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RESUMO

Estudos de degradacao forcada sdo importantes para determinar a estabilidade de
um farmaco, elucidar suas principais rotas de degradacao, além de monitorar seus
produtos de degradacdo, os quais podem gerar a ineficacia terapéutica ou
apresentar perfil toxicolégico. Orienta-se que tais estudos sejam realizados por meio
de condicdes de estresse extremo tais como, acidos ou bases (hidrélise), peréxido
de hidrogénio (estresse oxidativo), termoélise e exposicdo a luz. No entanto, tais
estudos sdo onerosos e demandam longo periodo de tempo e grandes quantidades
de solventes. O aquecimento através de irradiacdo de micro-ondas nos diversos
campos da quimica j& € uma tecnologia consolidada. Recentemente estudos de
degradacédo forcada tém usado micro-ondas como fonte de aquecimento em
reatores modernos com caracteristicas de controle de temperatura, poténcia,
pressao e agitacao, o que tornam essa tecnologia viavel em estudos de estresse. O
objetivo desse estudo foi planejar e validar um método de degradacdo forcada
assistido por irradiagdo micro-ondas em farmacos fluoroquinolinicos (levofloxacino e
norfloxacino) paralelamente ao estudo de estresse convencional e compara-los.
Para tanto, solucdes de levofloxacino e norfloxacino foram submetidas a degradacao
forcada usual sob acéo de varios agentes estressantes e sob irradiacdo micro-ondas
em tubos de vidro vedados e em condi¢des de agitacao, temperaturas de até 120°C
e pressdao maxima de 100 psi. Ambos os farmacos foram degradados entre 10 e
30%, apresentando perfil cromatografico equivalente e presenca de picos de
possiveis produtos de degradacdo com areas e tempos de retencdo também
analogos. Para o levofloxacino, estresse por solucdo de peroxido de hidrogénio
0,3% (v/v) a temperatura ambiente por 720 minutos gerou de 26% de degradacéao, e
a mesma solucdo em estufa a 60°C por 60 minutos, degradou 27%. Essa solucéo
em exposicao a irradiacdo micro-ondas a 100°C por 20 minutos e 120°C por 5
minutos degradou, respectivamente, 28% e 25%. Para o norfloxacino, aplicando-se
hidroxido de sédio 0,1mol L™ & temperatura ambiente por 1440 minutos obteve-se
degradacédo de 7%, em estufa a 60°C por 180 minutos 12% de degradacdo. Em
exposicao a micro-ondas a 100°C por 20 minutos e 120°C por 5 minutos obteve-se
degradacéao, respectivamente, de 11% e 10%. Para as condi¢cdes capazes de gerar
degradacao foram formadas quantidades semelhantes de produtos de degradacéo
para ambos farmacos, atestando a equivaléncia entre o uso de degradacao forcada
convencional e por irradiacdo micro-ondas (com controle térmico, agitacdo e de
pressao), mas com reducéo significativa de tempo para a nova técnica, ja que a
mesma possibilita a elevacdo de temperatura acima do ponto de ebulicdo dos
solventes.

Palavras chave: Estudos de degradacdo forcada; Fluoroquinolonas; Irradiacao
Micro-ondas.



ABSTRACT

Forced degradation studies are important to determine the stability of a drug,
elucidate its main routes of degradation, and to monitor its degradation products,
which can generate therapeutic inefficacy or exhibit a toxicity profile. Some guides
suggests that such studies must be conducted by conditions of extreme stress such
as acids or bases (hydrolysis), hydrogen peroxide (oxidative stress), temperature and
exposure to light. However, such studies are costly and require a long time and large
amounts of solvents. Heating by microwave irradiation in different areas of chemistry
is already an established technology. Recently, forced degradation studies have
been used microwave as a heating source in modern reactors that control
temperature, power, pressure and agitation, making this technology viable in studies
of stress. The aim of this study was to design and validate a method of forced
degradation assisted by microwave irradiation in fluorinated quinolones (levofloxacin
and norfloxacin) alongside conventional stress study and compare them. For this
purpose, solutions of levofloxacin and norfloxacin were subjected to usual forced
degradation under influence of various stress agents and under microwave irradiation
in sealed glass tubes and stirring conditions, temperatures up to 120 ° C and a
maximum pressure of 100 psi. Both drugs were degraded between 10 and 30%, with
equivalent chromatographic profile of peaks and the presence of possible
degradation products with areas and retention times very similar. For levofloxacin,
stress solution of 0.3% (v/v) hydrogen peroxide at room temperature for 720 minutes
produced a 26% of degradation and the same solution in an oven at 60 ° C for 60
minutes, degraded 27%. This solution in exposure to a microwave irradiation at 100 °
C for 20 minutes and 120 ° C for 5 minutes degraded, respectively, 28% and 25%.
For norfloxacin, applying 0.1 mol L™ sodium hydroxide at room temperature for 1440
minutes, 7% of degradation was observed and in an oven at 60 ° C for 180 minutes,
12% of degradation. On exposure to microwave at 100 ° C for 20 minutes and 120 °
C for 5 minutes was obtained degradation, respectively, 11% and 10%. For the
conditions that generate degradation were formed similar amounts of degradation
products for both drugs, stating the equivalence between the use of conventional and
forced degradation by microwave irradiation (with temperature control, agitation and
pressure), but with reduced significant time to the new technique, since it enables the
temperature rise above the boiling point of the solvent.

Keywords: Forced degradation studies; Fluoroquinolones; Microwave Irradiation.
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1. INTRODUCAO

No ambito farmaco-quimico, impurezas séo definidas como tudo aquilo capaz
de comprometer a pureza de um insumo farmacéutico (IF). Sendo que impurezas de
origem organica comumente sdo advindas de sintese, de subprodutos, de
substancias relacionadas ou, ainda, de produtos de degradacéo (PD), que por sua
vez sdo provenientes de alteragBes quimicas sofridas especialmente pelo insumo
farmacéutico ou até pelos proprios excipientes de determinada formulacédo (BRASIL,
2010; EITENMILLER e LANDEN JR, 1999). As causas de formacao de produtos de
degradacdo sdo inimeras, dentre as quais se destacam temperatura, umidade, pH,
luz e até incompatibilidade entre farmaco e recipiente ou entre farmaco e
embalagem, ou ainda, de maneira mais geral, advindos de armazenamento
indevido, transporte e do proprio envelhecimento (BRASIL, 2008; SMITH e WEBB,
2008).

Uma vez apontada a possibilidade de derivacdo de PD a partir de insumos
farmacéuticos, levanta-se a necessidade de quantificacdo e monitoramento desses
produtos, ja que riscos de ineficacia e de toxicidade estdo agregados a presenca dos
mesmos. Os estudos de degradacdo forcada, realizados com base em guias
elaborados por instituicbes internacionais avaliam o perfil de degradacdo de um
farmaco perante ensaios de estresse (ICH, 1993; FDA, 1998). Estes estudos
fornecem informacdes valiosas no que diz respeito a estabilidade dos farmacos nas
formulacdes durante seu prazo de validade. Além disso, 6rgdos regulamentadores
se mostram cada vez mais criteriosos quanto aos limites de impurezas e produtos de
degradacédo e ensaios de degradacéao forcada para identificacdo e quantificacdo dos
mesmos (SINGH et al., 2013).

Entretanto o modo de realizacdo de estudos de degradacédo forcada sempre
apresentou desafios, a comecar pela falta de detalhamento por parte das proprias
diretrizes regulamentares, que sempre enfatizaram apenas a realizacdo de uma
série de testes de estresse capazes de simular a degradacao primaria dos proprios
farmacos e medicamentos. Para tanto, sdo citadas apenas faixas de pH,
concentragfes, umidade e temperatura. Além de citar agentes estressantes como
acido cloridrico (HCI), hidréxido de sédio (NaOH) e peréxido de hidrogénio (H205,).

Introducdo
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Com isso os estudos realizados, ainda hoje, quase sempre se prolongam por dias
até se atingir a faixa recomendada de decaimento no teor do farmaco. Além de que,
tradicionalmente, quando os estudos de estresse séo feitos em solugéo, os volumes
gastos podem ultrapassar 100 mL (ALSANTE et al., 2007; SINGH e BAKSHI, 2000;
SINGH et al., 2013).

No contexto de estudos de estresse, novas pesquisas tém sido amplamente
realizadas, dentre as quais 0 uso de irradiacdo micro-ondas tem se destacado em
experimentos de degradacédo forcada como alternativa para o aquecimento (também
chamado de aquecimento dielétrico), acelerando reacbes de degradacdo. Nesse
contexto, destacam-se reatores de micro-ondas com controles térmicos e capazes
de fornecer temperaturas elevadas e controladas ao meio reacional, além de
proporcionar monitoramento do tempo reacional, pressédo e agitacdo, por exemplo.
Com isso reducdes expressivas de tempo tém sido conquistadas sem que a
degradacéao perca seu perfil e eficiéncia ja observada em exposi¢cado dos farmacos a
agentes degradantes por longos periodos de tempo, seja a temperatura ambiente ou
em aquecimento por meio de estufas ou refluxo. Pelo emprego de aquecimento por
irradiacdo no micro-ondas, consegue-se também reduzir consideravelmente
guantidades de solventes empregados como agentes estressantes, sem que a
eficiéncia do estudo seja afetada (BOJANA, MARKUS e KAPPE, 2011; SILVA, et al.,
2013).

A realizacdo de estudos de produtos de degradacdo advindos de farmacos é
um fator trivial para o desenvolvimento de especialidades farmacéuticas, bem como
para a administracdo segura de tais produtos (BAERTSCHI et al., 2005). Assim, o
desafio deste trabalho consiste na realizacdo do estudo de degradacdo forcada de
dois farmacos fluoroquinolinicos, levofloxacino e norfloxacino, através do uso de
irradiacdo micro-ondas visando comparar seu desemprenho frente as técnicas

convencionais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos sdo farmacos empregados no tratamento de doencas
infecciosas inviabilizando o crescimento dos micro-organismos nocivos, nao
prejudicando o hospedeiro. A descoberta da penicilina em 1929 e sua posterior
insercdo no tratamento de doencas infecciosas foi 0 marco inicial que culminou no
desenvolvimento dessa nova classe de farmacos. Hoje existe uma infinidade de
antimicrobianos disponiveis, que sistematicamente podem ser divididos em dois
subgrupos, aqueles que sdo sintetizados por procedimentos quimicos em
laboratérios sdo chamados farmacos sintéticos, ja os produzidos por bactérias ou
fungos sdo denominados antibidticos. Posteriormente, os antimicrobianos sé&o
classificados em grupos de acordo com certas caracteristicas pertinentes a seus
representantes, tais como suas estruturas quimicas, mecanismos de acdo e
espectros de atividade (TORTORA, FUNKE, CASE, 2000; LOPES, 2005).

