tornando seu uso muitas vezes restrito ao ambiente
ambulatorial (ERIKSSON et al., 2005; FRANCHINI & MANNUCCI, 2009).

Apesar do progresso que o uso da HBPM trouxe a pratica clinica, os
anticoagulantes disponiveis apresentavam importantes limitacées, ndo atendendo ao
critério de farmaco ideal para a tromboprofilaxia em longo prazo de FA, o que
estimulou o desenvolvimento de novas moléculas anticoagulantes (MANNUCCI;
NOBILI; GARATTINI, 2012; SAMAMA & GEROTZIAFAS, 2010).

Devido as caracteristicas epidemiolégicas da FA e sendo o acidente vascular
uma das principais causas de morte e incapacidade, durante a ultima década, o
interesse em anticoagulantes tem crescido bastante. Isto pode ser confirmado pelo
grande numero de farmacos submetidos a estudos pré-clinicos e clinicos.
Particularmente, as pesquisas foram focadas em novos agentes com sitio de acéao
especifico em etapas da cascata de coagulacdo. A maioria dos farmacos atualmente
pesquisados apresenta a grande vantagem de ser administrada oralmente, em dose
fixa (FRANCHINI & MANNUCCI, 2009; MAEGDEFESSEL et al., 2010).

Na busca do farmaco antitrombético ideal, alguns pontos devem ser
analisados: a taxa de prevencdo de embolia cardiovascular e acidente vascular
isquémico deve ser alta ou pelo menos equivalente aquela apresentada pelo padrao
ouro, a varfarina; o risco de sangramento deve ser pequeno, particularmente no que
diz respeito a hemorragia no sistema nervoso central ou outros alvos criticos; a nao
necessidade de monitorizacao laboratorial constante; menor ou nenhuma interacao
com outros farmacos e/ou alimentos; financeiramente apresentar igual ou menor
custo (MANNUCCI; NOBILI; GARATTINI, 2012; SPINAR, 2013).

Enquanto AVK inibem a funcdo coagulante de todos os fatores vitamina K
dependentes, Il, VII, IX e X, os novos farmacos tém alvos simples e especificos,
agindo em diferentes etapas do sistema de coagulacdo. As pesquisas clinicas mais
satisfatorias resultaram em inibidores do fator Xa e da trombina, os quais séo etapas

chaves no mecanismo de formacdo de trombos (Figura 3.1). Outra potencial
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vantagem destes compostos é que também inibem as moléculas da trombina e fator
Xa adsorvidas nos trombos, enquanto AVK e os anticoagulantes tradicionais inibem
somente enzimas de coagulacdo que estdo livremente presentes na circulacéao
(FRANCHINI & MANNUCCI, 2009; GANETSKY et al., 2011; MANNUCCI; NOBILI;
GARATTINI, 2012).

FIGURA 3.1. Cascata de coagulagdo - adaptado de SAMAMA & GEROTZIAFAS,

2010.
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A trombina, que catalisa a formacao de fibrina, € o mais potente ativador
fisioldgico da agregacao plaquetaria. Esta envolvida na formacéao de trombos, que
contribuem para a trombose venosa profunda, infarto do miocardio e AVC (BENDEL;
BONA; BAKER, 2011). Em funcéao disso, a trombina apresenta um papel chave nos
eventos tromboembdlicos, sendo sua inibigdo o alvo terapéutico principal em
numerosos estudos clinicos (LIESENFELD et al., 2006; STANGIER et al., 2005;
STANGIER et al., 2007).

A necessidade de um agente antitrombaético oral efetivo e bem tolerado, com
propriedades farmacologicas mais previsiveis, combinado com o aumento do
reconhecimento de que a trombina é a enzima chave na cascata de coagulacao
sanguinea e na trombogénese, tem levado ao desenvolvimento de uma nova classe
de agentes antitromboéticos, com agado diretamente na trombina. Ao contrario da
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varfarina e da heparina, os IDT sédo capazes de inibir a trombina livre e também a
ligada a fibrina, permitindo assim a inibicdo mais eficaz da coagulacdo (STANGIER
et al., 2007).

O IDT mais estudado no momento € o DAB, um pré-farmaco administrado
oralmente, que quando absorvido pelo trato gastrointestinal € rapidamente
convertido para a forma ativa dabigatrana, que se liga a trombina com alta afinidade
e especificidade, agindo como antitrombético (ERIKSSON et al., 2005; FRANCHINI
& MANNUCCI, 2009).

3.2. Etexilato de dabigatrana
3.2.1. Descricao

O pré-farmaco etexilato de dabigatrana estd na forma de um sal mesilato
(Figura 3.2) e apresenta as seguintes caracteristicas (EMA, 2008; DRUGBANK,
2013; BOEHRINGER-INGELHEIM, 2013):

= Aspecto: p6 cristalino branco amarelado a amarelo;

= Nome quimico: metanossulfonato de etil N-{[2-({[4-((E)amino{[(hexiloxi)
carbonila] imino} metil) fenillamino] metil)-1-metil-1H-benzimidazol-5-il]

carbonila}-N-piridina-2-il-B-alaninato;
»=  Formula molecular: C3sH41N7O5-CH4SOs3;
» Massa molecular: 723,83 (sal) e 627,75 (base livre);
= Denominagdo Comum Internacional (DCI): dabigatran etexilate;
= Denominagdo Comum Brasileira (DCB): etexilato de dabigatrana;

» Registro no Chemical Abstracts (CAS): 593282-20-3 (sal) e 211915-06-9
(base livre);

» Solubilidade: muito soluvel em metanol, soluvel em etanol, moderadamente
soluvel em isopropanol, levemente soluvel em acetona e praticamente

insolUvel em acetato de etila, tolueno e n-hexano.
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FIGURA 3.2. Estrutura quimica do mesilato de etexilato de dabigatrana.
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3.2.2. Aspectos farmacoldgicos

DAB é um novo anticoagulante de uso oral, univalente e de baixo peso
molecular, que liga-se ao sitio ativo na molécula de trombina, inibindo a mesma
competitiva e reversivelmente com concentragcdo dependente. Ao contrario da
heparina, age independentemente da antitrombina e inibe tanto a trombina
plasmatica livre quanto a ligada a fibrina (ERIKSSON et al., 2005; EZEKOWITZ &
NAGARAKANTI, 2011; GANETSKY et al., 2011; LIESENFELD et al., 2006).

A trombina, uma serina-protease tipo tripsina, desempenha um papel central
nos processos de trombose e hemostase. Sendo assim, entender seu papel na
coagulacao é fundamental para a discussdo do mecanismo de acao do DAB e
outros anticoagulantes (GANETSKY et al., 2011; LIESENFELD et al., 2006).

Uma injuria endotelial resulta na exposi¢ao do fator tecidual, o qual interage
com o fator VII ativado para iniciar a cascata de coagulacdo (Figura 3.1)
(LIESENFELD et al., 2006). A etapa chave na cascata de coagulag¢do do sangue é a
trombina, exibindo tanto propriedades pré-coagulante quanto anticoagulante; é o
fator principal na iniciacdo e propagacao de disturbios trombéticos através da
catalise da formagéo da fibrina a partir do fibrinogénio. A trombina ativa os fatores de
coagulacao V, VIII, Xl e Xlll da cascata de coagulacao permitindo a formagéo do

trombo. Também estimula a agregacao plaquetaria pela ativagdo de receptores
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ativados por proteases na superficie das plaguetas. Dado o papel chave da trombina
nos eventos trombdticos, sua inibicAo representa um alvo terapéutico para
numerosos disturbios tromboembdlicos (GANETSKY et al., 2011).

3.2.3. Aspectos farmacocinéticos

DAB é um pré-farmaco rapido e completamente convertido no farmaco
principal dabigatrana, por meio de hidrdlise, catalisada por esterases plasmaticas
nao especificas (Figura 3.3). A diferenca entre a dabigatrana e o seu pro-farmaco é
um grupo etila ligado ao acido carboxilico e uma cadeia lateral hexiloxicarbonila na
amina. Ambas sdo cadeias hidrofébicas que facilitam a sua absor¢cdo (EBNER;
WAGNER; WIENEN, 2010; EZEKOWITZ & NAGARAKANTI, 2011).

FIGURA 3.3. Hidrélise metabdlica do pro-farmaco DAB em dabigatrana — adaptado
de EBNER; WAGNER; WIENEN, 2010.
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O perfil farmacocinético da dabigatrana em voluntarios sadios é caracterizado
pela concentracdo plasmatica maxima (Cma) em torno de duas horas apéds
administracao e pela disposicao bi-exponencial da fase de eliminacao. O tempo de
meia vida terminal & de 14-17 horas apds a administracdo de mdltiplas doses e o
estado de equilibrio € atingido trés dias ap6s o inicio do tratamento com duas
administragdes diarias (ERIKSSON et al., 2005; LIESENFELD et al,, 2006). Os
parametros farmacocinéticos de Cns € area sob a curva (ASC) aumentam
proporcionalmente com a dose, indicando que a dabigatrana apresenta
farmacocinética linear na faixa de concentracdo de 10-400 mg (STANGIER et al.,
2007).

Isoenzimas do citocromo P450 n&o sdo envolvidas no metabolismo do DAB e
da dabigatrana, ou seja, ndo induzem ou inibem a atividade enzimatica (STANGIER
et al., 2005). O farmaco é eliminado principalmente ndo alterado através de
excrecao renal; apés administracdo intravenosa da dabigatrana, a recuperacao
urindria € de, aproximadamente, 80% da dose (ERIKSSON et al, 2005;
LIESENFELD et al., 2006).

A biodisponibilidade absoluta da dabigatrana, quando administrada como pré-
farmaco DAB, é de 5%. A variabilidade interindividual de voluntarios sadios
demonstrou ser baixa, com coeficiente de variacdo (CV) do Cnax € da ASC
usualmente menor que 30%. J& a variabilidade intraindividual foi muito menor,
apresentando um CV entre 6 e 14% (ERIKSSON et al., 2005; LIESENFELD et al.,
2006; STANGIER et al., 2005).

Quando co-administrado com alimentos o DAB apresenta um atraso na
absorcdo, com um T médio aumentando de duas para quatro horas. Ja a ASC e o
Cmax nao foram alterados no estado alimentado, em comparacdo a condicdo de
jejum. Como DAB requer um ambiente acido para sua absor¢do, um estudo foi
realizado administrando pantoprazol como pré-tratamento. O resultado demonstrou
uma diminuicdo nos parametros de ASC e Chax, uma variabilidade interindividual
maior enquanto o Tnax permaneceu inalterado (STANGIER et al., 2005).

20



3.2.4. Eventos adversos

O sangramento é o evento adverso mais relevante ap6s uso do DAB.
Dependendo da indicacdo, sangramento de qualquer tipo ou gravidade ocorreu em
cerca de 14% dos pacientes tratados em curto prazo, apos cirurgia de artroplastia
total de quadril ou joelho. Em tratamento de longo prazo, uma média anual de
16,5% dos pacientes com fibrilacdo atrial tratados para prevencéao de AVC e embolia
sistémica tiveram sangramentos. Apesar da rara frequéncia nos estudos clinicos,
sangramentos graves podem ocorrer e, independentemente, da sua localizacao,
podem levar a incapacitacdo, risco de vida ou mesmo evolugdo fatal
(BOEHRINGER-INGELHEIM, 2013).

Em estudos clinicos, o evento adverso mais comum observado foram
desordens gastrointestinais, como a vémito, diarreia, nausea, seguidas de
desordens gerais, como fadiga, edema e dores de cabeca (SPINLER, 2013).

3.3. Literatura analitica envolvendo DAB

Na literatura, nado foi encontrada nenhuma informacdo referente a
determinacao quantitativa de DAB em matéria-prima e formulagcdes farmacéuticas.
Existem artigos relacionados a estudos clinicos e farmacocinéticos que relatam a
determinacao do farmaco em fluidos bioldgicos, utilizando CLAE-EM, sendo que
todos descrevem brevemente a mesma metodologia, e ndo trazem os dados de
validacdo de método (LIESENFELD et al., 2006; STANGIER et al., 2005; STANGIER
et al., 2008; TROCONIZ et al., 2007).

Sao relatados ainda estudos de metabolismo e distribuicdo de dabigatrana,
através de um método por CLAE com deteccdo de radioatividade (BLECH et al.,
2008) e CLAE-EM (HU et al., 2013). Além dos artigos publicados por nosso grupo
(BERNARDI; FROEHLICH; BERGOLD et al., 2013a; BERNARDI et al., 2013b),
existe um Unico artigo que descreve um método para determinacao de dabigatrana
em plasma por CLUE-EM/EM completamente validado, na faixa de 2-500 ug/L,
publicado apés o inicio de desenvolvimento desta tese (DELAVENNE et al., 2012).
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3.4. Métodos analiticos para avaliacao quantitativa de farmacos

A utilizacao de métodos analiticos é imprescindivel para que o controle de
qualidade possa garantir a seguranca, eficacia e qualidade total de um
medicamento. Sao véarias as metodologias e técnicas analiticas utilizadas na
identificacdo, caracterizacdo e quantificagdo de substancias, sendo escolhidas
avaliando-se fatores relativos a substancia, como também do método empregado
(RIBANI et al., 2004).