O uso de antimicrobianos, entre os anos 2000 a 2010 atingiu um elevado
crescimento de 36% em escala global. Sendo que, 76% do aumento global do
consumo dessa classe medicamentosa correspondeu a Brasil, Russia, india, China
e Africa do Sul, os chamados paises do BRICS (BOECKEL, et al. 2014).

No ambito de controlar o consumo desnecessario dessa classe de farmacos,
bem como evitar automedicacao e surgimento de bactérias resistentes, no Brasil a
ANVISA implementou em 2010 a RDC 44/10, posteriormente revogada pela RDC
20/2011, que tornou obrigatoria a venda de antibioticos apenas mediante a retengao
de receita. Posteriormente, complementar a essa resolucéo, passou a vigorar em 16
de abril de 2013 a pratica de escrituracao eletrénica dos antibidticos por parte de
todas as drogarias e farmacias do territério nacional brasileiro, no Sistema Nacional
de Gerenciamento de Produtos Controlados (SNGPC). Processo semelhante que ja
havia sido implementado realizado para psicotropicos (portaria 344) ha alguns anos
(BRASIL, 2011; BRASIL, 2013).

Essa medida se faz importante, pois 0 uso indiscriminado de antimicrobianos

induz ao surgimento de resisténcia bacteriana, que é uma resposta adaptativa
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inevitavel ao uso de antimicrobianos, pois esse processo de alteracdo de patégenos
suceptiveis por uma espécie mais resistente é uma resposta natural (FRENCH,
2005).

2.2. QUINOLONAS

As quinolonas sdo um gupo de antimicrobianos cujo mecanismo de acao
consiste na inibicdo de processos de transcricdo e replicacdo do &cido
desoxirribonucléico (DNA) bacteriano. O uso dessa classe de antimicrobianos se
consolidou desde a década de 1960, quando em 1962 Lesher e colaboradores
descreveram o &cido nalidixico, que foi introduzido na pratica clinica. Antibi6ticos
guinolinicos tem como alvo a inibicdo da atividade da DNA girase ou topoisomerase
Il, enzima essencial a sobrevivéncia bacteriana, pois a enzima DNA-girase € que se
encarrega de tornar a molécula de DNA compacta e biologicamente ativa. Ao inibir
essa enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grande espaco no interior da
bactéria e suas extremidades livres causam a sintese descontrolada de RNA
mensageiro e de proteinas, determinando a morte das bactérias (BERGAN, 1988;
GOODMAN e GILMAN’S, 2006).

Quinolonas estdo entre os antibiéticos de maior uso nos ultimos anos. A
classificacdo das quinolonas € dada em geracdes de acordo com seu espectro de
acao, além de suas caracteristicas farmacocinéticas. As quinolonas de primeira
geracao (acido nalidixico) apresentam um espectro de acdo limitado a bacilos gram-
negativos e, com isso, sao utilizadas apenas para infec¢cdes do trato urinario. A
indroducdo de um atomo de flior na estrutura das quinolonas possibilitou o
surgimento das novas geracdes capazes de apresentar melhor atividade
farmacocinética, que séo as chamadas de fluoroquinolonas (WOLFSON e HOOPER,
1985; CALVO e MARTINEZ, 2009).

O surgimento das fluoroquinolonas nos anos 1980 possibilitou avancgos
terapéuticos importantes, mais especificamente com o acréscimo de um atomo de
fldor na posicao 6 do anel quinolinico, possibilitando aumento do espectro de acao e
melhor biodisponibilidade por via oral. Nesse momento surgiam as fluoroquinolonas

de segunda geracdo, como o norfloxacino (Figura 1). Com esse incremento na
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atividade farmacocinética, a atividade contra bacilos gram-negativos foi melhorada,
porém ainda apresentando baixa atividade contra gram-positivos e anaerébios,
como é o caso do norfloxacino. Ja quinolonas de terceira geracdo, a exemplo do
levofloxacino (Figura 1), exibem maior atividade contra gram-positivos, além de
melhora em sua farmacocinética, o que viabilizou seu emprego sistémico. As
qguinolonas de quarta geragédo, a exemplo do gemifloxacino, mostram maior atividade
frente a bactérias gram-positivas e bactérias anaerdbias. Entretanto, algumas
espécies de bactérias tais como, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
e Mycobacterium tuberclosis sdo capazes de adquirir mutacdes que inviabilizem a
eficiéncia das fluoroquinolonas (ZHAO et al. 1997; HAYASHI; NAKATA; YAZAKI,
2004; CALVO e MARTINEZ, 2009).

Figura 1. Formula estrutural de norfloxacino e levofloxacino

HO d SN o

OH | OH

n
M

0 0 O O

Norfloxacino (A) Levofloxacino (B)
(A): &cido-etil-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperacinil)-3-quinilonocarboxilico;
(B): (S)-(-)9-fluoro-2,3-di-hidro-3-metil-10-(4-metil-1-piperazinil)-7-oxo-7H-pirido[ 1,2,3-de]-1,4-benzoxazina-6-
carboxilico;

Tamanha a importancia das quinolonas, especialmente quinolonas fluoradas,
fez com que as mesmas tivessem sido constantemente estudadas para se chegar a
aprimoramentos estruturais vidando melhoras terapéuticas pelo uso das mesmas.
Especialmente apds a introducdo do norfloxacino, diversas outras estruturas de
fluoroquinolonas surgiram na tentativa de aumentar o espectro geral antibacteriano,
melhorar absorcéo, permeacao celular, biodisponibilidade, entre outros. Observa-se
inclusive, derivados de fluoroquinolonas capazes de apresentar potencial anticancer
(BHANOT; SINGH; CHATTERJEE, 2001; RAJULU, G. G. et al. 2014).

Algumas dessas novas fluoroquinolonas apresentam modificacdes néao

somente na estrutura basica anelar, mas também, possuem novas aminas ciclicas
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ou heterociclicos nitrogenados, apropriadamente substituidos na posicdo sete do
grupamento farmacoéforo. No entanto, vale ressaltar que as posi¢des indispensaveis
para a atividade biolégica das fluoroquinolonas sdo a C-6 (contendo um atomo de
fldor), C-7 (contendo grupos piperazila e pirrolidina) e N-1 (contendo grupos etila,
ciclopropila, ter-butila e arilas fluorados) (BHANOT; SINGH; CHATTERJEE, 2001;
SOUZA et al., 2004).

Mesmo varias décadas apés a descoberta classe de quinolonas, ainda hoje
seus representantes sdo de grande interesse terapéutico e econdmico para a
industria farmacéutica por se manterem eficientes contra varios antimicrobianos.
Com isso possuem prética clinica consolidada (do ponto de vista terapéutico), perfil
de impurezas (Tabela 1), vias de degradacao e métodos analiticos quantitativos ja
bem elucidados (do ponto de vista quimico). Portanto, representantes dessa classe
de farmacos se mantém em posicao privilegiada para continuarem sendo estudados
nos mais diversos campos cientificos (DEVI e CHANDRASEKHARB, 2009; USP,
2012).

Tabela 1. Exemplos de algumas impurezas conhecidas de levofloxacino e norfloxacino

Impurezas conhecidas de levofloxacino Impurezas conhecidas de norfloxacino

Férmula estrutural Férmula molécular Foérmula estrutural Foérmula molécular

(e}
| Ci13HoF2NO4 | OH C12H9CIFNO3
OH E
F
o) O (0]
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,::@/\'JYOH C18H20FN3Os N N/\ C17H18FN3O4
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Fonte: TLC PharmaChem Inc.
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2.3. ESTUDO DE ESTABILIDADE

Estudos de estabilidade séo realizados afim de se avaliar a manutencéo das
caracteristicas quimicas, fisicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicoldgicas de
determinada especialidade farmacéutica, determinando assim, seu prazo de
validade. Sendo o prazo de validade o tempo limite para que o produto farmacéutico
apresente-se apto ao uso, este é determinado com base em estudos de
estabilidade, que vao atestar as caracteristicas dos produtos farmacéuticos
estabelecendo ou confirmando seu prazo de validade. Os testes de estabilidade
determinam tal prazo, baseando-se também no periodo temporal compreendido
entre a fabricacdo do produto farmacéutico até 0 momento em que sua poténcia ndo
seja inferior a 90% e os produtos de alteracdo, caso presentes, estejam
devidamente identificados, quantificados e qualificados (BRASIL, 2005; ALLEN JR.,
POPOVICH e ANSEL, 2007; BRASIL, 2013).

Além disso, a etapa de desenvolvimento e pré-formulagdo conta com estudos
de estabilidade para aperfeicoar a disposicao dos excipientes propostos juntamente
com o principio ativo, evitando incompatibilidade de atividades com base em suas
propriedades fisicas e quimicas, tais como forma cristalina ou polimorfica individual,
tamanho da particula e presenca de agua. A avaliacdo de possiveis interacdes entre
produto e materiais de embalagem também sédo determinadas devido aos estudos
de estabilidade, sendo possivel identificar alteracdes quimicas que podem acarretar
modificacdo em nivel fisico ou quimico entre componentes de embalagem e
formulagdo (LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001; KLICK et al. 2005).

Estudos de estabilidade podem ser realizados de trés formas, sao eles os
estudos de estabilidade acelerado, de longa duracdo e de acompanhamento. O
estudo de estabilidade acelerado (em temperaturas e umidade elevadas) € projetado
para acelerar a degradacdo quimica e/ou mudancas fisicas no produto, a fim de
simular o impacto de curtas exposi¢cdes a condicdes drasticas de armazenamento,
fato que pode ser observado ao longo do transporte. Esse estudo pode simular o
gue ocorreria com o produto farmacéutico em condi¢des normais de armazenamento
por longos periodos de tempo. Para tanto, a realizacao de estudos de estabilidade

acelerada conta com produtos farmacéuticos submetidos a condi¢des de 40°C + 2°C
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e 75% + 5% UR (umidade relativa), fato que possibilita acelerar possiveis
degradacdes intrinsecas do farmaco (BRASIL, 2005).