Segundo o ICH (2006a), a definicdo de qualidade de medicamento é “a
adequacao de qualquer farmaco ou espécie medicamentosa para o uso pretendido,
incluindo atributos como identidade, poténcia e pureza”. Do ponto de vista
farmacéutico, identidade, poténcia e pureza sdo certamente os elementos principais
da eficacia e seguranca do uso de medicamentos. O principal objetivo de todos os
envolvidos com farmacos nos laboratérios de controle de qualidade, nas industrias
farmacéuticas ou nas agéncias reguladoras sempre é contribuir para a seguranca e
eficiéncia da terapia medicamentosa, através do controle destes atributos (GOROG,
2008; ICH, 2006a).

No entanto, devido a falta de métodos seletivos na primeira metade do século
passado, este objetivo ndo pode ser completamente atingido, pois os métodos
analiticos predominantes na analise de farmacos (titulacao e espectrofotometria) ndo
apresentavam seletividade. A mudanca de paradigma, a partir dos anos 50, resultou
no desenvolvimento e rapida propagacao de técnicas cromatograficas seletivas,

sensiveis e robustas.

As técnicas de separacdo, tais como cromatografia gasosa, CLAE e
eletroforese capilar, vém se destacando na quimica analitica pela capacidade de
realizarem analises qualitativas e quantitativas em amostras ambientais,
farmacéuticas, bioldgicas e em alimentos (RIBANI et al., 2004). Destaca-se a grande
capacidade destas técnicas, de separar e quantificar compostos com alta precisao e
exatidao.

A determinacdo de teor é parte integrante das monografias farmacopeicas
para farmacos e produto acabado, sendo um parametro chave para a avaliacdo da
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conformidade do medicamento com as especificacées definidas (ALMELING; ILKO;
HOLZGRABE, 2012). Ao avaliar-se teor é imprescindivel a aplicacdo de um método
analitico indicativo de estabilidade, ou seja, um método analitico capaz de separar,
detectar e quantificar o produto principal sem a influéncia de impurezas e/ou
produtos de degradacdo, que podem se originar de processos de producao,
embalagem e/ou armazenamento. Os métodos de andlises quantitativos devem ser,
por sua vez, adequadamente validados (BOUABIDI et al., 2010; ICH, 2003; ICH,
2006a; ICH, 2006Db).

O acompanhamento da estabilidade de farmacos e medicamentos esta
condicionado ao emprego de métodos de anadlise especificos, que nao sofram
interferéncia dos produtos de degradacdo, e que estejam validados para tal
utilizacdo. Metodologia que nao garanta esta diferenciacdo nado deve ser utilizada,
ou seja, ndo é adequada para verificar se 0 medicamento é estavel. Segundo o
Q1A-ICH, depois de submetidas aos estudos de estabilidade, as substancias devem
ser analisadas por métodos validados indicativos de estabilidade. Os estudos de
estabilidade poderdo indicar alteragcdes no farmaco durante o armazenamento
podendo estas influenciar a qualidade, seguranca e/ou eficacia (BAKSHI & SINGH,
2002; CARSTENSEN & RHODES, 2000).

Segundo o FDA (1998) métodos indicativos de estabilidade sdo definidos
como “métodos analiticos quantitativos validados que podem detectar as mudancgas
em funcdo do tempo, das propriedades quimicas, fisicas e microbioldgicas da
matéria-prima e do produto acabado e que sado especificos. Assim, o teor da
substancia ativa, do produto de degradacao ou outro componente de interesse

podera ser medido com precisdo, sem interferéncias”.

Uma abordagem correta do desenvolvimento de método indicativo de
estabilidade deve envolver o estudo de degradacao forcada do farmaco nos estagios
iniciais de desenvolvimento. As amostras degradadas devem ser utilizadas como a
chave do processo de desenvolvimento, pois a degradacédo forcada é um meio
adequado de gerar impurezas, as quais podem ser formadas durante o processo de
producédo ou durante o prazo de validade do medicamento (ALSANTE et al., 2007;
SCHIESEL; LAMMERHOFER; LINDNER, 2012).
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3.4.1. Cromatografia liquida

Desde a descoberta da cromatografia por M.S. Tswett em 1903 até os dias de
hoje, a cromatografia liquida tem apresentado um desenvolvimento impressionante,
devido a suas inumeras vantagens como a andlise quantitativa rapida e precisa,
operagcdo automatizada, sensibilidade de deteccdo e aplicabilidade da técnica a
diversas amostras (ALMELING; ILKO; HOLZGRABE, 2012; DONG, 2006; WATSON,
2005).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo dos componentes
de uma mistura, realizada através da distribuicao destes componentes em duas
fases, que estdo em contato intimo (ARDREY, 2003; COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006; POOLE, 2003).

A utilizacdo da cromatografia liquida baseia-se em diferentes mecanismos de
separacao, sendo eles: cromatografia em fase normal, que é baseada na
adsorcao/dessorcdao do analito na fase estacionaria polar; cromatografia em fase
reversa, cuja separacao é baseada no coeficiente de particdo entre uma fase movel
polar e uma fase estacionaria apolar; cromatografia por troca idnica que é baseada
na presenga de grupamentos ibnicos na fase estacionaria, sendo que estes podem
ser trocadores de cations ou de anions e cromatografia por exclusao, cuja separacao
€ baseada no tamanho das moléculas dos componentes da amostra (DONG, 2006).
A escolha da coluna, da fase mével e do método de deteccao possibilita a variacao
dos mecanismos de separacao, permitindo a utilizacao desta técnica nas diferentes
fases de estudo de produtos farmacéuticos (KAZAKEVICH & LOBRUTTO, 2007).

A CLAE ocupa um lugar de destaque entre os métodos modernos de analise
qualitativa e quantitativa de farmacos e produtos acabados, sendo a técnica mais
utilizada nos ultimos tempos. Diferentes detectores tém sido utilizados, sendo o
detector ultravioleta (UV) ainda o carro-chefe nos laboratérios farmacéuticos, devido
a excelente confiabilidade, baixo custo, facilidade de utilizacdo, repetibilidade,
sensibilidade e aplica¢cdes bem documentadas. De fato, esta técnica foi estabelecida
como padrao, utilizada como comparativo para novas técnicas (ALMELING; ILKO;
HOLZGRABE, 2012; POOLE, 2003; RAO & NAGARAJU, 2003; SWARTZ & KRULL,

1998). Destaca-se ainda a possibilidade de avaliacdo de pureza de pico, através da
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utilizacdo de um detector UV de arranjo de diodos (DAD) que realiza uma varredura
em todos os comprimentos de onda. A CLAE ainda pode ser utilizada acoplada com
outras técnicas instrumentais, como a EM (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

3.4.2. Detector CAD

No passado, varios detectores baseados na evaporacao/aerossol foram
desenvolvidos, como o detector evaporativo de espalhamento de luz. No entanto, a
baixa sensibilidade, a resposta nédo linear e a ocorréncia de picos nao reprodutiveis
em altas concentracbes sao limitagdes claras deste tipo de detector. Felizmente,
novos sistemas de deteccédo baseados neste mecanismo tém sido desenvolvidos em
um passado recente. Dentre eles o detector CAD, o qual foi introduzido em 2002 por
Dixon e Peterson, como um novo tipo de detector para aplicagdes utilizando CLAE
(ALMELING; ILKO; HOLZGRABE, 2012; DIXON, 2002; ZHANG; DAI; CHETWYN,
2010).

O CAD tem como caracteristicas positivas a deteccéo universal de compostos
volateis, resposta independente das propriedades quimicas, ampla faixa de resposta
com sensibilidade de poucos ng até altos pg, boa precisdo para ampla gama de
analitos e operacao simples e confiavel. No entanto, apresenta as limitacoes de ter
resposta variavel em funcdo da composicao da fase mével e nao possibilitar a
verificacdo da pureza do pico cromatografico (VEHOVEC & OBREZA, 2010;
ZHANG; DAI; CHETWYN, 2010).

Neste tipo de detector, depois de ter passado pela separacdo na coluna, o
eluente do cromatégrafo liquido é transferido para o CAD, onde é nebulizado por
meio do efeito de Venturi produzido pelo gas de arraste, tipicamente nitrogénio. Esta
etapa transforma a fase liquida em pequenas goticulas, que s&o carregadas
positivamente pelo gas de nebulizagdo secundario, o qual foi previamente carregado
ao passar por um sistema de alta voltagem. A deteccao das particulas carregadas é
realizada utilizando um eletrémetro altamente sensivel, que opera a medida que as
particulas passam proximo a regidao de descarga positiva (ALMELING; ILKO;
HOLZGRABE, 2012; DIXON, 2002; HUTCHINSON et al, 2010; VEHOVEC &
OBREZA, 2010).
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A operacdo do CAD é simples e requer apenas a definicdo de poucos
parametros de controle, como a pressado do gas de entrada, o intervalo de saida de
sinal e a temperatura. Um pré-requisito importante para a deteccéao por CAD é que o
soluto deve ser menos volatil que a fase mével. Na pratica isso significa que a
escolha dos aditivos da fase movel é limitada e que uma fase mével volatil sempre
deve ser utilizada (ALMELING; ILKO; HOLZGRABE, 2012; GAMACHE et al., 2005;
VEHOVEC & OBREZA, 2010).

Comparado com outros detectores como UV, fluorescéncia ou
amperométrico, a resposta do detector CAD ndo é afetada pelas propriedades
espectrais ou fisico-quimicas da molécula, ou seja, uma resposta similar deve ser
esperada para diferentes compostos, pois se trata de um sistema de deteccao
massa-dependente (ALMELING; ILKO; HOLZGRABE, 2012; HUTCHINSON et al.,
2010; VEHOVEC & OBREZA, 2010). A resposta do CAD depende muito da
propor¢ao de modificador organico na fase movel. Um aumento de sinal de 5-10
pode ser observado quando uma fase moével 100% aquosa é alterada para uma
100% organica. Isto é, devido ao alto conteudo organico na fase mével que gera um
aumento da eficiéncia do transporte do nebulizador, resultando em um grande
namero de particulas atingindo a camara de detecgdo e um alto sinal (ALMELING;
ILKO; HOLZGRABE, 2012; BRUNELLI et al., 2007).

Devido ao seu principio de separacao a resposta do CAD nao é diretamente
linear, tendo uma resposta quadratica em relagdao a concentracao. Porém, a mesma
foi reportada como linear em alguns estudos que apresentam um intervalo estreito
de concentracdo e baixas concentracoes do analito (ALMELING; ILKO;
HOLZGRABE, 2012; JOSEPH & RUSTUM, 2010; VEHOVEC & OBREZA, 2010).

As aplicagcbes do CAD encontradas na literatura sdo bastante diversas
incluindo a analise de acidos graxos, extratos de plantas, polimeros, produtos
cosméticos e andlise de produtos farmacéuticos (ALMELING; ILKO; HOLZGRABE,
2012).

Em 2012, Schiesel e colaboradores desenvolveram um método para a
determinacdo do perfil de impurezas com estruturas desconhecidas em solugdes
nutricionais de uso parenteral, utilizando CAD acoplado com cromatografia liquida.
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Também bases volateis, como trietilamina e hidrazina foram determinadas por
cromatografia liquida acoplada ao CAD, solucionado um problema recorrente, pois
estas ndo apresentam grupamentos cromoéforos para avaliacdo com detector UV
(COHEN; LIU; GONG, 2012).

Na &rea de andlise farmacéutica foram desenvolvidos e validados métodos
utilizando o CAD para determinacao de pancurdnio e suas impurezas (BLAZEWICZ
et. al, 2010), impurezas provenientes de reacdao de Mailard em comprimidos de
memantina (RYSTOV et al, 2011), analise de gabapentina em comprimidos e
capsulas (JIA et al., 2011), identificacdo e controle de impurezas de sulfato de
estreptomicina  (HOLZGRABE et. al, 2011), avaliacdo de estatinas como a
sinvastatina, atorvastatina e lovastatina (NOVAKOVA et al., 2009) entre outras

aplicac6es descritas em literatura.

3.5. Validacao de métodos analiticos

A necessidade de demonstrar a qualidade de medi¢cbes quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. A confirmacao da habilidade de um método analitico para
quantificar € de grande importancia para assegurar a qualidade, seguranca e
eficacia das preparacdes farmacéuticas. Dados analiticos ndao confiaveis podem
conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir
que um novo método analitico gere informacdes confidveis sobre a amostra, ele
deve sofrer uma avaliacdo denominada validagdo, para assegurar que a
metodologia é exata, especifica, reprodutivel e robusta (RIBANI et al., 2004; ROZET
et al., 2007; SHABIR, 2003). Validacao é o ato documentado atestando que qualquer
procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema realmente

conduz aos resultados esperados (BRASIL, 2010).

A validacdo de um método é um processo continuo, que inicia no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo do desenvolvimento da
metodologia, através de calibracbes e qualificacdes de instrumentos e materiais,
além de treinamento adequado de pessoal (RIBANI et al.,, 2004; SHABIR et al.,
2007).
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Para registro de novos medicamentos, os érgaos reguladores do Brasil e do
exterior exigem a validagdo de metodologia analitica. Para isso a maioria deles tem
estabelecido documentos oficiais, que sao diretrizes a serem adotadas em uma
validacdo. Um processo de validacdo bem definido e documentado oferece as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas séo
adequados para o uso desejado (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

Os parametros analiticos normalmente avaliados em uma validacdo de
métodos de separacao sao: especificidade, linearidade, precisao, exatidao, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, adequabilidade do sistema e robustez (RAO &
NAGARAJU, 2003; ROZET et al., 2007).

Além dos ensaios usuais (resisténcia a pequenas e deliberadas modificacdes
nas condicdes experimentais, como por exemplo, mudanca de pH e propor¢cédo de
fase movel, temperatura de andlise, entre outros), a robustez pode ser avaliada
através da realizacdo de estudos fatoriais, como por exemplo, o desenho
experimental de Plackett-Burman (HEYDEN et al, 2001). A utilizacdo dessas
abordagens estatisticas aumentou consideravelmente (MONTGOMERY, 2001). A
possibilidade de variacdo de um numero relativamente grande de fatores em um
namero relativamente pequeno de experimentos torna este tipo de procedimento
atrativo, pois conduz a diminuicdo do custo e tempo total de analise. Além disso, 0s
estudos fatoriais permitem uma completa avaliacdo estatistica dos valores obtidos,
com diversos tipos de gréaficos e, quando aplicados, possuem vantagens em relacao
a metodologia classica, a qual apresenta uma estatistica limitada, baseada na
interpretagdo e experiéncia do analista (HEYDEN et al, 2001; DEJAEGHER &
HEYDEN, 2011; VOGT & KORD, 2011).

Métodos indicativos de estabilidade sdo requeridos para monitorar possiveis
produtos de degradacao que possam surgir devido a interacdes da substancia ativa
com o0s excipientes, processo de producdo, embalagens e/ou armazenamento
inadequado. O método indicativo de estabilidade necessita ser validado e ser
incluido na investigacao e aplicacao de novos farmacos. Estes métodos devem ser
robustos e reunir todos os parametros de validacao requeridos em cada estagio do
desenvolvimento do farmaco e na analise do produto final (BOUABIDI et al., 2010;

ICH, 2003; ICH, 2006a; ICH, 2006b; SEHRAWAT.; MAITHANI; SINGH. 2010).
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3.6. Estudos de estabilidade

A finalidade de um estudo de estabilidade é fornecer informacdes de como a
qualidade da matéria-prima ou do produto acabado varia em fung¢ao do tempo, sob a
influéncia de uma variedade de fatores ambientais, como a temperatura, a umidade
e a luz. Além destes, outros fatores relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composicao, processo de fabricacao, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem podem influenciar a estabilidade do produto. Todas
estas informacdes serdo utilizadas para estabelecer seu prazo de validade ou de re-
teste, além de recomendacdes de condigcdes de armazenamento (BRASIL, 2005;
ICH, 20083).

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

A falta de estabilidade da formulag&o farmacéutica pode levar a perda parcial
ou total da atividade, alteracdo da biodisponibilidade, perda da uniformidade de
conteudo, perda da qualidade microbiol6gica, formacéo de produtos cuja toxicidade
€ elevada, entre outras, afetando sua seguranca e eficiéncia, caracteristicas de
fundamental importdncia na terapéutica. Modificacbes como, alteracdes de cor,
solubilidade, pH, viscosidade, teor do farmaco ou presenca de produtos de
degradacgdo, possibilitam, com boa margem de seguranca, estabelecer um prazo
minimo de validade, no qual a formulagcao sera estavel (CARSTENSEN & RHODES,
2000).

A RE n® 1/2005 da ANVISA (BRASIL, 2005) define trés tipos de estudos de
estabilidade de produtos farmacéuticos a fim de prever, determinar ou acompanhar o
seu prazo de validade: estabilidade acelerada, estabilidade de longa duracédo e
estabilidade de acompanhamento. No estudo de estabilidade acelerada séao

empregadas condicbes mais drasticas de temperatura e umidade (temperatura de
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40 £ 2 °C e 75 £ 5% de umidade relativa), com o objetivo de acelerar a degradacao
quimica e/ou mudancas fisicas do produto farmacéutico. Visam a prever o efeito de
pequenos desvios nas condicoes ideais de armazenamento e/ou transporte que
poderdao ocorrer. O estudo de longa duracdo é projetado para verificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbiolégicas do produto
farmacéutico durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Este
estudo é realizado sob condicées normais de armazenamento, ou seja, as condi¢cdes
ambientais nas quais o produto sera exposto durante a comercializacdo e
armazenamento por todo seu prazo de validade, com temperatura de 30 £ 2 °C e 75
* 5% de umidade relativa. Os resultados sdo usados para estabelecer ou confirmar o
prazo de validade e recomendar condicdes de armazenamento. Os estudos de
estabilidade de acompanhamento sdo realizados com o intuito de verificar a
manutencdo das caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbioldgicas
previstas nos estudos de estabilidade de longa duracdo, sendo realizado nas

mesmas condicdes de temperatura e umidade deste.

A realizacado de um estudo de estabilidade esta condicionada a existéncia de
métodos analiticos indicativos de estabilidade para sua avaliacdo. Estes métodos
possibilitam estabelecer se o farmaco contido nas amostras permanece inalterado,
ou ainda parcial ou totalmente alterado, quando forem conservadas em condi¢coes
adequadas. A determinacao quantitativa do farmaco se faz necessaria, assim como,
se possivel, a determinacdo dos seus produtos de degradacdo. Uma técnica muito
empregada para identificacdo completa do farmaco inalterado e de seus possiveis
produtos de alteracdo é a CLAE. Os métodos de analises quantitativos devem ser,
por sua vez, muito especificos de maneira a poderem distinguir entre o farmaco
inalterado e o produto de degradacdo. Um método que ndo garanta esta
diferenciacao nao deve ser utilizado, ou seja, ndo € adequado para verificar se o
medicamento é estavel (BAJAJ; SINGLA; SAKHUJA, 2012; BAKSHI & SINGH, 2002;
CARSTENSEN & RHODES, 2000).

Estudos de degradacao forcada sado particularmente imprescindiveis quando
pouca informacdo estd disponivel sobre potenciais impurezas do farmaco em
questdo. Do ponto de vista regulamentar estes estudos fornecem dados para
suportar a identificacdo dos produtos de degradacao, as vias de degradacao,
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instabilidade intrinseca da molécula e a especificidade na validacdo de métodos
indicativos de estabilidade (AHUJA, 2004; ALSANTE et al., 2007; REYNOLDS et al.,
2002; SCHIESEL; LAMMERHOFER; LINDNER, 2012).

As diretrizes atuais explicitamente exigem a realizacdo de estudos de
degradacao, sob uma variedade de condicbes, como luz, calor, hidrélise acida e
basica e oxidacao. A separacdo do farmaco dos possiveis produtos de degradacao
formados € imprescindivel (BAKSHI & SINGH, 2002).

A temperatura € o mais importante dentre os fatores ambientais envolvidos na
degradacao de produtos farmacéuticos, uma vez que, na maioria dos casos, a
velocidade de degradacdo quimica aumenta com o0 aumento da temperatura
(KOMMANABOYINA & RHODES, 1999). Russel (1994) cita que o aumento da
velocidade da reacdo em funcdo do aumento da temperatura pode ser explicado
pelo fato de que em qualquer temperatura existe uma distribuicdo de energias
cinéticas moleculares e, em temperaturas mais elevadas, essa distribuicdo se
desloca no sentido de se ter um maior numero de moléculas rapidas e menos

moléculas lentas.

Os guias regulatérios disponiveis fornecem informacdes Uteis e comentarios
gerais sobre os estudos de degradacao. No entanto, orientacées quanto ao escopo,
tempos e as melhores praticas para os estudos de degradacao sao bastante gerais
(REYNOLDS et al., 2002).

A cinética de degradacao é o estudo da velocidade da mudanca quimica e do
modo como € influenciada por fatores como a concentracdo do farmaco ou do
reagente, o solvente empregado, as condi¢cdes de temperatura, pH do meio, energia
de radiacéo e presenca de catalisadores. A maioria das reacdes de degradacao dos
farmacos apresenta taxas finitas e é de natureza quimica. Ao considerar a
estabilidade de um produto farmacéutico é preciso conhecer os principios da cinética
quimica, que envolvem a avaliagdo da velocidade e a ordem da reacdo. A partir
disso torna-se possivel a obtencao de outros dados caracteristicos de estudos de
estabilidade, tais como, o0 fy%, que representa o tempo em que a concentracao do

farmaco atinge 90% da concentracao inicial e a constante de velocidade de reacao
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(k) (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; AHUJA, 2004; LACHMAN; DELUCA;
AKERS, 2001; NUDELMAN, 1975).

A ordem da reacao é caracterizada pela maneira pela qual a taxa de reacao
depende da concentracdo dos reagentes. A reacado de ordem zero ocorre quando a
velocidade da reacédo € independente da concentracdo dos reagentes. Um gréfico de
concentracao (C) em funcédo do tempo (), cuja inclinacdo da reta corresponde a
constante de velocidade de reacgéo (k), € obtido. A reacdo de primeira ordem ocorre
quando a velocidade da reacdo é diretamente proporcional a concentracdo do
reagente. Essa reagdo é representada pelo grafico do logaritmo da concentracao
(log C) em funcédo do tempo (). Quando a velocidade da reacdo é diretamente
proporcional a concentracdo de dois reagentes ou a segunda poténcia da
concentracdo de um deles temos uma reagdo de segunda ordem, que €
representada pelo grafico do inverso da concentracéo (1/C) em funcao do tempo ()
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; LACHMAN; DELUCA; AKERS, 2001;
NUDELMAN, 1975).

O modelo cinético pode ser representado pelas seguintes equacoes:

C=Co—kt bygon = (0,1 x Co)/k (reacdo de ordem zero)
In C =In Co— kt type, = 051 06/k (reacao de primeira ordem)
1/C = 1/Co + kt t =1/(9kx Co) (reacdo de segunda ordem)

90%

Onde Co é a concentracao dos reagentes no tempo zero, C é a concentracéao
apos reacao no tempo te k é a constante de velocidade da reacao.

A determinacdo da ordem de reacéo € realizada a partir de procedimentos
analiticos utilizados para determinar especifica e quantitativamente a concentracéao
da substancia de interesse (NUDELMAN, 1975).

Seguranca e eficacia dos farmacos sao os dois principios fundamentais na
terapia farmacéutica. A seguranca do farmaco é determinada pelo seu perfil
toxicoldgico, incluindo os efeitos adversos causados pela presenca de impurezas na

forma farmacéutica final. Os produtos de degradacao representam fonte importante
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de possiveis impurezas (RAO & NAGARAJU, 2003). Sendo assim, razdes éticas,
econbmicas e competitivas, assim como aquelas ligadas a seguranca e eficacia,
suportam a necessidade de monitorar produtos de degradacao (AHUJA, 2004). Com
0 aumento do rigor regulatério no controle de produtos destas substancias em
farmacos e na forma farmacéutica final, grande énfase esta sendo colocada em sua

caracterizacao e analise (SINGH et al., 2012).

A identificacdo dos produtos de degradacdo desempenha um papel
importante na descoberta de medicamentos e desenvolvimento de processos. Esta
bem documentado que os medicamentos sdo submetidos a degradacdes fisico-
quimicas durante o processo de fabricacdo e armazenamento. Testes de
degradacao forcada do farmaco podem ajudar a identificar os provaveis produtos de
degradacao, o que por sua vez pode ajudar a estabelecer a rota de degradacéo e a
estabilidade intrinseca da molécula (LIU et al., 2011).