O estudo de estabilidade de longa duracdo é projetado em condi¢cbes de
temperatura e umidade menos elevadas que os estudos de estabilidade acelerada,
30°C + 2°C e 75% + 5% UR, para paises que se enquadrem na classificacdo
climatica de clima quente e umido, como € o caso do Brasil. Estudos de estabilidade
de longa duragéo sao utilizados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e
recomendar as condi¢des de armazenamento do produto. Por fim, os estudos de
estabilidade de acompanhamento séo realizados a fim de garantir se o medicamento
mantém o padrdo de qualidade verificado nos estudos de estabilidade de longa
duracéo (BRASIL, 2005).

Para se considerar um produto farmacéutico estavel, ndo basta simplesmente
considerar sua poténcia para assegurar que O mesmo mantenha suas
caracteristicas e resposta farmacologica, mas deve-se controlar também a presenca
de Produtos de Degradacéo (PD) e outras impurezas, que podem afetar a atividade
terapéutica do medicamento. Logo, deve-se monitorar o aparecimento destes
compostos nos medicamentos acabados ou nos farmacos, visto que sua presenca é
praticamente inevitavel. Para tanto, deve-se ter total conhecimento da estrutura
guimica, propriedades fisicas e quimicas, processos de isolamento e purificacdo do
PD no produto acabado (ICH, 2003b; CARVALHO et al. 2005; RAO, et al., 2010).

Ao longo da realizacédo dos estudos de estabilidade se pode concluir que um
determinado produto farmacéutico acabado (PFA) realmente conserva-se dentro dos
limites de teor e de produto de degradacdo por meio de métodos analiticos
especificos ao farmaco de interesse, sendo indispensavel que os testes sejam
capazes de avaliar a presenca ou formacao qualitativa e quantitativa de produtos de
degradacéao de forma rapida, fornecendo resultados precisos e reprodutiveis. Caso a
metodologia empregada ser por cromatografia, aconselha-se ainda emprego de
detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas, que sdo capazes de
assegurar a pureza dos picos cromatograficos referentes as substancias de
interesse de modo especifico e seletivo, portanto sem interferentes. Médodos que
sigam essa regra sdo conhecidos como metodologias indicativas de estabilidade
(SINGH e BAKSHI, 2002; BRASIL, 2003; BRASIL 2013).
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Para controle de produtos de degradacdo de farmacos, testes especificos
para os mesmos devem ser adotados. Caso as impurezas ou produtos de
degradacdo nado estejam disponiveis, deve-se adotar procedimentos que envolvam
testes de estresse em condicdes variadas. Assim, o0s estudos de degradacgéo
forcada devem promover degradacdo em extensdo suficiente a fim de permitir
avaliacdo da formacdo de PD e sem que haja degradacdo completa da molécula de
interesse farmacolégico (BRASIL, 2013).

2.4. PRODUTOS DE DEGRADACAO

Impurezas podem ser conceituadas como substéncias que apresentem
potencial de contaminacdo. A impureza pode ainda ser definida como uma
substancia de interesse misturada ou impregnada em outra substancia estranha ou
de qualidade inferior. Em outras palavras, impurezas sdo caracterizadas como todos
0S componentes presentes no insumo farmacéutico ou no produto farmacéutico
acabado que néo sejam principio ativo nem excipientes (ICH, 1999; AHUJA, 2007).

As impurezas sdo oriundas de vias organicas e inorganicas. Classificam-se
como impurezas inorganicas, metais pesados, catalisadores, entre outros
componentes que tenham sido utilizados na via de sintese do préprio farmaco.
Quando se refere a impurezas organicas, trata-se de substancias correlatas ao
insumo ativo, sejam elas produtos intermediarios, subprodutos, substancias
relacionadas ou PD, podendo essas impurezas ser originarias das mais variadas
vias, tais como sintese, estocagem inadequada, e no PFA, podem advir desde a
producédo até do seu proprio envelhecimento (RAO et al., 2010).

Ja os produtos de degradacdo presentes no produto acabado, geralmente
surgem de condic¢des de transporte e estocagem do medicamento. Especificamente,
tratam-se de alteracdes na pureza do PFA que sdo mediadas por efeitos de
mudancas na temperatura, umidade, pH, ou ainda de caracteristicas intrinsecas do
insumo ativo, bem como de interagbes na formulacdo entre insumos ativos e
excipientes, forma farmacéutica e propriedades dos materiais de embalagem
primaria (BRASIL, 2005).
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2.5. ESTUDOS DE DEGRADAGCAO FORCADA

Estudos de degradacédo forcada ou testes de estresse séo importantes para
determinar a estabilidade de um farmaco, elucidar suas principais rotas de
degradacdo, além de monitorar seus possiveis produtos de degradacdo. Os testes
de degradacéao forgada visam, portanto, simular condicdes extremas de estresse que
0 produto farmacéutico venha a enfrentar, tanto para o insumo ativo como para as
variadas formas farmacéuticas de PFA (ICH, 2003; ICH, 2006).

Testes de estresse s&80 essenciais nas pesquisas de identificacdo de
possiveis PD, propiciando que as principais vias de degradacdo de determinado
principio ativo sejam determinadas. Os testes de estresse devem obrigatoriamente
ser mais extremos que as condicbes apresentadas nos estudos de estabilidade
acelerados. A exemplo disso, tem-se métodos de degradacdo forcada
proporcionados por altas temperaturas, diversas faixas de pH, oxidacdo, metais
pesados e fotolise. Contudo, avaliar alguns dos possiveis produtos de degradacao
formados sob tais condi¢cOes talvez ndo seja necessario uma vez que se prove que
0s mesmos ndo sejam formados sob condi¢cdes de estabilidade acelerada ou de
longa duracao (ICH, 2003; BRASIL, 2013).

Testes de degradacéao forcada sdo recomendados, ainda, para casos em que
se pretende avaliar impurezas ou apenas PD de determinados farmacos e tais
impurezas ndo estejam disponiveis. Neste momento os estudos de degradacéao
forcada podem ser realizados desde que abordem procedimentos bem
caracterizados (ICH, 1994; BRASIL, 2003).

A natureza dos testes de estresse de farmacos depende diretamente do
farmaco em questéo e tendem a variar amplamente de acordo com sua estabilidade
inerente do farmaco. Para tanto alguns dos principais guias, tais como o
International Conference on Harmonization (ICH) ja recomendam condi¢des iniciais
de estresse, tais como aquecimento com incremento de 10°C a partir da condicao de
estabilidade acelerada (50°C, 60°C, etc.). Entretanto existem condi¢cdes estressantes
bastante distintas entre si, a exemplo de algumas regides que adotam como estudo
de estresse o simples uso das mesmas condicdes de estabilidade acelerada

(40°C/75% UR) e até outros casos com condi¢cdes mais extemas, como o uso de 5 —
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10°C abaixo da temperatura de fusdo do farmaco. Embora exista uma infinidade de
recomendacgdes a cerca da conducdo de estudos de estresse, pode-se observar
guias validados e mundialmente respeitados que dispontam como referéncia nesse
campo, como o ICH (ICH, 2003; REPUBLIC OF KENYA, 2010; ASEAN, 2012).

CondicBes cataliticas por faixas extremas de pH buscam induzir hidrélise na
molécula do farmaco. Para essa técnica uma condicao inicial pode partir do uso de
acido cloridrico 0,1 mol L™ como condicdo hidrolitica acida e hidréxido de sédio 0,1
mol L™* como condic&o hidrolitica alcalina. A inducdo a degradacéo pela acédo de luz
trata-se de uma condicdo também indispensavel, pois possibilita avaliar a
fotosensibilidade de determinado farmaco, sendo ainda, indispenséavel para definir
condicdes de estocagem do farmaco e do PFA. Esse estudo de estresse pode ser
conduzido a principio pelo farmaco isolado e/ou em solugcdo simples ou em
suspensao, sendo recomendada uma exposicdao a 1,2 milhdes de lux por hora
emitida por fontes de luz fluorescente. Para o estudo de degradacdo oxidativa
observa-se uso amplo de peréxido de hidrogénio (0,02 — 3,0%) como agente
estressante, além de azobisisobutironitrila (AIBN) e hidrocloreto de 2,2'-azobis(2-
amidinopropano) (AAPH), por exemplo, que sdo agentes oxidantes mais seletivos.
Metais como cobre e ferro também podem ser usados como agentes indutores de
oxidacdo em estudos de estresse (ICH, 1996; ICH, 2003; OMS, 2009; ALSANTE, et
al. 2007).

Em relacdo a gama de materiais empregados na realizacdo de testes de
estresse, as possibilidades séo diversas. O primeiro material é o recipiente onde
ocorrera a condicao de estresse, de modo que o vidro destaca-se por ser tratar de
material inerte. Diversos materiais tais como frascos, tubos, ampolas, entre outros
podem ser usados e devem sempre se apresentar devidamente vedados.
Geralmente opta-se pelo uso de estudos de degradacéo forcada em solucéo, onde
os volumes usados podem chegar até a 100 mL e as concentracfes de farmacos
normalmente usadas sdo de até 10 mg mL™* (SINGH e BAKSHI, 2000).

Um segundo material de destaque em estudos de estresse consiste no
equipamento para criar determinada condicdo de estresse. Pode-se optar pela
realizacdo de estudos de degradacao forcada a temperatura ambiente, mas quando

se pretende acelerar a degradacdo, parte-se para técnicas de aquecimento tais

Objetivos



25

como banhos termostatizados de agua, que ajudam no fornecimento de altas
temperaturas as amostras a serem estressadas, ou ainda, banhos de dleo e refluxo,
guando testes de estresse requerem temperaturas mais elevadas (superiores a
80°C). Independente da condicdo catalitica escolhida, sempre é necessario manter
um controle rigido da temperatura reacional com auxilio de termémetros
devidamente calibrados (SINGH e BAKSHI, 2000; JUNWAL, et al. 2012).

Dessa forma, cuidados com monitoramento da temperatura sdo importantes
tanto para se assegurar quais variaveis juntas geram situacdo de estresse além de
garantir que a conducédo de estudos de estresse se dé de maneira segura. Essa
preocupacdo ganha campo especialmente quando se opta por utlizar fornos de
convecgao ou camaras de aquecimento para aquecer amostras, pois nesses casos,
cuidados com temperatura reacional devem ser redobrados, ja que propiciam maior
incidéncia de acidentes no ambiente laboratorial caso amostras aquecidas estourem
no interior dos fornos (SINGH e BAKSHI, 2000).