A degradacdo de farmacos em formulagdes é um processo bastante
complexo e imprevisivel. Dependendo da estrutura da molécula, o processo de
degradacao pode ser influenciado pela composicao da formulacdo, o processo de
preparacdo e as condigdes de estocagem incluindo temperatura, umidade e luz.
Adicionalmente, o conhecimento sobre os produtos de degradacdo formados pode
ser crucial para entender a toxicidade ou efeitos colaterais. Além disso, uma
elucidacado estrutural rapida e exata de um processo de degradacdo pode ser
essencial para reduzir o tempo de desenvolvimento de um medicamento
(MODHAVE et al., 2011; WU, 2000).

A elucidacao estrutural de compostos por técnicas tradicionais é bastante
demorada e exige muitos recursos. Em funcao disso uma nova estratégia analitica
foi desenvolvida, aliando os estudos de degradacéao forcada com métodos de analise
utilizando CLAE-EM ou CLAE-EM/EM. Estas técnicas hifenizadas tém evoluido
como uma versatil ferramenta para a caracterizacdo de impurezas de farmacos e
produtos de degradacédo, pois fornecem uma rapida e exata elucidacao estrutural,
sem a necessidade de um processo de isolamento anterior (MODHAVE et al., 2011;
ROURICK et al., 1996).
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A EM é uma técnica que apresenta alta sensibilidade e seletividade, resposta
a diferentes classes de compostos e capacidade de deteccao de misturas
complexas, com andlises rapidas tanto quali quanto quantitativas. Nesse sentido,
tem sido amplamente utilizada para analise de produtos farmacéuticos, inclusive
para deteccao, identificacdo e elucidacdo de estruturas quimicas de produtos de
degradacao (FUKUTSU et al., 2006; LEE, 2005; PEREIRA, 2005).

A combinagdo de CLAE-EM pode ser considerada como uma das técnicas
mais importantes desenvolvidas no ultimo século. Comparado com o detector UV,
fornece maior confirmacdo de identidade e maior seletividade, permitindo a
identificacédo definitiva e a determinacdo quantitativa de compostos (ARDREY, 2003;
NIESSEN, 1999).

Sua alta seletividade esta ligada a possibilidade de determinar com alta
precisdo o peso molecular do analito — e esta € simplesmente a informacao mais
discriminatéria que pode ser obtida — o qual, junto com a informacao estrutural que
pode ser gerada, muitas vezes permite realizar uma identificacao inequivoca. A alta
seletividade do CLAE-EM muitas vezes permite a identificagdo de compostos néo
resolvidos cromatograficamente ou parcialmente resolvidos. Outra vantagem é a alta
sensibilidade; uma identificacdo pode ser obtida a partir de picogramas da amostra.
Esta situacdo é frequentemente encontrada durante a pesquisa e desenvolvimento
de farmacos, e a quantificagdo, mesmo utilizando baixas concentracdes, € altamente
exata e precisa (ARDREY, 2003; ROURICK et al., 1996).

Em relacdo ao DAB, n&do foram encontradas referéncias na literatura
pesquisada sobre sua estabilidade, cinética de degradacdo e produtos de

degradacao.
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4. CAPITULO 1 - CARACTERIZAGAO DA SQR







4.1. Introducao

A qualidade da substancia de referéncia € de extrema relevancia para garantir
a confiabilidade dos resultados obtidos no desenvolvimento, validacao e aplicacao
do método analitico, uma vez que sao utilizadas como parametro de comparagéo.
Para tanto, materiais de referéncia bem caracterizados e com pureza documentada

devem ser utilizados para os estudos (ICH, 2005).

Segundo o FDA, as substancias quimicas de referéncia (SQR) podem ser
classificadas em duas categorias: as compendiais e as ndo compendiais. As
compendiais sdo obtidas a partir de fontes farmacopeicas, como a Farmacopeia
Americana ou Brasileira, e ndo necessitam de caracterizacdo posterior. As nao
compendiais, também apresentam elevado teor de pureza, mas devem ser
cuidadosamente caracterizadas para garantir sua identidade, poténcia e pureza
(SWARTZ & KRULL, 1998).

A SQR de DAB utilizada neste trabalho é classificada como nao compendial,

sendo assim, objetivou-se a sua caracterizagao.

4.2. Substancia quimica de referéncia

A SQR de DAB, com teor declarado de 99,5%, foi adquirida da empresa
Sequoia Reseach Products Ltd., Reino Unido.

4.3. Caracterizacao da SQR de DAB

Utilizaram-se as seguintes técnicas para caracterizacdo da SQR de DAB:
espectrometria de massas (EM) por varredura total dos ions principais,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H),
espectroscopia de absorcdo na regidao do infravermelho (IV) e calorimetria

exploratéria diferencial (DSC).
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4.3.1. Espectrometria de massas (EM)

O EM € um detector que permite um alto nivel de seletividade, analisando um

namero selecionado de ions para caracterizar um determinado composto.

4.3.1.1. Condicao experimental

A determinacdo do ion de m/z da SRQ de DAB foi realizada em
espectrometro de massas Agilent® modelo 1260 Infinity, equipado com quadrupolo
6120 e uma interface de ionizacao por eletronebulizacao (ESI), operado no modo
positivo. Os parametros operacionais fixados foram: fluxo de gas para nebulizagéo
de 12 L/min, pressao de nebulizacdo de 55 psi, temperatura do gas de secagem de
300 °C e voltagem do capilar de 3000 V. A solucao contendo 2 ug/mL de SQR de
DAB diluida em metanol foi mantida em ultrassom por 10 minutos e posteriormente
filtrada em filtro com membrana de 0,45 um. Foi entéo introduzida no EM através da

infusdo direta a uma vazao de 10 yL/min.
4.3.1.2. Resultados e discussao

Sendo a massa molecular do DAB 627, os parametros do equipamento foram
otimizados de modo a maximizar a intensidade do ion de m/z 628 [M+H]*. O
espectro de massas estd representado na Figura 4.1, e sua analise possibilita
verificar a massa de 628 m/z, referente ao ion molecular do DAB.

FIGURA 4.1. Espectro de massas de SQR de DAB adquirido no modo de varredura
total dos ions principais com eletronebulizagédo positiva.
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4.3.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H)

A RMN é uma técnica extremamente eficaz, pois permite caracterizar uma
substancia quimica através da presenca e/ou auséncia de sinais caracteristicos da
molécula (WATSON, 2005).

4.3.2.1. Condicao experimental

O espectro de RMN 'H da SQR de DAB foi realizado em equipamento Bruker,
400 MHz, utilizando solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSOy). A analise foi

realizada pelo laboratério produtor Sequoia Research Products Ltd.
4.3.2.2. Resultados e discussao

O espectro de RMN 'H da SQR de DAB, bem como sua estrutura quimica,
sao apresentados na Figura 4.2.

FIGURA 4.2. Espectro de RMN 'H (400 MHz) de SQR de DAB utilizando DMSOQs
como solvente. * Fornecido pelo laboratério produtor Sequoia Research Products Ltd.

39

SETIEEEE EEEISTI0EEES T3 INEEIETIIEE} BLUET R LAY s
D BT @ e mrEeEhaaans 00 nnnmrrrnm & & ~h ©Goon B M@ o™= =D Do =
hhhhhhhhhhhhhhhhh TT i L] ] EC R R i Sl S S~~~ ] (?
| L)
m’ Al
E‘CM
7 12 13 20
/> \,
7 \ /
HL\ -0 NO 14 22 4 3
2 g 1 | W
o cH,
Qo N = 15 6 4 )
23 1
&
2
35 | 4
910 608
20 12 11 442 14 7 I' -
0.00 - : , | 3fos
dla %f:n*,é#m #og/ 0 for For 307, Fos \
13-14
1?15-15 |
&
I t | | l l\ I
— _.,._.,._._n ] —JiJ L_._/Ik—u_f”w.,._LL_fu-J e
T T — T —— T —
5 5 4 3 2 i 0 PPM




As atribuicées do espectro de RMN 'H de SQR de DAB estdo apresentadas
na Tabela 4.1.

TABELA 4.1. Atribuigbes do espectro de RMN 'H de SQR de DAB em DMSOgs

(PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Deslocamento

Numero de

Posicao quimico (ppm) Multiplicidade hidrogénios Interpretacao
1 0,851-0,884 Tripleto 3 CHs
2 1,103-1,138 Tripleto 3 CHjs
3-5 1,284-1,321 Multipleto 6 CH.
6 1,561-1579 Multipleto 2 CH,
- 2,500-2,504 Dupleto - Solvente (DMSO )
7 2,662-2,697 Tripleto 2 CH>
- 3,317 Simpleto - Solvente (DMSO )
8 3,764 Simpleto 3 CHs
9-10 3,945-3,998 Multipleto 4 CH.
11 4,204-4,239 Tripleto 2 CHa
12 4,584-4,599 Dupleto 2 CH>
13-14 6,751-6,773 Dupleto 2 H aromatico
15 6,875-6,895 Dupleto 1 H aromatico
16 6,953 Simpleto 1 H aromatico
17-18 7,114-7,168 Multipleto 2 H aromatico
19 7,388-7,408 Dupleto 1 H aromatico
20 7,467 Simpleto 1 H aromatico
21 7,539-7,543 Tripleto 1 H aromatico
22-23 7,780-7,802 Dupleto 2 H aromatico
24 8,384-8,392 Dupleto 1 N-H
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Cabe ressaltar que, apesar da molécula possuir um total de 41 hidrogénios e
0 espectro contabilizar 39, possivelmente esses hidrogénios sejam correspondentes
ao NHz (A), uma vez esses sao hidrogénios de troca rapida e essa troca esta acima
da escala do equipamento, por isso nem sempre sédo visualizados.

Na literatura, ndo se encontram disponiveis para comparacado espectros de
RMN de 'H de DAB; sendo assim as atribuicdes dos hidrogénios da SQR de DAB
foram estabelecidas com base em dados tabelados disponiveis na literatura
consultada (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2005), demonstrando que os sinais obtidos estdo de acordo com as atribuicdes

esperadas para o composto em estudo.

4.3.3. Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho (IV)

O espectro de infravermelho pode ser usado na identificacdo de moléculas da
mesma forma que a impressdao digital é usada nos seres humanos.
Independentemente do tipo de molécula, certos grupos de atomos dao origem a
bandas que ocorrem praticamente na mesma frequéncia. No entanto, considerando
duas moléculas com o mesmo grupamento, em cada estrutura a mesma ligacao
estara em ambiente diferente e, por isso, ndo ha possibilidade de duas moléculas
terem o mesmo espectro de infravermelho (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001).

4.3.3.1. Condicao experimental

O espectro IV foi obtido através da analise direta da SQR de DAB, em
espectrofotometro FT-IR Perkin Elmer, modelo Spectrum BX.

4.3.3.2. Resultados e discussao

O espectro pode ser verificado na Figura 4.3. As atribuicoes para as principais
bandas referentes aos grupos funcionais caracteristicos da molécula estdo descritas
na Tabela 4.2.
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FIGURA 4.3. Espectro de absorcao na regiao do IV para a SQR de DAB (4000 a 600
cm™") obtido com espectrofotdmetro FT-IR Perkin Elmer, Spectrum BX.
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TABELA 4.2. Frequéncias das principais bandas de DAB e suas atribuicdes (PAVIA;
LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Freqiiéncia (cm™) Atribuicao
3421 Vibracao de deformacgao axial de amina
3338 Vibracao de deformacéo axial de amina secundaria
3179 Vibracao de deformacao axial de C-H
1728 Vibracao de deformacao axial de C=0 de éster
1608 Vibracao de deformacao axial de C=0 de amida
1258 Vibracao de deformacao axial de C-O de éster
1229 Vibracao de deformacéo axial de C-N de amina
1132 Vibracao de deformacao axial de C-O de éster
668 Vibracao de deformacao axial de S-O
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O espectro obtido para a SQR de DAB apresenta bandas de absorcao
caracteristicas dos grupamentos presentes na estrutura quimica da molécula. A
partir da andlise detalhada das bandas de absorcdo podem-se obter dados seguros
de identificacdo. No entanto, a auséncia de espectros de referéncia na literatura
inviabiliza a confirmagéo da identidade do farmaco considerando unicamente essa

técnica.
4.3.4. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial € uma técnica que possibilita avaliar os
fenbmenos energéticos, fisicos e/ou quimicos produzidos durante o aquecimento (ou
resfriamento) de uma substéncia (FB, 2010). Através da DSC se mede a diferencga
de energia fornecida a substancia e a um material de referéncia (termicamente
estavel), em funcdo da temperatura, enquanto a substincia e o material de
referéncia sdo submetidos a uma programacao controlada de temperatura (SILVA;
PAOLA; MATQOS, 2007).

Devido ao polimorfismo, caracterizado pela ocorréncia de diferentes formas
cristalinas, uma mesma molécula pode apresentar distintas propriedades fisicas. Em
razdo disto, na literatura estdo descritos diferentes pontos de fusédo para a molécula
de DAB. A forma cristalina anidra | apresenta ponto de fusdo de 180 + 3 °C,
enquanto o ponto de fusao da forma anidra Il é 150 £ 3 °C, da forma cristalina Ill é
185-190 °C e o ponto de fusdo da forma tetraidratada € relatado como 90 £ 5 °C
(HAUEL et al., 2006; LEKSIC; DOGAN; CERIC, 2012).

4.3.4.1. Condicao experimental

As analises foram realizadas em calorimetro diferencial exploratério por fluxo
de calor, Shimadzu DSC-60, com integrador Thermal Analyzer TA-60WS e
controlador de fluxo FC-60-A, sob atmosfera inerte de gas nitrogénio com fluxo de
50 mL/min e velocidade de aquecimento de 10 °C/min até 300 °C. A curva de DSC
foi obtida empregando porta-amostra de aluminio, o qual foi selado contendo em
torno de 2,0 mg de SQR. O ensaio foi realizado no Centro de Desenvolvimento de
Tecnologia Farmacéutica (CDTF) da Faculdade de Farmacia (UFRGS).
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4.3.4.2. Resultados e discussao

Os valores da faixa de fusdo e a curva de aquecimento obtida a partir da

determinacao por DSC para SQR de DAB estao apresentado na Figura 4.4.

FIGURA 4.4. Curva de aquecimento de SQR de DAB, obtida por DSC - calorimetro
diferencial exploratério Shimadzu, modelo DSC-60.
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Esta técnica avalia e compara diferencas no fluxo de calor entre a substancia
em andlise e uma referéncia (porta-amostra selado vazio) enquanto ambas sao

submetidas ao programa de temperatura controlada.

A faixa de fusdo obtida para SQR de DAB, de 88-99 °C, demostrou ser
correspondente a forma polimoérfica tetraidratada. Esse resultado esta também de
acordo com o certificado da SQR emitido pelo fornecedor (88-98 °C) e com a

informacao de que a molécula em questao é tetraidratada, relatada no mesmo.
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5. CAPITULO 2 — ANALISE QUALITATIVA DE CAPSULAS DE DAB







5.1. Introducao

A comparacao de resultados qualitativos obtidos por uma substancia de
referéncia com aqueles obtidos para as amostras permite a identificagcdo do farmaco
na forma farmacéutica. Essa andlise é fundamental no controle de qualidade das

mesmas.

Varias técnicas analiticas e métodos sao utilizados na identificacdo do
farmaco no produto acabado, o que € de fundamental importancia no controle de
qualidade do mesmo. Os métodos adequados sdo selecionados avaliando-se as
propriedades quimicas, fisicas e biolégicas da substancia além da avaliacdo da
disponibilidade, simplicidade, adequacao técnica e viabilidade financeira do método.

Neste estudo, foram desenvolvidos métodos de CCD, CLAE-UV, CLAE-CAD

e CLAE-EM para identificar o farmaco na forma farmacéutica.

5.2. Produto farmacéutico

Capsulas de DAB equivalente a 110 e 150 mg de etexilato de dabigatrana
(Pradaxa®), fabricados pela Boehringer Ingelheim do Brasil.

Os excipientes presentes na formulagdo sao: acido tartarico, acacia,
hipromelose, talco, dimeticona e hidroxipropilcelulose. Os componentes da capsula
sao: carragenina, cloreto de potassio, didxido de titanio, corante amarelo crepusculo,
corante indigotina, hipromelose e agua purificada (BOEHRINGER INGELHEIM DO
BRASIL, 2013).

5.3. Identificacao do farmaco na forma farmacéutica
5.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD é uma técnica de separacdo de facil execucdo e compreensao,
versatil e de baixo custo. Permite identificar o farmaco quando este é analisado
juntamente com a SQR, através da comparacao dos fatores de retencao (Rf) obtidos
(GIL et al.,, 2005; WATSON, 2005).
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5.3.1.1. Condicao experimental

Solugbes da SQR de DAB e da amostra de DAB em capsulas foram
preparadas em metanol na concentragdo de 200 pg/mL, submetidas a ultrassom por

10 minutos, com posterior filtracdo em filtro com membrana de 0,45 um.

A fim de verificar se o sistema proposto seria capaz de diferenciar outras
moléculas, empregou-se também uma solugdo de SQR de cefalexina preparada em
metanol na concentragdo de 500 ug/mL. A cefalexina foi escolhida aleatoriamente,
pois ndo existe comercialmente disponivel nenhum féarmaco com estrutura

semelhante ao DAB.

O método cromatografico foi desenvolvido testando-se diversos tipos e
propor¢cées de solventes, buscando verificar o sistema eluente adequado para a
obtencao do Rf satisfatério.

O sistema eluente constituido por uma mistura de acetonitrila e diclorometano
(85:15, w/V) se mostrou adequado. Foram utilizadas placas cromatograficas
aluminizadas de gel de silica 60 F2s4 (Merck).

Apés a aplicacao das solugoes, a placa foi transferida para cuba, previamente
saturada com o sistema eluente. O cromatograma foi desenvolvido e apds a
evaporacao total do solvente, realizou-se a visualizagdo das manchas, através da

exposicao da placa a lampada de luz ultravioleta (UV) com emissdao em 254 nm.
5.3.1.2. Resultados e discussao

O cromatograma da solucdo de SQR de DAB e da solucao das capsulas de
DAB obtido por CCD, nas condigdes descritas anteriormente esta apresentado na
Figura 5.1.
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FIGURA 5.1. Cromatograma obtido por CCD na anélise da solugdo da SQR de DAB
(P), da solugcdo amostra das cépsulas de DAB (A) e da solucdo da SQR de
cefalexina (C), revelados por luz UV 254 nm. Sistema eluente: acetonitrila e
diclorometano (85:15, v/v). Suporte: gel de silica 60 Fasa.

As solucdes da SQR e da solugdo amostra das capsulas de DAB obtiveram
um Rf de 0,25. Como o valor de Rf pode sofrer influéncia de fatores externos, como
a temperatura, avaliou-se também o valor de fator de retencao relativo (Rx) em
relacao a cefalexina. A cefalexina apresentou um Rf de 0,75; sendo assim o valor de
Rx para a solucao SQR e solucao das capsulas de DAB é 3. A similaridade no perfil
cromatografico e os valores de Rx obtidos sugerem a identidade do farmaco
presente nas amostras de cdpsulas frente a SQR de DAB.

5.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A CLAE é um método bastante empregado em andlises quantitativas,
podendo ser muito Util na identificacdo de farmacos. Se as substancias sao
idénticas, apresentardo os mesmos tempos de retencdo, quando analisadas sob as
mesmas condicées experimentais. Caso 0 equipamento esteja equipado com um
detector de arranjo de fotodiodos (DAD), além da comparacdo do tempo de
retengéo, permite-se verificar a pureza de pico e a similaridade entre os espectros
obtidos.

49



5.3.2.1. Detector UV (CLAE-UV)

5.3.2.1.1. Condicao experimental

Solugbes da SQR de DAB e da amostra de DAB em capsulas foram
preparadas em metanol na concentracdo de 100 pg/mL, submetidas a ultrassom por
10 minutos, com posterior filtracdo em filtro com membrana de 0,45 um. Apds foram

diluidas a 30 pg/mL com a fase mével descrita na Tabela 5.1.

As andlises cromatogréaficas foram realizadas em cromatégrafo a liquido
Shimadzu equipado com controlador de sistema CBM-20A operado pelo programa
Class VP 6.12. O equipamento € composto de sistema binario de bombas LC-
20ATvp, detector de arranjo de fotodiodos SPD-M10ADvp, forno CTO-10ACvp e
auto-injetor SIL-20A.

As condicoes cromatograficas definidas para identificagdo de DAB por CLAE-
UV estdo apresentadas na Tabela 5.1.

TABELA 5.1. Condicbes cromatograficas para identificagdo de DAB por CLAE-UV.

Parametro Descricao

Acetonitrila : trietilamina 0,1% pH 6,0 ajustado com &cido
fosférico (65:35, v/V)

Fase movel

Fluxo 1,0 mL/min
Coluna Zorbax® Agilent C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
Deteccéao Detector de arranjo de fotodiodos em 225 nm
Volume injetado 20 pL

A comparacéao dos tempos de retencdo da amostra com aquele da solugédo da
SQR de DAB e a sobreposicao dos espectros de absorcao do farmaco no respectivo
tempo foi utilizada para a identificagdo do farmaco na amostra de cédpsulas. Além
disso, foi realizada a avaliacdo da pureza do pico dromatografico, como analise

auxiliar na correta identificacdo da substancia.
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5.3.2.1.2. Resultados e discussao

Os cromatogramas obtidos a partir da andlise da SQR de DAB e amostra de
capsula estao apresentados na Figura 5.2.

Ressaltamos que, em virtude da necessidade de uma adequada separacao
do pico principal em relacdo aos produtos de degradacédo, foi imprescindivel a
utilizacdo de uma coluna com comprimento de 250 mm, visto que, em colunas

menores, este objetivo ndo foi alcancado.

A avaliacdo da pureza dos picos da solucdo SQR e da amostra das capsulas
mostrou-se adequada, com valores de 1,0.

FIGURA 5.2. Cromatogramas sobrepostos da SQR de DAB (a) e da solugéao
amostra de capsulas de DAB (b) a 30 ug/mL. Condi¢cdes cromatograficas: fase
moével constituida de acetonitrila : trietilamina 0,1% pH 6,0 (65:35, v/v), fluxo de 1,0
mL/min, coluna Zorbax® Agilent C1g (250mm x 4,6 mm), detector UV em 225 nm,
volume de injecédo de 20 pL.
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O método por CLAE-UV demonstrou ser adequado para a analise qualitativa
de DAB no produto farmacéutico, devido a similaridade entre os tempos de retencéo,
de aproximadamente 6,3 minutos obtidos para a SQR de DAB e para a amostra
(Figura 5.2).

Os espectros sobrepostos de absorcao na regido do UV (190 a 500 nm),
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos do apice dos picos das solucdes de
SQR e amostras das capsulas de DAB, estao apresentados na Figura 5.3.
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FIGURA 5.3. Sobreposicao dos espectros de absorcdo no UV (190 a 500 nm)
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao sistema de CLAE, da
SQR de DAB (a) e da solugcao amostra das capsulas de DAB (b).
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A semelhanca entre os espectros obtidos (Figura 5.3) e a correta pureza dos
picos cromatogréficos, colaboram com a correta identificagdo do farmaco na amostra

de cépsula.

5.3.2.2. Detector CAD (CLAE-CAD)

5.3.2.2.1. Condicao experimental

Solugbes da SQR de DAB e da amostra de DAB em capsulas foram
preparadas em metanol na concentragdo de 100 pg/mL, submetidas a ultrassom por
10 minutos, com posterior filtracao em filtro com membrana de 0,45 um. Apds foram
diluidas a 30 pg/mL com a fase movel descrita na Tabela 5.2.

Os experimentos por CLAE-CAD foram realizados em cromatografo a liquido
(Shimadzu) equipado com sistema binario de bombas LC-20AT, desgaseificador
DGU-14A, forno CTO10A, detector de ultravioleta SPD-10A e detector de CAD ESA
Inc. conectados em série. O programa Chromeleon 6.8 foi utilizado para controle do
sistema, aquisicao e tratamento de dados.
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TABELA 5.2. Condicbes cromatograficas para identificagdo de DAB por CLAE-CAD.

Parametro Descricao

Acetonitrila : tampao acetato de aménio 10 mM pH 5,5

Fase movel ajustado com &cido acético (65:35, v/V)

Fluxo 1,0 mL/min

Coluna Inertsil® GL Sciences C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum)
Temperatura 30 °C

Volume injetado 20 uL

Detector CAD Presséao de nitrogénio 35 psi

Faixa (range) de 100 pA

5.3.2.2.2. Resultados e discussao

A identificacdo do farmaco na amostra de cépsulas foi realizada de forma
semelhante ao método com deteccdo por UV, pela comparacdo dos tempos de
retencdo da amostra com aquele da solucao da SQR de DAB. Os cromatogramas
obtidos, a partir da analise da SQR de DAB e da amostra de capsulas estao

apresentados na Figura 5.4.