Ao longo da realizacdo de ensaios de degradacdo forcada € importante
salientar que ndo basta apenas estressar o farmaco e/ou o PFA de maneira
descontrolada visando apenas formar produtos de degradacéo. E necessario saber
guando a degradacado atinge um limite satisfatorio, o que indica o término do estudo
de estresse. Caso 0s estudos de estresse persistam por longos periodos de tempo,
os produtos de degradacdo formados podem sofrer novas clivagens originando
compostos secundarios, o que ndo é o intuito dos estudos de degradacao forcada,
uma vez que um PFA dificilmente encontra condicbes tdo severas no
armazenamento quando esta prestes a ser destinado ao uso (OMS, 2009).

Assim, orienta-se que em tais estudos atinjam em torno de 10 a 30% de
degradacédo em relacdo a concentracéo inicial de farmaco ndo degradado. Isso faz
com que cada teste de estresse siga condi¢cdes particulares de acordo com a
susceptibilidade do farmaco a sofrer ou ndo degradacdo nas mais diversas
condicBes de estresse (OMS, 2009).

Para se avaliar os resultados do estudo de degradacdo forcada, técnicas
cromatograficas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) séo bastante populares por

possibilitarem boa separac¢do entre farmaco e PD formados no estudo de estresse.
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Para tanto, a metodologia cromatografica deve ser capaz de validar a
especificidade/seletividade para determinados compostos, por exemplo, por seu
acoplamento a detectores com arranjo de diodos e espectro de massas, que Sao
capazes de monitorar purezas cromatograficas. Assim pode-se confirmar se o
método em questao seja efetivo ou ndo na funcdo de medir determinado composto
(farmaco ou produto de degradacdo) sem presenca de interferentes (SINGH e
BAKSHI, 2002; ICH, 2003; USP, 2012).

2.6. FATORES ATUANTES NA DEGRADACAO DE FARMACOS

A estabilidade de uma especialidade farmacéutica é dependente de fatores
ambientais como temperatura, umidade, luz e de fatores diretamente relacionados
ao proprio produto como propriedades fisicas e quimicas, de substancias ativas e
excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica, processo de fabricacdo e

propriedades dos materiais de embalagens (BRASIL, 2005).

2.6.1. Temperatura

A temperatura € um fator que influencia a velocidade de reacdes, portanto
analises que empreguem termodegradacdo séo Uteis para avaliacao da estabilidade
térmica (ATKINS, 1999). Por essa via de degradacdo destacam-se alteracfes que
podem ocorrer na estrutura da molécula por reacdes de descarboxilacéo, hidrdlise e
rearranjos, por exemplo (BAERTSCHI et al., 2005).

Em se tratando de farmacos, sua degradacdo pode ser aumentada com o
aumento da temperatura, de modo que a cada aumento de 10°C aumenta-se em
média de duas a trés vezes a velocidade da reacdo (nesse caso, reacfes de
degradacéao). Algumas rea¢fes nao sao afetadas significamente quando ocorre uma
variacdo da ordem de 10°C enquanto que outras apresentam alteracdes
significativas. E, ainda, quando se pretende conduzir estudos de degradacédo
forcada, sugere-se gque o intervalo de temperatura em que amostras sdo submetidas

varie de 40° C a 110° C e, o periodo de exposicdo de poucos minutos a meses
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(SINGH e BAKSHI, 2000; LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001; ALSANTE, et al.
2007).

2.6.2. Hidrdlise

Quando se considera mecanismos de degradacdo, a agua € avaliada como
um dos principais agentes indutores. Diversos farmacos sdo considerados instaveis
nesse meio, necessitando de diversas alteracdes durante a estocagem e sua pré-
formulacdo, como substituicdo da &gua por outros excipientes tais como
polietilenoglicol em casos de formulacdes liquidas. Para a avaliacdo da instabilidade
sob a condicdo de hidrolise, também deve ser levado em consideracdo o pH do
meio, pois ions hidrogénio e hidroxila podem acelerar ou retardar o processo de
degradacéo. Para a conducao de hidrdlise alcalina e acida, orienta-se que as faixas
de pH ideais sejam de 12 — 13 e 1 — 2, respectivamente (ALSANTE, 2007; ALLEN,
POPOVICH, ANSEL, 2007).

Farmacos que contenham em sua estrutura grupos funcionais éster e amida
(anestésicos e vitaminas, por exemplo) estao sujeitos a reacdes de hidrolise quando
dispostos em solucdo. A hidrélise de uma ligacdo éster pode ser catalisada por
substancias de natureza polar como acidos minerais, bases ou algumas enzimas,
desde que sejam capazes de fornecer prétons ou ions hidroxilas para as reacoes.
Para emprego desse tipo de degradacdo forcada em farmacos e insumos
farmacéuticos sdo amplamente utilizados o acido cloridrico e o hidréxido de sddio
para hidrélise acida e alcalina, respectivamente (SINGH e BAKSHI, 2000;
LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001).

2.6.3. Oxidacédo

Reacdes de degradacédo oxidativas sdo causadas por radicais livres ou pelo
oxigénio molecular. A partir do momento que uma substancia perde elétrons diz-se
gue ela oxidou. Na oxidacdo, atomos ou radicais eletropositivos sdo perdidos, ou
ainda, atomos ou radicais eletronegativos sdo adicionados a molécula da

substancia. Tanto a perda de hidrogénio quanto o acréscimo de oxigénio a uma
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molécula sdo as formas mais comuns de oxidacao, sendo que calor, luz e metais de
transicdo (Cu Il 0,05 mmol L™ e Fe 1Il 0,1 mmol L") atuam como indutores de
catalise desse tipo de reacdo (LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001; SINGH, et
al. 2013).

A maioria das reacdes de decomposi¢cdo oxidativa de farmacos tem natureza
auto oxidativa e necessitam de pequena quantidade de oxigénio molecular para
comecarem a formar radicais livres com reacdes em cadeia. O agente oxidante mais
usual e recomendado por guias e legislacdes para estudos de degradacéo forcada é
o0 peroxido de hidrogénio. Entretanto, tem crescido o emprego outros agentes
oxidantes ditos mais seletivos, tais como AIBN, AAPH e 4,4’-azobis (acido 4-
cianovalérico) (ACVA), que sdo mais seletivos que perdxidos e sdo usados em
carater confirmatorio dos resultados de peroxidos (BRASIL, 2003; FLORENCE e
ATTWOOD, 2003; ALSANTE, et al. 2007; OMS, 2009).

2.6.4. Fotolise

Reacdes de fotdlise dao se pela absorcéo de energia luminosa, sendo que no
panorama farmacéutico, diversos sédo os farmacos que estdo suscetiveis a tal forma
de degradacdo. A radiacdo ultravioleta € muito energética e pode propiciar a
clivagem de muitas ligacbes quimicas, inclusive de farmacos, ocorrendo a
degradacao da molécula. Quanto menor o comprimento de onda, mais energética &
a radiacdo luminosa e mais radiacdo € absorvida pelo farmaco fotossensivel
(LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001; MORIWAKI et al. 2001). Ao aumentar o
contetudo energético do sistema, pela transferéncia do féton ao farmaco, reacbes
oxidativas tendem a ser catalisadas (ALLEN Jr., POPOVICH e ANSEL, 2007).

Estudos de fotoestabilidade podem ser realizados pela exposicédo do farmaco
a fontes luminosas, por lampada fluorescente artificial, com saidasde luz visivel e
ultravioleta (UV) e lampadas de xendnios ou de haletos metalicos, que possui
melhor distribuicdo espectral. Ao término dos estudos, o ICH recomenda que a
amostra tenha sido exposta a uma iluminacéo equivalente a 1,2 milhdes de lux horas
(ICH, 1996).
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2.7. IRRADIACAO MICRO-ONDAS

As micro-ondas consistem em uma radiacdo n&o ionizante, ou seja, nao
possui energia suficiente para arrancar elétrons dos atomos, mas que é capaz de
gerar movimento das espécies em solucdo pela migracao de ions ou rotacdes de
dipolo (Figura 2). A interacdo das ondas eletromagnéticas com o dipolo elétrico das
moléculas gera aquecimento a partir do momento em que as moléculas tendem a se
alinhar rapidamente ao campo elétrico aplicado. Quando o0 mesmo é removido as
moléculas retornam ao estado desordenado dissipando a energia absorvida na
forma de calor. O mecanismo de aquecimento por migracdo ou conducéo ibnica se
da pelo atrito das espécies ibnicas presentes sob acdo de um campo
eletromagnético, gerando calor (WATKINS, 1983; BARBOZA et al. 2001).

Figura 2. Mecanismos de aquecimento por micro-ondas
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A. Rotacgédo de dipolo — moléculas tentam se alinhar ao campo elétrico.
B. Conducéo ibnica — ions se movem em rela¢cdo ao campo elétrico.
Adaptado de KAPPE, DALLINGER, MURPHREE, 2009.

Campo Elétrico

t

As micro-ondas sdo formadas por ondas eletromagnéticas com frequéncia
entre 0,3 e 300 GHz, correspondendo a comprimentos de onda da ordem de 1 cm a
1 m e encontram-se na regido do espectro eletromagnético entre o infravermelho e
as radiofrequéncias (GEDYE e WEI, 1998).
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A capacidade de um material converter energia eletromagnética em energia
térmica esta diretamente relacionada com sua constante dielétrica. Logo, quanto
maior sua constante dielétrica, maior sera seu acoplamento com a irradiagdo micro-
ondas. Dentre alguns solventes que cumprem esse requisito, pode-se citar a agua,
acetato de etila, acetona e &cido acético, entre outros. Substancias apolares como
hexano ou com dipolo nulo, tais como o tetraclorometano ndo sado aquecidos por
micro-ondas, por absorverem fracamente a radiagéo. Materiais cristalinos altamente
ordenados também ndo absorvem micro-ondas, como € o caso da porcelana,
embora possua constante dielétrica semelhante ao acido acético (SANGHI, 2000).