FIGURA 5.4. Cromatogramas sobrepostos da SQR de DAB (a) e da solugéao
amostra de capsulas de DAB (b) a 30 ug/mL. Condi¢cdes cromatograficas: fase
moével constituida de acetonitrila : tampéao acetato de aménio 10 mM pH 5,5 (65:35,
vA), fluxo de 1,0 mL/min, coluna Inertsil® GL Sciences Cis (250mm x 4,6 mm),
volume de injecédo de 20 pL.
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A similaridade entre os tempos de retencdo obtidos para a SQR de DAB e
para a amostra das capsulas (cerca de 6,7 minutos) demonstra a adequabilidade do
método desenvolvido por CLAE-CAD para a analise qualitativa de DAB no produto

farmacéutico (Figura 5.4).
5.3.3. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM)

De todos os detectores o espectrometro de massas é o que permite a
identificacdo mais precisa, pois determina o peso molecular do analito apresentando
alto nivel de seletividade. Além disso, pode-se realizar a comparacao dos perfis
cromatograficos e dos tempos de retencdo da solucdo amostra com a solucao
padréo de farmaco (ARDREY, 2003).

5.3.3.1. Condicao experimental

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a liquido
Agilent Infinity 1260 equipado com bomba quaternaria 1260 Quaternary Pump,
desgaseificador Standard Degasser, termoestatizador 1260 TCC e auto-injetor ALS
1260. O cromatégrafo foi acoplado ao espectrémetro de massas do tipo quadrupolo
Agilent, modelo 6120, equipado com uma fonte de ionizacao de eletronebulizacéo,
operado pelo programa ChemStation. Na Tabela 5.3 estdo apresentadas as
condigbes cromatograficas e os parametros otimizados do espectrometro de massas
para identificacdo de DAB por CLAE-EM.

Solugbes da SQR de DAB e da amostra de DAB em capsulas foram
preparadas em metanol na concentragdo de 100 pg/mL, submetidas a ultrassom por
10 minutos, com posterior filtragdo em filtro com membrana de 0,45 um. Apds, foram

diluidas a 2 pg/mL com a fase mével descrita na Tabela 5.3.

A deteccao do ion principal caracteristico do DAB, bem como a comparacéao
do tempo de retengdo da amostra com aquele da solucdo SQR de DAB foram

utilizadas para a identificacdo do farmaco nas cépsulas.
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TABELA 5.3. Condicoes cromatograficas e parametros otimizados do espectrometro
de massas para identificacdo de DAB por CLAE-EM.

Parametro Descricao

Acetonitrila : tampao acetato de aménio 10 mM

Fase movel pH 5,5 ajustado com acido acético (65:35, v/v)
Fluxo 1,0 mL/min
LC ® .
Coluna Inertsil® GL Sciences C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
Temperatura 30 °C
Volume injetado 10 uL
MS Tipo de ionizagao Eletronebulizagdo positiva
Modo de operacao Monitoramento seletivo de ions (SIR)
fon monitorado m/z 628
Fluxo_de qas para 12 Umin
nebulizacao
Pressao de nebulizagcéo 55 psi
Temperatura do gas de 300 2C
secagem
Voltagem do capilar 3000 V

5.3.3.2. Resultados e discussao

Os cromatogramas da solucao da SQR de DAB e da amostra das capsulas de

DAB estédo apresentados na Figura 5.5.

No modo de monitoramento seletivo de ions, somente as intensidades de um

namero selecionado de ions para caracterizar um composto sdo analisados, ao

invés do espectro de massas inteiro no modo de varredura. O instrumento detecta

rapidamente os ions, fazendo com que esse modo seja altamente sensivel e
especifico (BARKER, 1999).
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FIGURA 5.5. Cromatogramas CLAE-EM da SQR de DAB (a) e da solucdo amostra
das capsulas de DAB (b) a 2 pg/mL. Condigées cromatograficas: fase movel
constituida de acetonitrila : tampao acetato de aménio 10 mM pH 5,5 (65:35, v/V),
fluxo de 1,0 mL/min, coluna Inertsil® GL Sciences C1s (250mm x 4,6 mm), volume de
injecdo de 10 pL. Andlise espectral de massa: ionizacdo por eletronebulizacao
positiva, operacdo no modo de monitoramento seletivo de ions, monitorando o
produto 628 massa-carga para DAB.
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O método por CLAE-EM demonstrou ser adequado para a analise qualitativa
de DAB no produto farmacéutico, devido a detecg¢édo do ion principal caracteristico,
previamente selecionado de acordo com a relagcdo m/z 628 [M+H]*, assim como a
similaridade entre os tempos de retencao (aproximadamente 7,4 minutos) obtidos

para a SQR de DAB e para a solugcao de capsulas (Figura 5.5).
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6. CAPITULO 3 — ANALISE QUANTITATIVA







6.1. Introducao

Os métodos desenvolvidos por CLAE-UV e CLAE-CAD para determinacao de
DAB em capsulas, bem como a avaliagdo de intercambialidade entre eles, serédo
apresentados no formato de artigos cientificos (ARTIGO CIENTIFICO 6.2. e
ARTIGO CIENTIFICO 6.3) e suas redacdes foram dispostas nas normas e formatos

das revistas nas quais estao publicados.
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6.2. ARTIGO CIENTIFICO — Development and validation of a stability-indication
liquid chromatography method for the determination of Dabigatran
Etexilate in capsules

Journal of AOAC International, v. 96, p. 37-41, 2013.







Development and validation of a stability-indicating liquid chromatography
method for the determination of Dabigatran Etexilate in capsules

Raquel M. Bernardi, Pedro E. Fréehlich and Ana M. Bergold.

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

6.2.1. ABSTRACT

A reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) method was validated for the
determination of dabigatran etexilate in capsule. The LC method was carried out on a
Zorbax Cig column (250 mm x 4.6 mm ID). The mobile phase consisted of
acetonitrile and a solution of triethylamine 0.1% pH 6.0 (adjusted with phosphoric
acid) (65:35; v/v), run at a flow rate of 1.0 mL min™ and using photodiode array (PDA)
detection at 225 nm. The chromatographic separation was obtained with retention
time of 6.31 min, and was linear in the range of 10-70 pg mL" (R?=0.9991). The
specificity and stability-indicating capability of the method was proven through the
degradation studies and showing also, that there was no interference of the
excipients. The accuracy was 100.23% with RSD of 1.34%. The limits of detection
and quantitation were 0.04 and 10 pg mL", respectively. Moreover, method
validation demonstrated acceptable results for precision, sensitivity and robustness.
The proposed method was applied for the analysis of the capsules assuring the

therapeutic efficacy.

Keywords: Reversed-phase liquid chromatography; dabigatran etexilate; method

validation; stability-indicating method.
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6.3. ARTIGO CIENTIFICO - Comparison of ultraviolet detection
and charged aerosol detection stability-indicating RP-LC method for the
assessment of Dabigatran Etexilate in capsules

Analytical Methods, v.5, p. 4777-4784, 2013.







Comparative study on the analytical performance of charged aerosol detector
and ultraviolet detector for the RP-LC analysis of dabigatran etexilate in
capsules

Raquel M. Bernardi, Felipe B. D’Avila, Vitor Todeschini, Pedro E. Fréehlich and Ana
M. Bergold

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

6.3.1. ABSTRACT

The reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) method was validated for
the assessment of dabigatran etexilate (DAB) in capsules using ultraviolet detector
(UV) and a charged aerosol detector (CAD) connected in series. The RP-LC method
was carried out on a GL Sciences Inc. Inertsil ODS-2 column (250 mm x 4.6 mm
[.D.). The mobile phase consisted of acetonitrile and ammonium acetate buffer (pH
5.5; 10 mM) (65:35, v/v) flow rate of 1.0 ml/min. CAD detection was performed using
a nitrogen pressure of 35 psi and range of 100 pA and the UV detection at 225 nm.
The chromatographic separation was obtained with a retention time of 6.7 min.
Validation parameters such as specificity, linearity, precision, accuracy and
robustness were evaluated. The method was linear over the concentration range of
1-70 pg/ml in both detectors. The specificity and stability-indicating capability of the
method were proven through the degradation studies and also showing, that there
was no interference from the excipients. The method was precise, accurate, with the
Plackett-Burman experimental design used to evaluate robustness, delivering results
within the acceptable range. The method was successfully applied for DAB analysis
and the results of the CAD and UV detectors were compared, showing a non-
significant difference (P > 0.05).

Keywords: Reversed-phase liquid chromatography; dabigatran etexilate; method
validation; stability-indicating method; charged aerosol detector.
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7. CAPITULO 4 - ESTUDO DE ESTABILIDADE: CINETICA DE
DEGRADAGCAO, IDENTIFICAGAO DE PRODUTOS DE DEGRADACAO E
CITOTOXICIDADE







7.1. Introducao

A avaliacdo da estabilidade de DAB, bem como a identificacdo dos produtos
de degradacao térmica, os estudos de citotoxicidade e cinética de degradacao dos
mesmos serdo apresentados no formato de artigo cientifico (ARTIGO CIENTIFICO
7.2) e sua redagdo foi disposta nas normas e formatos da revista a qual foi

submetido para publicacao.
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7.2. ARTIGO CIENTIFICO — Main degradation products of Dabigatran Etexilate
evaluated by LC-UV and LC-ESI-MS, degradation kinetics and in vitro
cytotoxicity studies

Submetido a publicagao.







Main degradation products of Dabigatran Etexilate evaluated by LC-UV and LC-
ESI-MS, degradation kinetics and in vitro cytotoxicity studies

Raquel Martini Bernardi, Felipe Bianchini D’Avila, Vitor Todeschini, Juliana Maria de
Mello Andrade, Pedro Eduardo Fréehlich and Ana Maria Bergold

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

7.2.1. ABSTRACT

The present study reports the stability profile of a novel antithrombotic drug:
dabigatran etexilate. The drug was subjected to thermal degradation at 60 °C and the
products formed were investigated by LC-UV and LC-ESI-MS. The separation of the
degradation products was performed on a GL Sciences Inc. Inertsil ODS-2 (250 mm
x 4.6 mm |D.) column with the mobile phase consisting of acetonitriie and
ammonium acetate buffer (pH 5.5; 10 mM) (65:35, v/v) pumped at 1.0 mL/min flow
rate. The column temperature was set at 30 °C and the detection at 225 nm using a
UV detector. The LC-UV method previously validated was extended to LC-ESI-MS
for the characterization of the degradation products, without complicated isolation or
purification processes, based on retention times and confirmation of molecular
weight. The degradation kinetics of the drug was also evaluated and could be
described as a first-order process for DAB (R?= 0.9900). Furthermore, no evidence of
cytotoxicity in human mononuclear cells was observed for DAB degraded samples.
No previous reports were found in the literature regarding the characterization of
degradation products behavior of dabigatran etexilate.

Keywords: Cytotoxicity; Dabigatran etexilate; degradation kinetics; degradation
products; LC-UV; LC-ESI-MS.
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8. DISCUSSAO GERAL







O DAB, um inibidor direto da trombina, utilizado no tratamento de disturbios
tromboembdlicos, embora de grande importancia clinica na terapia medicamentosa,
nao apresenta monografia em compéndios oficias e registros na literatura cientifica
sobre métodos de avaliacdo. Nesse contexto, o desenvolvimento de técnicas de
analise aplicaveis ao controle de qualidade do produto acabado, juntamente com o
estudo de estabilidade, possuem fundamental importdncia para garantir a

administracdo segura e eficaz do medicamento.

Esclarecemos que a discussao apresentada a seguir refere-se as analises
qualitativas para caracterizagdo da SQR, a identificacdo do farmaco nas amostras
de capsulas, a determinacdo quantitativa do mesmo em capsulas utilizando
diferentes técnicas analiticas, aos estudos de estabilidade e avaliacdo dos produtos
de degradacdo térmica formados, estando baseada nos artigos publicados ou
submetido a publicagao, referenciados adequadamente no texto correspondente.

Os testes apresentados na analise qualitativa de DAB visaram a identificacao
da SQR utilizada, bem como fornecer dados que até o momento ndo estavam
disponiveis na literatura. Primeiramente, a caracterizacdo da SQR foi realizada
utilizando as técnicas de EM, RMN 'H, espectroscopia na regido do IV e DSC que

sao adequadas para caracterizar a substancia utilizada como referéncia.

O EM é um detector que permite a determinagdo qualitativa e quantitativa de
varios componentes de uma amostra, sendo muito utilizada para obter informacao
do ion molecular e de caracteristicas estruturais da amostra. O espectro de massas
obtido por varredura total permitiu observar o ion massa/carga (m/z) caracteristico
do DAB (Figura 4.1).