As propriedades dielétricas podem ser definidas por dois fatores, sendo uma
a constante dielétrica, £, que descreve a habilidade de uma molécula ser polarizada
sob a influéncia de um campo elétrico. Outro fator de perda dielétrica, £, quantifica a
eficiéncia com a qual a energia absorvida é convertida em calor. A razéo entre esses
dois parametros determina o fator de dissipacao (tan d). Este, por sua vez, é definido
como a capacidade de uma substancia em converter energia absorvida em calor, em

certa temperatura e frequéncia. Logo, temos: tan & = g sendo uma equacéao

diretamente proporcional ao aquecimento por micro-ondas (LINDSTROM, et al.
2001).

Um dos motivos que fazem com que a tecnologia de aquecimento por
irradiacdo micro-ondas venha substituindo gradativamente a técnica de aquecimento
convencional em experimentos deve-se ao tipo de tranferéncia de calor. Nas
técnicas convencionais (refluxo e estufa, por exemplo), o calor é transferido ao meio
reacional pelo fendmeno de conducédo a partir do meio externo. Para tanto, antes o
calor deve atravessar as paredes do recipiente onde a mistura reacional se
encontra. Assim a transferéncia de calor passa a depender da condutividade térmica
do material, o que pode demandar muito tempo e ainda ndo assegura que a
transferéncia de energia em questédo seja eficiente. Por outro lado, o aguecimento
por irradiacdo micro-ondas se da diretamente com as moléculas do meio reacional,
sem limitacdo do recipente, dispensando sua condutividade térmica (Figura 3)
(BARBOZA et al. 2001; KAPPE, DALLINGER, MURPHREE, 2009).

Além disso, o0 resultado € um superaguecimento localizado quase

instantaneo, pois 0 mecanismo de aguecimento tem atuacdo de rotacBes dipolo e
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ainda pode ter atuacdo da conducao iénica, onde o movimento de espécies ibnicas
gue possam estar presentes, também gera aquecimento (BARBOZA et al. 2001;
DHAKITE, KADAM, 2014).

Figura 3. Tipos de aquecimento por conducao e irradiacdo micro-ondas

-9

Aquecimento por conducdao Aquecimento por irradiagdo micro-ondas
Adaptado de KAPPE, DALLINGER, MURPHREE, 2009.

O aquecimendo por irradiacdo micro-ondas além de reduzir o tempo de
experimento e assegurar uma distribuicdo mais uniforme de temperatura apresenta,
ainda, vantagens em alguns pontos tais como melhor reprodutibilidade, evita perdas
de calor para o ambiente, assegura pureza no produto final, reduz quantidades de
reagentes e amostra (reduzindo emisséo de substancias poluentes), além de possuir
um baixo custo operacional (DHAKITE, KADAM, 2014).

Baseando sem em diversos dados experimentais crescentes, 0 uso irradiacao
por micro-ondas em diversos campos de pesquisas tem crescido, especialmente, na
Gltima década e j4 conquista espaco tanto no campo académico quanto no campo
industrial. Fato também observado em testes de estresse por meio de aguecimento
por irradiacdo micro-ondas em equipamentos modernos que, podem ser capazes de
submeter experimentos a altas temperaturas, inclusive acima dos pontos de ebulicdo
dos solventes utilizados. Isso ocorre quando os reatores de micro-ondas oferecem

capacidade de controlar pressdo do meio reacional, além de predizer com exatidao
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as temperaturas do meio (BOJANA, MARKUS e KAPPE, 2011; SONAWANE e,
GIDE, 2013).

Em recentes ensaios de degradacéo forcada realizados em reatores com a
tecnologia por micro-ondas, observa-se a possibilidade de reduzir o tempo de
realizagdo do experimentos sem que o0s resultados obtidos deixem de ser
equivalentes as técnicas de estresse forcado convencionais, ou seja, uma
porcentagem equivalente de degradacdo pode ser observada em ensaios bem
elaborados como base irradiacdo micro-ondas (SILVA, et al. 2013; SONAWANE &
GIDE, 2013; DHAKITE, KADAM, 2014).

Alguns dos estudos de degradacéo forcada que tém proposto o emprego de
irradiacdo micro-ondas como alternativa especifica para 0 aquecimento
convencional por banho, refluxo, entre outros (SINGH, et al., 2013). Nesses estudos,
0 uso de irradiacdo micro-ondas tem proporcionado boa reducdo nos tempos
reacionais. Dependendo da estabilidade intrinseca do farmaco estudado, néo é dificil
se deparar com alguns casos em que os estudos de estresse usuais realizados a
temperatura ambiente ou por aquecimento convencional persistam por varias horas
ou dias até atingirem degradacéao suficiente (BENDE, et al. 2007)

A realizacdo de estudos de degradacao forcada em fornos de micro-ondas
com controle de temperatura e pressao, tem implicado significamente na reducao de
tempo nos experimentos onde reacdes estressantes que antes levavam horas
passam a gastar poucos minutos. A reducdo no tempo em estudos assistidos por
irradiacdo micro-ondas é um efeito bastante expressivo mas deve vir acompanhado
de resultados semelhantes aos obtidos por técnicas convencionais que usam
aquecimento simples. Esse ponto possui grande importancia e tem sido confirmado
pela realizacdo ensaios paralelos mediados por estudos de estresse convencional,
gerando amostras com degradacfes semelhantes e perfis cromatogréaficos
equivalentes (BOJANA, MARKUS e KAPPE, 2011; DHAKITE).

Em estudos de estresse assistidos por irradiacdo micro-ondas em
equipamentos modernos com capacidade de aquecer o ambiente reacional,
observa-se que essa elevacdo de temperatura estad diretamente relacionada a
reducdo dos tempos de reacdo. Quando se pode trabalhar com altas temperaturas

do meio reacional obtém-se um resultado positivo nos efeitos cinéticos de uma
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reacdo quimica que, segundo a relacdo de Arrhenius, cada aumento na ordem de
10°C gera uma reducédo pela metade no tempo reacional (KAPPE, DALLINGER,
MURPHREE, 2009; BOJANA, MARKUS e KAPPE, 2011).

Entre outros fatores, o uso de irradiacdo micro-ondas em testes de estresse
tem proporcionado reducédo das quantidades de reagentes empregados ao longo
dos ensaios. Isso se deve ao fato de alguns reatores possibilitarem realizagdo dos
estudos de estresse em pequenas quantidades de amostra, que ficam expostas as
micro-ondas armazenadas em pequenos tubos de vidro, devidamente vedados
(BOJANA, MARKUS e KAPPE, 2011).

O alcance e reprodutibilidade de estudos de estresse assistido por micro-
ondas tem se mostrado eficiente em diferentes classes de farmacos. Observam-se
estudos realizados em protetores gastrointestinais (tal como rebamipida), anti-
inflamatorios ndo esteroides (como a indometacina), anti-helminticos (a exemplo do
levamisol), entre outros. Os farmacos estudados obtiveram éxito na realizagédo de
seus estudos de degradacéo, apresentando resultados como reducdo no tempo
reacional, diminuicdo com gasto de reagentes e amostras e manutencao das vias de
degradacdo simplesmente pelo uso de reatores modernos, de facil manuseio e
capazes de oferecer controles mais especificos de varidveis como temperatura,
tempo, pressdo e agitacdo. Entretanto estudos de degradacdo forcada por micro-
ondas devem ser cautelosamente monitoradas, pois por serem capazes de fornecer
temperaturas superiores as usadas em estudos de estresse convencional, talvez
possam proporcionar vias de degradacao diferentes quando comparadas (BOJANA,
MARKUS e KAPPE, 2011; SILVA, et al. 2013; SINGH, et al. 2013; SONAWANE &
GIDE, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar estudos de degradacdo forcada em farmacos fluoroquinolinicos
assistida por irradiacdo micro-ondas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Submeter os farmacos levofloxacino e norfloxacino a degradacgéo forgcada em
reator de micro-ondas;

= Comparar resultados obtidos com técnicas de degradacédo forcada usuais
(hidrdlise, oxidacao e aquecimento);

= Padronizar a técnica de degradacao por irradiacdo micro-ondas para que a
mesma apresente resultados semelhantes a ensaios de degradacdo por

hidrolise, oxidacao e aquecimento.
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4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS USADOS NA QUANTIFICACAO DE LEVOFLOXACINO

Foi adquirido o padrao quimico de referéncia levofloxacino (LXN) USP
reference standards, lote FOH194.

Para o preparo das solugcdes de referéncia utilizou-se como solucéo diluente
de levofloxacino (SDL) uma mistura de agua purificada Milli-Q, e acetonitrila grau
HPLC (Merck) em uma proporcdo 85:15 (v/v). Para a filtragem das amostras e da
fase movel empregou-se filtros de nylon com 0,45 um de diametro de porosidade
(Millipore) (USP, 2011).

A fase moével de levofloxacino (FML) foi composta pela dissolugéo de 7,0 g de
perclorato de sodio (Sigma Aldrich) e 4,0 g de acetato de amonio (J.T. Baker) em
1.300 mL de agua milli-Q, para posterior ajuste de pH para 2,2 com acido fosforico
grau HPLC (Fmaia). Por fim, adicionou-se a essa solucao a quantidade de 240 mL
de acetonitrila grau HPLC. Homogeneizou-se a mistura. Para a filtragem das
amostras e da fase movel empregou-se filtros de nylon com 0,45 um de diametro de
porosidade. Utilizou-se fluxo isocratico 1 mL por minuto da FML. Como fase
estacionaria, a coluna cromatografica empregada foi uma coluna de fase reversa X-
Terra Waters, C18, de 150 mm de comprimento e 4,0 mm de diametro interno e com
dimensdes das particulas de 5,0 um (USP, 2011).

A metodologia analitica foi executada em cromatografo liquido de alta
eficiéncia modelo Waters 2695 Separations Module Alliance, detector Waters 2998
Photodiode Array Detector, em acordo com o laboratério analitico da Brainfarma

S.A. Industria quimica e farmacéutica.

4.2. MATERIAIS USADOS NA QUANTIFICACAO DE NORFLOXACINO

Foi adquirido o padrdao quimico de referéncia norfloxacino (NXN) USP
reference standards, lote H1D317.
Para o preparo das solu¢cdes de referéncia utilizou-se como solucéo diluente

para o norfloxacino a sua propria fase mével (FMN), que por sua vez foi composta
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por uma solugéo contendo 0,1% (v/v) de &cido fosférico em agua purificada Milli-Q e
acetonitrila grau HPLC (Merck), na proporgdo de 85:15 (v/v). Homogeneizou-se a
mistura. A filtragem das amostras e da fase mével empregou filtros de nylon com
0,45 pum de didametro de porosidade (Millipore). Utilizou-se fluxo isocratico 1 mL por
minuto da FMN. Utilizou-se a coluna cromatografica ACE C18, de 250 mm de
comprimento e 4,0 mm de didmetro interno e com dimensdes das particulas de 5,0
pum (USP, 2011).