A RMN ¢ a técnica que fornece mais informacgao sobre a estrutura molecular
do que qualquer outra técnica, pois permite caracterizar uma estrutura quimica e
avaliar possiveis modificacées através de sinais caracteristicos da molécula frente
ao espectro da SQR (GIL et al., 2005; WATSON, 2005). As atribuicbes dos sinais
referentes ao espectro de RMN 'H (Figura 4.2) obtido no teste estdo de acordo com
0 esperado e descrito na literatura pertinente.
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Para a identificacdo da estrutura de moléculas através do espectro de
infravermelho a analise das bandas caracteristicas de determinados grupos fornece
informacdes relevantes; no entanto, o espectro deve ser analisado em conjunto com
outros dados para uma caracterizagdo mais completa (SILVERSTEIN; WEBSTER,;
KIEMLE, 2005). A interpretacdo das bandas de absorcao do espectro IV da SQR de
DAB (Figura 4.3) possibilitou a observagdo de grupamentos funcionais

caracteristicos do composto, auxiliando na identificagdo do mesmo.

De acordo com a curva de aquecimento obtida por DSC (Figura 4.4), verifica-
se que a SQR corresponde a forma polimoérfica tetraidratada, sendo assim, a DSC
pode ser considerada ferramenta adequada para colaborar com a caracterizacao
desta SQR.

No presente trabalho, os resultados obtidos nas técnicas para caracterizacao
confirmam a identidade e o alto grau de pureza da SQR de DAB.

A identificacdo da substancia ativa na forma farmacéutica foi baseada na
comparacao de resultados qualitativos obtidos pela SQR de DAB com aqueles
obtidos para as amostras de capsulas. Com este propédsito foram desenvolvidos
métodos de CCD, CLAE-UV, CLAE-CAD e CLAE-EM.

O desenvolvimento da técnica de CCD é consequéncia natural das multiplas
vantagens que ela oferece, tais como facil interpretacdo e execucgao, separagdes em
breve espaco de tempo, versatilidade, grande repetibilidade e baixo custo
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). A identificagcdo dos compostos foi baseada na
comparacao do Rx da solucdo amostra e da solucdo SQR. A utilizacdo do método
por CCD sugere a identificagdo do farmaco DAB nas capsulas através da
comparagao dos valores do Rx obtido com a SQR de DAB e também devido a
similaridade no perfil cromatografico (Figura 5.1). Além disso, os resultados
demonstraram a capacidade do método de separar substancias com diferentes

estruturas quimicas.

Quando utilizada para identificacdo de compostos, a CLAE baseia-se na
comparacao entre os tempos de retencédo obtidos para o pico da solugdo amostra e
da solucao SQR.
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A semelhanca entre os tempos de retencdo no método por CLAE-UV (6,3
minutos) (Figura 5.2) bem como no método por CLAE-CAD (6,7 minutos) (Figura
5.4), obtidos para a solucdo da SQR de DAB e solucao das capsulas de DAB,
permite sugerir a identificagdo do farmaco na forma farmacéutica. Além disso, a
similaridade entre os respectivos espectros obtidos (Figura 5.3) é mais uma
evidéncia utilizada na identificacao do farmaco DAB na forma farmacéutica. Ainda, a
avaliacao da pureza dos picos da solugdo SQR e da amostra das capsulas mostrou-
se adequada, com valores de 1,0.

A CLAE-EM permite a rapida identificagdo de farmacos, bem como produtos
de degradacao e impurezas. Além disso, a co-eluicdo de picos ou a presenca de
componentes ndo suficientemente resolvidos pela cromatografia ndo interferem na
qualidade da analise, devido a capacidade seletiva atribuida ao espectrébmetro de
massas (BARKER, 1999). O método permitiu identificar o ion principal do DAB (m/z
628 [M+H]"), tanto na solucdo da SQR de DAB como na da amostra de capsulas de
DAB. A similaridade entre os tempos de retencdo do farmaco nestas mesmas
solugdes (7,4 minutos) também sugerem a identificacdo do composto (Figura 5.5).

Com base no conjunto de resultados apresentados por estes métodos foi
possivel identificar o DAB nas amostras da forma farmacéutica capsula.

Com o intuito de garantir a qualidade, seguranca e eficacia terapéutica de
farmacos e produtos farmacéuticos, o controle de qualidade é fundamental durante o
desenvolvimento farmacéutico, a avaliacdo de formulagdes, bem como no processo
de producdao de medicamentos. Nesse contexto, os métodos analiticos sao
fundamentais para a identificacdo, quantificacédo, estudos de estabilidade e analises
de farmacos e produtos farmacéuticos.

Considerando que antes da elaboracdo deste projeto ndo constava na
literatura cientifica referéncia a determinacdo quantitativa de DAB em forma
farmacéutica, objetivou-se o desenvolvimento de métodos analiticos com aplicacéao
para o controle da qualidade do produto farmacéutico descritos nos itens 6.2
ARTIGO CIENTIFICO - Development and validation of a stability-indicating liquid
chromatography method for the determination of Dabigatran Etexilate in capsules e
6.3 ARTIGO CIENTIFICO - Comparative study on the analytical performance of
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charged aerosol detector and ultraviolet detector for the RP-LC analysis of

Dabigatran Etexilate in capsules.

Para o desenvolvimento dos métodos foram levados em consideracao
diversos parametros, baseando-se em questdes, tais como, tempo de analise,
simplicidade, custo, amostragem, equipamentos, aplicabilidade na rotina do controle
de qualidade, disponibilidade e capacidade de aplicacdo em estudos de estabilidade.

Entre os métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a facilidade com que efetua separacdo, identificacdo e
quantificacdo das espécies quimicas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). CLAE é
uma das técnicas mais difundidas em laboratérios analiticos, sendo que hoje em dia
as analises farmacéuticas e o controle de qualidade sdo impensaveis sem sua
utilizacao (POOLE, 2003). A técnica de deteccao mais comumente utilizada na
CLAE ¢é a UV, devido ao seu vasto campo de aplicacao, sua sensibilidade, a larga
faixa de linearidade e a compatibilidade com eluicdo em gradiente (POOLE, 2003).
Assim o objetivo inicial deste trabalho foi o desenvolvimento e validagdo de uma
metodologia por CLAE-UV][1] indicativa de estabilidade, conforme descrito no item
6.2 ARTIGO CIENTIFICO.

Para obter a melhor condicdo cromatografica a fase mdével foi otimizada
buscando seletividade e sensibilidade em um curto espaco de tempo, além de
excelente resolucéo entre o pico do farmaco e os picos dos produtos de degradacao.
Os solventes organicos comumente utilizados nos métodos por CLAE sao a
acetonitrila e o metanol; em razdo disto o desenvolvimento do método por
cromatografia em fase reversa partiu de diferentes proporcées destes solventes
organicos e de agua com e sem a adicao de trietilamina, em diferentes pH. Além
disso, colunas de diferentes empacotamentos e tamanhos foram avalidas, sendo
definida a coluna de fase reversa Cig (250 mmx 4,6 mm, 5 ym) mantida a
temperatura ambiente. Ressaltamos que, em virtude da necessidade de uma
adequada separacao do pico principal em relacdo aos produtos de degradacgao, foi
imprescindivel a utilizagdo de uma coluna com comprimento de 250 mm, visto que,
em colunas menores, este objetivo ndo foi alcangcado. Os testes de desenvolvimento
demonstraram que a utilizagao de trietilamina é imprescindivel, uma vez que, sem

sua adicao, os parametros de pico ndo sao adequados para a analise. Assim, a fase
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mével definida € composta por trietilamina 0,1% pH 6,0 (pH ajustado com acido
fosférico): acetonitrila (35:65, v/v) com fluxo de 1,0 mL/min, obtendo-se adequada
separacao dos produtos de degradacdo em relacdo ao farmaco, com excelentes
parametros cromatograficos, resultando em um tempo de retencao relativamente

curto e uma fase movel simples. O volume de injeg&o foi de 20 L.

O método apresentado mostrou-se especifico, uma vez que ndo houve
interferéncia dos excipientes presentes na formulacdo na determinacao do farmaco.
Além disso, destaca-se a capacidade do método desenvolvido em determinar o
farmaco na presenca de produtos de degradacao obtidos por degradacéo forcada
nas condi¢coes acida, basica, térmica, oxidativa e fotolitica. O mesmo apresentou
excelente resolucao entre os picos do DAB e dos produtos de degradacdo. Sendo
assim, o método pode ser aplicado para verificacdao € monitoramento da estabilidade
do DAB na forma farmacéutica em estudo (Figura 6.2.2).

O estudo de linearidade foi conduzido para o método proposto, através da
construcdo da curva padrao, na faixa de 10-70 ug/mL. O método apresentou relagéo
linear entre as concentracdes utilizadas e as respectivas respostas obtidas,
apresentando coeficiente de determinacdo préximo a unidade (RP=0,9991). As
analises indicaram que a regressado foi significativa e ndo houve desvio de

linearidade (p < 0,05).

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisdao intermediaria (precisdo entre dias e entre analistas). Os resultados de
desvio padrao relativo (DPR) obtidos para o método foram 1,66%, 1,14% e 1,41%,

respectivamente, o que demonstra a precisdo do método proposto.

A exatiddo foi avaliada através do teste de recuperagdo, onde foram
adicionadas quantidades de SQR na amostra em trés diferentes niveis de
concentracao. A exatidao foi estabelecida visto que a recuperacdo média apresentou
resultado 100,23% (DPR=1,34%).

A robustez foi avaliada com pequenas e deliberadas modificacdes nos
parametros analiticos. Foram realizadas alteragées em fluxo, coluna, volume de
injecdo, percentagem de acetonitrila e pH da fase mével. Foi avaliada em cada

condicdo alterada a ocorréncia de modificacbes nos parametros cromatograficos,
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bem como o teor de amostras. Os resultados demonstraram que o método € robusto
nas condicoes testadas. Além disso, a estabilidade da solucdo de SQR e capsulas
foram estudadas, demonstrando ser estaveis por seis horas em auto injetor a
temperatura ambiente e 72 horas quando mantidas em geladeira (2-8 (2-8 °C).

Considerando todos os resultados obtidos na avaliagao dos parametros, tais
como, especificidade, linearidade, precisado, exatidao e robustez, € possivel afirmar
que o método foi validado de forma satisfatoria para a determinacao quantitativa de
DAB em capsulas.

A utilizacado do CAD no controle de qualidade de farmacos e produtos
farmacéuticos € ainda restrita, mas vem aumentando exponencialmente nos ultimos
anos, devido a sua facilidade de operacdo, versatilidade e vasta gama de

aplicacoes.

Esclarecemos que o detector CAD apresenta propriedades especificas, como
por exemplo, a necessidade de utilizacdo de uma fase movel volatil. Conforme
observado acima, a fase mével utilizada no método CLAE-UV[1] &€ composta de
acetonitrila : trietilamina, com ajuste de pH utilizando &cido fosférico, ndo cumprindo
com o requisito do detector. Assim ocorreu a necessidade de desenvolvimento de
um novo método CLAE-CAD. Outro fator relevante € a utilizagdo do CAD como uma
alternativa aos detectores existentes. Sendo assim, optou-se por validar e aplicar o
método desenvolvido para o detector CAD também para o detector UV (CLAE-
UVI[2]), visando a avaliar a intercambialidade dos parametros de validagcao e dos
resultados obtidos nas andlises da forma farmacéutica, conforme descrito no item
6.3 ARTIGO CIENTIFICO.

Para o desenvolvimento do método os parametros que podem influenciar a
resposta dos detectores foram avaliados. Iniciamente foi definida a “faixa” que
influencia a sensibilidade do CAD, devido ao melhor sinal/ruido o valor de 100 pA foi
escolhido entre os valores testados de 20 a 500 pA. Como ja referido a fase mével
utilizada em detectores CAD deve ser volatil, assim a influéncia da fase maével foi
verificada alterando a composicao do conteudo de acetonitrila de 50-80%. Diferentes
aditivos volateis foram usados durante o desenvolvimento (acido férmico, acido
acético e acetato de amoénio) e o melhor resultado foi obtido com o tampéao acetato
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de amébnio, em seguida avaliado em diferentes pH (4-6,0) e concentracbes (10-
30mM). Por fim, avaliaram-se colunas de diferentes tamanhos e empacotametos
além do fluxo da fase mével. Levando em consideracao a resposta de ambos os
detectores, os parametros de pico e a resolucao entre o pico do DAB e os picos dos
produtos de degradacéo, a condicao final foi estabelecida com fase mével composta
de acetonitrila: tampao acetato de aménio 10 mM pH 5,5 (65 : 35, v/v), fluxo de 1
mL/min e coluna GL Sciences Inc. Inertsil ODS-2 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). O

volume de injecao foi de 20 uL.

Na avaliacdo da especificidade, a solu¢do placebo ndo apresentou nenhuma
interferéncia no tempo de retencdo do farmaco. Além disso, o0 método é capaz de
determinar o farmaco na presenca dos produtos de degradacdao obtidos de
diferentes condigdes de estresse (hidrolise acida e basica, calor, oxidacao e luz),
pois apresentaram resolucdo adequada entre os picos do DAB e dos principais
produtos de degradagédo formados (Figura 6.3.2).