A metodologia analitica se desenvolveu por CLAE em cromatografo de

maneira homologa ao levofloxacino (item 4.1).

4.3. PREPARO DAS SOLUCOES TESTE

4.3.1 Preparo do padrao quimico de referéncia de levofloxacino

O preparo da solucéao de referéncia deu-se a partir da pesagem equivalente
de 50 mg de LXN, e sua posterior transferéncia a um bal&o volumétrico de 100 mL,
na cor ambar. Avolumou-se o baldo com solucdo diluente SDL. A solucéo foi
homogeneizada e posteriormente levada a banho ultrasénico (LXN 1) por 10
minutos. Uma aliquota de 2 mL foi transferida a um baldo volumétrico (ambar) de 50
mL, e utilizou-se solucdo diluente SDL para completar o baldo (LXN 2). Ao fim,
obteve-se solucdo de LXN com concentracdo de 20,0 pg mL™. Filtrou-se em

membrana hidrofilica de 0,45 pm.

4.3.2 Preparo do padréao quimico de referéncia de norfloxacino

A preparacdo da solucdo de referéncia deu se a partir da pesagem
equivalente de 20 mg de NXN, e sua posterior transferéncia a um baldo volumétrico
(dmbar) de 50 mL. Avolumou-se o baldo com fase mével FMN. A solucdo foi
homogeneizada e posteriormente levada a banho ultrasénico (NXN 1) por 10
minutos. Uma aliquota de 10 mL foi transferida a um baldo volumétrico (ambar) de

20 mL, utilizando-se fase mével para completar o baldo (NXN 2). Ao fim, obteve-se
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solucdo de NXN com concentracdo de 200,0 ug mL™. Filtrou-se em membrana
hidrofilica de 0,45 pum.

4.4. METODOS ANALITICOS

Para realizacdo dos ensaios cromatograficos, a adequacdo do sistema foi
determinada pelas leituras das absorbancias da solucdo padrdo sendo definidos
pelos parametros apresentados na Tabela 2 (SHABIR, 2003).

As concentragdes de levofloxacino e norfloxacino obtidas nos experimentos,
foram determinadas por meio de construcdo de curva de calibracdo para os
respectivos farmacos e os dados foram reprocessados usando o Software

Empower 2.

Tabela 2. Resultados de adequacao do sistema

Parametro Especificacao
Desvio Padrdo Relativo (DPR) ou <2 0%
Coeficiente de Variancia (CV%) = eue

. A . = (o]
Eficiéncia da Separacao (N° de Pratos Em geral = 2000

Teoricos)
Fator de Cauda (Simetria do Pico) Emgeral <2,0
O Pico principal deve estar bem resolvido dos
K" (Fator de Capacidade) demais picos e do pico ndo retido,
geralmente k = 2,0
Pureza de pico Angulo limite > &ngulo de pureza dos picos

Adaptado de SHABIR, 2003

4.4.1 Metodologia analitica para o levofloxacino

As solucbes obtidas pelos estudos de degradacdo forcada de LXN foram
submetidas a analise por CLAE, norteadas pelos parametros da farmacopeia
americana, United States Pharmacopeia (USP). A metodologia em questéo consistiu
na utilizacdo dos materiais descritos no item 4.1.1 (USP, 2011). Os parametros

cromatograficos utilizados para os ensaios de LXN séo expressos ha Tabela 3.
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Tabela 3. ParAmetros cromatograficos para o levofloxacino.

Parametro Especificacao

Coluna X-Terra C18; 5 mm; 4,6 mm x 150 mm

Comprimento de onda 294 nm

Fase mével S_olug{ic_) tampéo pH 2,2 : acetonitrila (130:24 (v/v))
(isocratico)

Volume de injegéo 10 yL

Fluxo 1 mL/minuto

Temperatura da coluna 35°C

Temperatura de amostras 25°C

4.4.2 Metodologia analitica para o norfloxacino

As solucdes obtidas pelos estudos de degradacédo forcada de NXN foram
submetidas a andlise por CLAE, norteadas pelos parametros do compéndio oficial,
USP. A metodologia em questao consistiu na utilizacdo dos materiais descritos no
item 4.1 (USP, 2011). Os parametros cromatograficos utilizados para os ensaios de

NXN sdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros cromatogréaficos para o norfloxacino.

Parametro Especificacao

Coluna ACE C18; 250 mm x 4,0 mm; 5,0 um*

Comprimento de Onda 275 nm

Fase movel Solucéo de Acido Fosférico (0,1%): Acetonitrila
(85:15) (isocratico)

Volume de Injecéo 10 uL

Fluxo 2 mL/minuto

Temperatura da Coluna 40°C

Temperatura de amostras 25°C

* Condiciona-se a coluna com solucéio de fosfato de s6dio monobasico 0,01 mol L™ (pH ajustado para 4,0 com
acido fosforico), por 8 horas e fluxo de 0,5 mL/min.

4.4.3 Especificidade/seletividade do método frente degradacao forcada e estudo de

produtos de degradacao

No estudo de estresse avaliou-se a seletividade e especificidade da
metodologia analitica, submetendo amostras as diferentes formas de estresse. Os
parametros, pureza de pico, fator de capacidade (K‘), fator de simetria € numero de

pratos teéricos ja demonstrados na Tabela 4 foram calculados para cada condicdo
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como o intuito de demonstrar que os métodos analiticos sdo capazes de medir
farmacos fluoroquinolinicos em presenca de impurezas e produtos de degradacédo e

de demais componentes analiticos como a prépria fase movel.

4.5. ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

4.5.1 Estudo de degradacéo forcada para levofloxacino

O estudo de degradacdo forcada foi realizado a partir da transferéncia
volumétrica de 4 mL da solucdo LXN 1 para bal6es volumétricos (d&mbar) de 100 mL
contendo 50 mL das solucdes estressantes (Tabela 5) e, posteriormente
avolumados com solucéao diluente SDL, obtendo-se a solucéo final (concentracdo de
trabalho de 20,0 pg mL™). Feito isso, as solucdes de LXN (submetidas aos agentes
estressantes HCI 0,1 mol L e 1,0 mol L™, NaOH 0,1 mol L e 1,0 mol L e H,0>
0,3% (v/v) e 1,0% (v/v)) foram filtradas diretamente para frascos de vidro ambar (1,5
mL) com auxilio de membrana hidrofilica de 0,45 pm. Os frascos foram
devidamente tampados, vedados com papel aluminio e reservados a temperatura
ambiente ao longo de 24 horas (tempo para que as degradacbes possiveis
ocorressem), e apos esse periodo, foram levados a analise cromatografica. Para a
condicdo estressante de temperatura, a propria solucdo LXN 2, ja filtrada e vedada
em frascos de vidro ambar (1,5 mL) com auxilio de membrana hidrofilica de 0,45 pum,
foi levada a aquecimento em estufa Nova Etica modelo 400/3ND (pré-aquecida) a
temperatura de 60°C + 5°C pelo periodo de 24 horas e, posteriormente, foi levada a
analise por CLAE. As leituras foram feitas em comprimento de onda fixo de 294 nm

e em varredura de comprimentos de onda. Os ensaios foram realizadas em triplicata.
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Tabela 5. Condigbes Estressantes para levofloxacino e norfloxacino

# Condicéo Agente Indutor
1 Hidrélise acida HCI 0,1 mol L™
2 Hidrélise acida HCI 1,0 mol L™
3 Hidrélise basica NaOH 0,1 mol L*
4 Hidrélise basica NaOH 1,0 mol L*
5 Oxidacao* H20, 0,3% (v/v)
6 Oxidacéao* H,0, 1,0% (v/v)
7 Oxidacao** H20, 1,0% (v/v)
8 Oxidacao** H20, 3,0% (v/v)
9 Temperatura 60°C £ 5°C

* Condicao oxidativa para levofloxacino; *Condicéo oxidativa para norfloxacino;

4.5.2 Estudo de degradacéo forcada para norfloxacino

O estudo de degradacao forcada foi realizado a partir da transferéncia
volumétrica de 5 mL da solugdo NXN 1 para balées volumétricos (d&mbar) de 10 mL,
e posteriormente avolumados com as solucdes estressantes (Tabela 5), obtendo-se
a concentracdo final de 200,0 pg mL™. As solucdes de LXN (submetidas aos
agentes estressantes HCI 0,1 mol L™, NaOH 0,1 mol L* e H,0, 1,0% (v/v) e 3,0%
(v/v)) foram filtradas diretamente para frascos de vidro ambar (1,5 mL) com auxilio
de membrana hidrofilica de 0,45 pum. Os frascos foram devidamente tampados,
vedados com papel aluminio e reservados a temperatura ambiente ao longo de 24
horas (tempo para que as degradacdes pertinentes ocorressem), e ap0s esse
periodo, foram levados para a analise cromatografica. Para a condicdo estressante
de temperatura, a propria solucdo NXN 2, ja filtrada em vials ambar (1,5 mL) com
auxilio de membrana hidrofilica de 0,45 um, foi levada a aquecimento em estufa a
temperatura de 60°C + 5°C pelo periodo de 24 horas e, posteriormente, foi levada a
analise por CLAE. As leituras foram feitas em comprimento de onda fixo de 275 nm
e em varredura de comprimentos de onda. Todas as condi¢cbes cataliticas foram

realizadas em triplicata.
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4.6. ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA INDUZIDA POR MICRO-ONDAS

Paralelamente aos testes convencionais de degradacdo forcada, a
degradacédo induzida por irradiagdo micro-ondas em reator da marca CEM
Corporation, modelo Discover S-Class (Figura 4) partiu das solu¢cdes LXN 1 (item

4.3.1) e NXN 1 (item 4.3.2) de levofloxacino e norfloxacino, respectivamente.