A conformidade do modelo linear foi comprovada através do método dos
minimos quadrados e ANOVA, onde o método apresentou regressao linear
significativa na faixa de concentragdo de 1-70 pug/mL, /%= 0,9997 para CLAE-CAD e
R? = 0,9987 para CLAE-UV[2], com desvio da linearidade nao significativo (p < 0,05).
Destaca-se que para o método CLAE-CAD uma resposta linear ndo seria a
esperada, pois este detector apresenta uma resposta quadrarica em relacdo a
concentragdo. Porém devido ao estreito intervalo de concentragdo e as baixas
concentragdes do analito utilizadas no método a resposta foi reportada como linear
(ALMELING; ILKO; HOLZGRABE, 2012; JOSEPH & RUSTUM, 2010; VEHOVEC &
OBREZA, 2010).

A precisdo, demonstrada por meio da precisdo intermediaria (entre dias e
entre analistas) e da repetibilidade, foi adequada, pois apresentou valores de DPR
inferiores a 1,24% para CLAE-UV[2] e 1,37% para CLAE-CAD.

A exatidao do método foi realizada adicionando quantidades conhecidas de
SQR na solugédo placebo em trés diferentes niveis de concentracdo. Apresentou
resultados dentro do recomendado, com valores médios de recuperacao de
100,77% e 99,42%, para CLAE-UV[2] e CLAE-CAD, respectivamente.
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A robustez foi avaliada utilizando-se o delineamento experimental proposto
por Plackett-Burman, através da modificacdo de fatores: pH, proporcédo de solvente
organico, vazao da fase mével, concentracdo de acetato de aménio e temperatura
em que a coluna cromatogréfica foi mantida. De acordo com os resultados obtidos,
as modificagdes nos fatores estudados nao interferiram na determinagéo quantitativa
do farmaco por CLAE-UV[2] e CLAE-CAD, demonstrando a robustez do método
analitico (Figura 6.3.3). Além disso, a estabilidade das solugbes da SQR e da
amostra de capsulas foram estudadas, demonstrando serem estaveis por oito horas
em temperatura ambiente e 120 horas quando mantidas a -20 °C.

Desse modo, demonstrou-se que o método proposto por CLAE-CAD E CLAE-
UVI[2] cumpre os requisitos de validacdo, estando de acordo com os parametros de
qualidade preconizados e, além disso, podem ser utilizados em estudos de
estabilidade, uma vez que determinam o farmaco sem interferéncia, mesmo na

presenca de produtos de degradacao.

Com o objetivo de estabelecer uma comparacgao e verificar a capacidade de
intercambialidade dos métodos propostos, realizou-se a andlise estatistica
comparativa entre os resultados da determinacao quantitativa de DAB em amostras
de capsulas obtidos pelos métodos CLAE-UV[1], CLAE-CAD e CLAE-UV[2]. Através
da analise de variancia (ANOVA) nao se observou diferenga significativa (p > 0,05)
entre os mesmos (Tabela 6.3.4), demonstrando, portanto, que os métodos sao
intercambiaveis e adequadas para andlises de controle de qualidade.

Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho constituem-se,
portanto, em procedimentos importantes para o controle de qualidade de
medicamentos contendo DAB, contribuindo para garantir a seguranca e eficacia

terapéutica dos produtos farmacéuticos disponiveis no pais.

Durante o desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos anteriormente
descritos o0 DAB foi submetido a diferentes condicées de estresse, evidenciando a
sua suscetibilidade a todas as condicoes avaliadas (degradacdo forcada &acida,
béasica, térmica, oxidativa e fotolitica). Estes resultados serviram, portanto, como
subsidio para a sequéncia dos estudos de estabilidade: cinética de degradacao,
identificacdo de produtos de degradacdo e estudo de citotoxicidade, conforme
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observado no item 7.2 ARTIGO CIENTIFICO - Main degradation products of
Dabigatran Etexilate evaluated by LC-UV and LC-ESI-MS, degradation kinetics and

in vitro cytotoxicity studies.

Para o estudo de citotoxicidade in vitro, a condicdo estudada,
preferencialmente, ndo deve conter outras substancias utilizadas nos ensaios de
degradacdo que possam influenciar nos resultados obtidos, como por exemplo,
acido, base ou peréxido de hidrogénio. Sendo assim, a condicdo de degradacao

térmica foi previamente escolhida para o estudo de cinética de degradacao.

O método analitico indicativo de estabilidade descrito no item 6.3 ARTIGO
CIENTIFICO - Comparative study on the analytical performance of charged aerosol
detector and ultraviolet detector for the RP-LC analysis of Dabigatran Etexilate in
capsules - foi desenvolvido objetivando a rapida determinacao do farmaco e étima
resolucdo entre o mesmo e os produtos de degradacdo formados, além de
estabelecer uma adequada interface para a realizagao de estudos por CLAE-EM na
caracterizacao dos produtos de degradacao. Por conseguinte o método por CLAE-
UVI[2] foi utilizado na andlise de cinética de degradacao do farmaco.

Durante os estudos de degradacdo forcada, foi possivel observar
aproximadamente 75% de degradacdo apdés 4 horas de exposicdo a condicao
térmica. A partir dos dados obtidos em diferentes tempos de amostragem, pode-se
atribuir uma cinética de reacdo de primeira ordem (R°= 0,9900) (Figura 7.2.5). Dessa
forma, com base nas equacdes matematicas especificas de cada ordem da reagéo,
0s parametros cinéticos de constante de velocidade de reacéo (k) e tempo de vida

Util (fo) foram calculados como 0,0028 min™' e 37,49 min, respectivamente.

A seguir, procederam-se as andlises por EM. Primeiramente, foram obtidos os
espectros de varredura total dos ions para a solugao SQR de DAB sem degradagéo,
bem como as degradadas. Através da comparacdo desses espectros, picos
adicionais foram observados e suas massas moleculares puderam entdo ser

monitoradas pelo sistema.

Quando comparados com os cromatogramas obtidos por CLAE-UV[2], os
estudos por CLAE-EM demonstraram picos nos mesmos tempos de retencao, tanto

para o farmaco quanto para os principais produtos de degradacédo visualizados
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(Figura 7.2.2). Dessa forma, foi possivel obter os valores de m/z caracteristicos de
cada produto formado (Figura 7.2.3) e entdo sugerir suas identidades (Figura 7.2.4).
Verificou-se que o produto de degradacado DP-01, etil  3-(2(((4-
carbamimidoilfenil)amino)metill-N-(piridina-2-il)-1H-benzol [d]imidazol -5-
carboxamida) propanoato trata-se de um metabdlito ja identificado, enquanto o
produto de degradacdao DP-02, (E)-hexil(amino(4-aminofenil)metileno)carbamato foi
descrito pela primeira vez neste estudo. Destacamos que este foi o primeiro estudo
a identificar produtos de degradacao provenientes de DAB.

O termo citotoxicidade significa causa de efeitos toxicos (morte, alteracdes na
permeabilidade da membrana celular, inibicdo enzimatica) em nivel celular.
Sobretudo o teste de viabilidade celular in vitro é utilizado para verificar
citotoxicidade aguda, tal como o ensaio de liberacdo da desidrogenase latica-
(PALMA; CORAT; SOARES, 2008), que é um ensaio de baixo custo, facil de
manipular e os dados obtidos séo reprodutiveis (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). A
enzima lactato desidrogenase esta presente em todo o citoplasma celular, e quando
a membrana é danificada ha um contato com o meio externo (PALMA; CORAT;
SOARES, 2008). A perda da desidrogenase latica intracelular e sua liberagdo é um
indicador de morte celular irreversivel devido a dano da membrana celular (FOTAKIS
& TIMBRELL, 2006).

A fim de observar o potencial citotoxico das amostras degradadas frente as
amostras ndo degradadas foi realizado um estudo preliminar de toxicidade utilizando
células mononucleares. Diferencas nao significativas (p > 0,05) foram observadas
quando as amostras degradadas, contendo os produtos de degradacdo e amostras
nao degradadas foram comparadas com o controle negativo, indicando que a
presenca dos produtos de degradagao nao interferiu na viabilidade celular em todas
as concentragdes analisadas (Figura 7.2.6).

Ressalta-se que os métodos analiticos para quantificacdo de DAB na forma
farmacéutica capsula apresentados neste trabalho foram validados de acordo com
codigos oficiais, cumprindo com parametros de especificidade, linearidade, precisao,
exatidao, robustez e limites de deteccao e quantificacao (BRASIL, 2003, ICH, 2005a;
USP 36, 2013).
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9. CONCLUSOES







A analise do espectro de massas da SQR de DAB demonstrou a presenga
do ion principal m/z 628 [M+H]" referente a molécula de DAB, contribuindo
para a identidade da SQR;

A interpretacdo do espectro de RMN 'H demonstrou que os sinais obtidos
estdo de acordo com as atribuicdes esperadas para a molécula de DAB;

A interpretagdo do espectro de IV demonstrou que as bandas obtidas sé&o
sinais caracteristicos dos grupamentos funcionais da molécula de DAB;

A faixa de fusao obtida por DSC demostrou-se adequada, contribuindo para
a identificagao;

e O conjunto de resultados obtidos caracterizou a SQR de DAB como

adequada para ser utilizada nos estudos propostos neste trabalho;

e O método proposto por CCD contribuiu para identificar o farmaco na forma

farmacéutica de maneira simples;

e Os resultados obtidos para o método cromatografico com detectores UV e
CAD permitiram identificar o composto no produto farmacéutico. Ambos
apresentaram tempos de retencdo similares para os sinais analiticos da
solucdo da SQR e da solugdo da amostra de capsulas. Além disso, foi
possivel observar semelhantes espectros no UV obtidos no respectivo
tempo de retencao;

e O método proposto por CLAE-EM permitiu identificar seletivamente o
farmaco em estudo pelo monitoramento do ion principal, além do perfil

cromatografico e tempo de retencdo semelhante;

e O método desenvolvido por CLAE-UV[1], nas condi¢cdes experimentais
estabelecidas, mostrou-se linear na faixa de 10-70 pg/mL, especifico,
preciso, exato e robusto para andlise quantitativa de DAB em capsulas;

e O método quantitativo desenvolvido por CLAE-UV[2] e CLAE-CAD cumpriu

satisfatoriamente com os parametros de validagdo preconizados para
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métodos analiticos. Mostrou-se intercambiavel frente aos dois diferentes
detectores, segundo teste tde Student (p > 0,05), (Tabela 11.1 do Anexo);

e Os métodos validados por CLAE-UV[1], CLAE-CAD e CLAE-UV|2] nao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas de acordo com a
ANOVA (p > 0,05), (Tabela 11.2 do Anexo), caracterizando, portanto, a

intercambialidade dos mesmos;

O método desenvolvido por CLAE-UV[2] compativel com os estudos por
CLAE-EM, foi satisfatoriamente aplicado para avaliacido da estabilidade de

DAB na condicao térmica;

O método CLAE-EM possibilitou, sem o isolamento, sugerir a identidade dos

ions moleculares de dois produtos de degradacao do DAB;

Os resultados obtidos na avaliacéo da cinética de degradacgéo indicaram que

o DAB segue uma cinética de primeira ordem na condicao térmica;

O estudo utilizando células mononucleares ndo apresentou evidéncias de

citotoxicidade para as amostras contendo o farmaco apds degradacao;

Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho estabelecem
bases para progressivos trabalhos cientificos na area e procedimentos
importantes para aprimorar o controle da qualidade, garantindo a seguranca
e eficacia terapéutica dos produtos farmacéuticos de DAB disponiveis

comercialmente.
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11. ANEXO







TABELA 11.1. Teste t - resultados obtidos da comparacao entre os métodos CLAE-

CAD e CLAE-UV[2].

CLAE-UV(2) CLAE-CAD

Média 100,79 100,42
Variancia 0,93 1,84
Observacdes 6,00 6,00
Correlacao de Pearson 0,77

Hipétese da diferenca de média 0,00

gl 5,00

Stat t 1,06

P(T<=t) uni-caudal 0,17

t critico uni-caudal 2,02

P(T<=t) bi-caudal 0,34

t critico bi-caudal 2,57

TABELA 11.2. ANOVA - resultados obtidos da comparacao entre os métodos CLAE-

UV[1], CLAE-CAD e CLAE-UV[2].

Fonte da variacdo sQ gl mQ F caicutado  F critico
Entre grupos 0,60 2 0,30 0,31* 3,68
Dentro dos grupos 14,39 15 0,96

Total 14,99 17

* ndo significativo para p > 0,05
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