Figura 4. Reator de irradiagcdo micro-ondas

Disponivel em: http://it.cem.com/page199.html

Para as solucdes de LXN e NXN serem submetidas, individualmente, a
irradiacdo micro-ondas (Figura 5), quatro aliquotas de 1 mL de cada uma das
solucdes estoque de levofloxacino e norfloxacino (LXN 1 e NXN 1) foram
transferidas separadamente para quatro tubos de vidro. As solucdes foram diluidas
para a propor¢cao de 1.1 (v/v) com 1 mL das solu¢des conforme Tabela 3. Para o
LXN utilizou-se solu¢ées HCI 0,1 mol L™, NaOH 0,1 mol L™, H,0, 0,3% (v/v) e SDL
(tubo 1, tubo 2, tubo 3 e tubo 4). Para o NXN utilizou-se solu¢des HCI 0,1 mol L™,
NaOH 0,1 mol L*, H,O, 1,0% (v/v) e FMN (tubo 1, tubo 2, tubo 3 e tubo 4). Em
seguida, os tubos foram vedados com tampa de silicone, homogeneizados e

submetidos, individualmente, a exposicao a irradiacdo micro-ondas.
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Figura 5. Fluxograma de DAM.
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Apés aquecimento por irradiacdo micro-ondas, conforme parametros da
Tabela 6, filtrou-se o contetdo dos tubos de NXN (todos os tubos continham volume
total de 2 mL de solucdo de norfloxacino na concentracdo de 200 pg mL™) em frasco
de vidro com auxilio de membrana hidrofilica de 0,45 um e submeteu-se 0s mesmos
a analise por CLAE (leituras em comprimento de onda fixo de 275 nm e em
varredura de comprimentos de onda). Antes de submeter as amostras estressadas
de LXN a CLAE, pipetou-se volumetricamente 1 mL do conteudo de cada tubo para
novos tubos, onde adicionou-se 11,5 mL de SDL com ajuda de repipetador
automatico handystep eletronic (BRAND) devidamente calibrado. Logo, obteve-se
uma concentracdo final de 20 pg mL™. Por fim, filtrou-se o contetido de cada tubo

em frasco de vidro com auxilio de membrana hidrofilica de 0,45 um e submeteu-se
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0s mesmos a analise por CLAE (leituras feitas em comprimento de onda fixo de 294

nm e em varredura de comprimentos de onda).

Tabela 6. Variaveis usadas no reator com aguecimento por micro-ondas.

# Parametro Especificacéo
1 Poténcia 300 W

2 Presséo Até 100 PSI
3 Temperatura A* 100°C

4 Temperatura B** 120°C

5 Agitacdo Baixa agitacao

*Temperatura programada nos ensaios de até 20 minutos de duragéo (intervalos de 5, 10, 15 e 20 minutos).
*Temperatura programada nos ensaios de 5 minutos de duracéo.

Tanto para LXN quanto para NXN, todos os ensaios no reator de irradiagao

micro-ondas foram realizados em triplicata.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo, baseados
nas triplicatas feitas para cada condicdo de estresse testada. Os dados estatisticos
foram tratados pelo software Graphpad Prisma 5.03 (GraphPad Inc., USA).
Diferencas estatisticas foram definidas através de teste t de Student ou Anova
seguida pelo teste de Tukey com comparacdo multipla, com p < 0,05, utilizado como

nivel minimo de significancia.

Metodologia



44

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO METODO ANALITICO FRENTE AS AMOSTRAS INICIAIS

Os métodos analiticos para levofloxacino e norfloxacino mostraram ser
especificos para seus respectivos farmacos, pois nenhum dos componentes de fase
moével e diluente (branco) apresentaram quaisquer interferéncia nos tempos de
retencdo dos farmacos (Figura 6). A pureza dos picos de LXN e NXN obtidos do
detector de arranjo de diodos, capaz de realizar varredura em varios comprimentos
de onda (Figura 7), foi calculada por meio do Software Empower 2, com base nos
espectros de absorbancia dos farmacos LXN e NXN. Comprovou-se que que 0S
picos apresentam-se espectralmente homogéneos, uma vez que o valor obtido pelo
angulo de pureza dos picos (PA) é inferior ao valor do angulo limite (TH). Como o
prérpio manual do equipamento esclarece, picos que ndo cumpram a relacdo PA <
TH, exibem heterogeneidade espectral, sendo indicativo de co-eluicdo de varios

compostos em um mesmo pico cromatografico (WATERS, 2002).

Figura 6. Cromatogramas iniciais de levofloxacino e seu diluente (A) e norfloxacino com seu
respectivo diluente (B).
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Figura 7. Cromatograma de varredura dos espectros de levofloxacino (A) e norfloxacino (B).
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Observou-se ainda que todos os parametros cromatograficos (CV%, K,
simetria e pratos teodricos) apresentados foram satisfatorios (Tabela 7). Os valores
de area média foram obtidos foram lineares nas faixas de 14 a 26 uyg mL™ para o
LXN e de 140 a 260 ug mL™ para o NXN pois de acordo com a curva de calibracdo y
= 1043159x -48636,8 (levofloxacino) e y = 6494872x -31390,1 (norfloxacino) os
coeficientes de correlagdo foram maiores que 0,99, conforme preconizado pelo FDA
(1996).

Tabela 7. Resultados de adequacéo do sistema para levofloxacino e norfloxacino

o

=] " Simetria 5 Pureza de

9 . Pratos Area

£ Farmaco Co(r:‘cgerr:]tlr_glg;ao CVo%t Tebricos? d03 K* TR® média® Pico’

= Pico TH PA

o

8 levofloxacino 20,0 1,023 7720,7 1,11 5,36 7,9 980274,2 0,644 0,350
O

I

E

&-’ norfloxacino 200,0 0,871 4891,2 1,24 2,71 2,9 6390461,5 1,024 0,650

lovow < 2,0%:; 2Pratos tedricos = 2000; 3Simetria do pico < 2,0; K2 2,0; 5Tempo de retencéo médio; 6Area
média dos picos (considerando 100% de farmaco) calculada a partir de curva de calibracéo; "Pureza de pico
(TH > PA);

52 AVALIACAO DAS CONDICOES DE DEGRADACAO FORCADA PARA
LEVOFLOXACINO

O método analitico demonstrou-se capaz de detectar e quantificar

seletivamente os sinais correspondentes ao LXN frente ao surgimento de novos
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picos oriundos de possiveis produtos de degradacdo que foram formados sob
algumas condicbes estresantes. Mesmo em condicfes de estresse, 0S picos

referentes ao farmaco continuaram se apresentando espectralmente puros.

5.2.1 Temperatura

Amostras de LXN, apds serem submetidas a aquecimento (60°C+ 5°C) em
estufa, por 24 horas nao apresentaram degradacdo aparente pois a area
cromatografica do pico ndo apresentou queda quando calculada em relacdo a curva
de calibracdo. Além disso ndo se observou a formacdo de picos oriundos de
possiveis produtos de degradacdo (Figura 8). Diante de exposicdo as dadas
condicdes de 60°C £ 5°C, o LXN demonstrou-se estavel.

Figura 8. Cromatograma do produto de degradacdo para a condi¢cdo termolitica para
levofloxacino
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Devi e Chandrasekhar (2009) realizaram estudo de estresse / especificade do
levofloxacino e submeteram o farmaco a termdlise a 100 °C por 5 dias. Os autores
nao detectaram a degradacdo expressiva da concentracdo e nem a formacao de

produtos de degracao frente a essa condi¢ao de estresse.
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5.2.2 Hidrélise acida

Amostras de LXN, a principio submetidas a hidrolise acida por HCI 0,1 mol L™
e HCI 1,0 mol L™ por 24 horas, ndo apresentaram degradacéo aparente (Figura 9),
considerando-se a nao formacdo de picos oriundos de possiveis produtos de
degradacdo ou mesmo a diminuicdo na area do pico do ativo com base em sua

concentracgéo inicial calculada por curva de calibracéo.

Figura 9. Cromatograma do produto de degradacéo para a condicao hidrélise acida por HCI
0,1 mol L™ (A) e HCI 1,0 mol L™ (B) para levofloxacino.
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Dadas as concentracdes de HCI usadas, LXN demosntrou-se estavel diante
dessa condicdo, o que levou a tentativa de acelerar a degradacdo de LXN expondo-
0 a HCI 0,1 mol L™ a uma temperatura de 60°C + 5°C em estufa, pelo prazo de 24
horas. No entanto, ainda assim, ndo se evidenciou quedas na area referente ao LXN
ou indicio da formacao de possiveis picos oriundos de degradacao (Figura 10).

Em uma concentracéo de 0,5 mol L™ de HCI, conforme estudos conduzidos
por Zheng e colaboradores (2014), apds 20 dias de exposicao foi possivel observar
a formacao de produtos de degradacdo do LXN (dentre eles, 0 composto composto
2 jA mencionado na Tabela 1) cujas areas relativas dos picos somadas chegaram a
superar 5% da area cromatografica total. Nesse estudo, os degradantes formados

foram identifcados por CLAE acoplada a espectro de massas.
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Figura 10. Cromatograma do produto de degradacdo para a condi¢éo hidrélise acida por
HCI 0,1 mol L™* e sob influéncia de temperatura 60°C por 24 h.
294 nm

0.08+

0.06+

LXN

2 0.04-

0.02-

0.00+

; — — — T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Minutes

5.2.3 Hidrdlise alcalina

Na amostra de LXN exposta a degradacdo por hidrdlise alcalina usando
NaOH 0,1 mol L* e NaOH 1,0 mol L por 24 horas, ndo se observou queda
significativa de teor ou formacdo de picos oriundos de possiveis produtos de
degradacéao (Figura 11). No intuito de tentar acelerar tal reacéo hidrolitica, a amostra
de levofloxacino em solucdo de NaOH 0,1 mol L a mesma foi submetida a
aquecimento por 24 horas em estufa (60°C + 5°C), entretanto ndo se observou
decaimento de area referente ao pico de LXN ou a formac&o de picos de possiveis
produtos de degradacdo (Figura 12). Portanto, o LXN se mostrou estavel frente a
hidrélise alcalina por NaOH nas concentragdes de 0,1 e 1 mol L™.

Em experimentacdo semelhante, feita por Devi e Chandrasekhar (2009)
induzindo LXN ao mesmo agente estressante alcalino, porém na concentracdo de
0,5 mol L™ a 70°C aquecido em estufa por 7 dias ndo gerou decaimento significativo
nas concentracbes do farmaco e nenhum PD foi observado em analise CLAE

acoplado a espectro de massas.
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Figura 11. Cromatograma do produto de degradac&o por hidrélise alcalina mediada por
NaOH 0,1 mol L* (A) e NaOH 1,0 mol L™ (B) para levofloxacino.
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Figura 12. Cromatograma do produto de degradacdo para a condicdo hidrélise alcalina
mediada por NaOH 0,1 mol L™ e & temperatura 60°C por 24 horas para levofloxacino.
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5.2.4. Oxidacgéo

A condicdo oxidativa por peréxido de hidrogénio se mostrou a mais drastica,
pois em uma exposicdo de LXN a esse agente estressante nas concentracdes de
0,1% (v/v) e 0,3% (v/v) por 24 horas foi gerado um decaimento na area de LXN (com
base em concentracdo inicial do LXN ndo estressado e calculado por curva de
calibracdo) de 17,32% e de 24,67% , respectivamente. Além da formacdo de um

possivel pico oriundo de degradacdo mais retido que na coluna cromatografica
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(proximo aos 12 minutos) em ambas concentragbes (Figura 13 e Figura 14,
respectivamente). Observa-se que o percentual de degradacdo estid diretamente
envolvido com a concentracao do agente estressante (peréxido de hidrogénio), pois
a medida que sua concentracdo aumenta, a proporcdo de degradacdo do LXN

também aumenta.

Figura 13. Cromatograma do produto de degradacdo por oxidacdo convencional mediada

por H,O, 0,3% (v/v) por 24 horas para levofloxacino.
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Figura 14. Cromatograma do produto de degradacéo por oxidacdo convencional mediada
por H,O, 1,0% (v/v) por 24 horas para levofloxacino.
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Tendo observado formacédo de PD por agente oxidativo, propds-se acelerar a
degradacédo do LXN com a menor concentracdo de peroxido de hidrogénio (0,3%,
v/v) associado ao aquecimento em estufa a uma temperatura de 60°C * 5°C, pelo

prazo de 60 minutos, o que proporcionou uma queda na concentracao inicial de LXN
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de 20 pg mL™ para 14,6 pg mL* (calculado conforme curva de calibracdo, item 5.1),

que corresponde a diminui¢do de 26,87% da &rea do pico do ativo (Figura 15).

Figura 15. Cromatograma do produto de degradacéo por oxidagdo convencional por H,O,
0,3% (v/v) 60°C em 60 minutos.
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Zheng e colaboradores (2014) comprovaram a capacidade do LXN sofrer
degradacéao frente ao peroxido de hidrogénio pois em estudo de estresse submetido
a H,O, 15% (v/v) observou-se formacdo de um produto de degradacdo oxidativo
(composto 3, conforme citado na Tabela 3). Em estudo de degradacédo forcada
realizado por Devi e Chandrasekhar (2009), a condicdo oxidativa por H,O, 0,01% (a
temperatura ambiente) gerou um decaimento na concentracdo de LXN de 100%
para 87,3% ao longo de 12 horas de experimento. Assim como para 0 experimento
de Zheng e colaboradores (2014), com formacdo do degradante oxidativo de
estrutura elucidada, o presente estudo de degradacdo forcada gera apenas um
produto de degradacdo a partir da oxidacdo por peroxido. Desta forma, pode-se
sugerir que possivelmente sejam 0 mesmo composto.

A Figura 16 mostra que apesar do surgimento de um pico de degradacao
aproximadamente em 12 minutos, o pico referente ao LXN € puro, visto que apés
analise do mesmo no software Empower 2, observou-se que o valor de TH é

superior ao de PA (conforme item 5.1).
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Figura 16. Cromatograma de varredura dos espectros do produto de degradacgéo e calculo
de pureza de pico oxidativo por H,0, 0,3% (v/v) sob aquecimento a 60°C por 60 minutos.
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Diante do exposto observou-se que dadas as concentracbes de agentes
estressantes e condicdes experimentais usadas, apenas para a condi¢cado oxidativa o
LXN se mostrou passivel de sofrer degradacdo, de modo que a oxidacdo por
peroxido de hidrogénio foi acelerada pela acdo da temperatura, reduzindo
consideravelmente o tempo gasto no experimento. Para as demais condi¢cdes
estressantes ndo foram observadas variacGes significativas na area do pico de
levofloxacino (calculada com base em curva de calibracdo, item 5.1) ou formacéo de

picos secundarios que derivariam de possiveis produtos de degradacéo.

5.3 AVALIACAO DAS CONDICOES DE DEGRADACAO FORCADA PARA
NORFLOXACINO

O método analitico usado no doseamento do NXN mostrou-se especifico ao
farmaco, jA que foi capaz de detectar seletivamente 0s sinais correspondentes ao
NXN frente ao surgimento de novos picos oriundos de possiveis produtos de

degradacédo que foram formados sob algumas condicbes estressantes. Mesmo em
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condicdes de estresse, 0s picos referentes ao farmaco continuaram se apresentando

espectralmente puros conforme avaliagao feita no item 5.1.

5.3.1 Temperatura

Amostras de NXN submetidas a aquecimento (60°C + 5°C) em estufa por 24
horas ndo apresentaram decaimento significativo na area do pico de norfloxacino,
tdo pouco degradacdo aparente pelo ndo surgimento de picos oriundos de possiveis
produtos de degradacdo (Figura 17). A exposicdo a essas condicbes de

temperatura, o NXN demonstrou-se estavel.

Figura 17. Cromatograma do produto de degradacdo para a condicao termolitica para
norfloxacino
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Em estudo realizado por Chierentin e Salgado (2013), uma solugcédo estoque
neutra de norfloxacino 500 pg mL™, proveniente de produto acabado (comprimido),
foi submetida a temperatura de 80° C. Os autores ndo observaram a formacao de

produtos de degradacéao.
5.3.2 Hidrdlise acida
Amostras de NXN, inicialmente submetidas a hidrolise acida por 24 horas com

HCI 0,1 mol L* e HCI 1,0 mol L™* ndo apresentaram decaimento na area do pico

relativo ao norfloxacino, além da ndo formacdo de picos oriundos de possiveis
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produtos de degradacg&o. Na tentativa de proporcionar degradacdo do NXN sob tais
condicbes por hidrélise acida, a amostra acida em HCI 0,1 mol L' foi levada a
aquecimento em temperatura de 60°C + 5°C em estufa, por 24 horas. Ainda assim
nao se evidenciou decaimento no pico referente ao ativo, tdo pouco formacao de

picos secundarios, oriundos de possiveis produtos de degradacgéo (Figura 18).

Figura 18. Cromatograma do produto de degradacao para a condi¢cao hidrélise acida por
HCI 0,1 mol L™ (A), HCI 1,0 mol L™ (B) e HCI 0,1 mol L™ com aquecimento a 60°C (C) para
norfloxacino.
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De acordo com Mohamed, EI-Koussi e Mohamed (2005), o farmaco
norfloxacino quando submetido a condi¢cées mais extremas de HCI 2,0 mol L™ em
aquecimento por refluxo a 150°C, possibilita reducdo na concentracdo do farmaco
para 63% em apenas quatro horas (resultado calculado por determinacao
espectrofotomeétrica) além da formacéo de degradante por descarboxilacdo a medida
gue o NXN vai sofrendo degradacdo (composto 6, ilustrado na Tabela 3). Com isso,
pode-se deduzir que sdo necessérias condicdes estressante extremas para induzir
degradacéao do farmaco e possivelmente induzir formacao do produto de degradacéo

descarboxilado.

5.3.3 Hidrélise alcalina

Na amostra de NXN exposta a degradacdo por hidrélise alcalina usando

NaOH 0,1 mol L™ e NaOH 1 mol L™ por 24 horas observou-se a reducdo da area do
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pico referente ao ativo em 6,68%, que implica em redug&o da concentracao do ativo
de 200 pg mL™? para 186,6 pg mL™, enquanto que, para a concentracdo maior de
NaOH como estressante, a queda de &rea correspondeu a 9,72%, que
corresponderia a uma quantidade final de 180,6 ug mL™. Assim, confirma-se que a
degradacdo do NXN aumenta a medida que a concentracao dos reagentes também
se eleva. Além disso, para ambas as condi¢Oes testadas, observou-se a formacao
de dois picos desconhecidos, que provavelmente sao oriundos de possiveis
produtos de degradacao (Figura 19).

Figura 19. Cromatograma do produto de degradacdo da condicdo hidrélise alcalina por
NaOH 0,1 mol L™* (A) e NaOH 1,0 mol L™ (B) para norfloxacino.
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Para tentar reduzir o tempo de degradacdo, uma amostra de norfloxacino em
solucdo de NaOH 0,1 mol L* que foi submetida a aguecimento por 24 horas em
estufa, a uma temperatura de 60°C = 5°C obteve como resultado uma diminuicdo na
area do pico de NXN de 11,72% em apenas 3 horas de experimento (Figura 20).
Logo, uma concentracdo final de 174,5 ug mL™ leva & formacdo de dois possiveis
picos de degradacdo, sendo um menos retido que o NXN e outro mais retido que o

farmaco, tal como ja ocorrido na mesma condi¢cédo, sem a presenca de aquecimento.
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Figura 20. Cromatograma do produto de degradacdo para a condicdo hidrélise alcalina
mediada por NaOH 0,1 mol L™ e aquecimento a 60°C por 24 horas para norfloxacino.
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De acordo com estudo de especificidade inserido em validacdo de
metodologia analitica de norfloxacino realizada por Chierentin e Salgado (2013), o
NXN também se apresentou bastante suscetivel a degradacéo alcalina por NaOH,
mais precisamente na concentracdo 0,1 mol L™* em exposicdo a 80°C por 96 horas,
tendo banho de agua como fonte de aqueciemento. Nao se observou, na literatura,
elucidacdo do produto de degradacdo formado especificamente por NaOH,
entretanto, partindo-se do principio de que a reacdo hidrolitica alcalina ataca o
grupamento farmacoférico com a funcéo acido carboxilico, assim como na hidrélise
acida, um potencial produto de degradacdo formado poderia ser o0 mesmo da
condicao acida (composto 5 da Tabela 1).

A Figura 21 mostra que apesar do surgimento de dois possiveis picos de
produtos de degradacéo, o pico referente ao NXN é espectralmente puro, visto que o
valor de TH é superior ao de PA, conforme pode ser calculado no item 5.1 pelo

Software Empower 2.
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Figura 21. Cromatograma de varredura dos espectros do produto de degradacgéo e calculo
de pureza de pico por hidrélise alcalina em NaOH 0,1 mol L* e aquecimento para
norfloxacino.
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5.3.4. Oxidacgéao

Em exposicdo a condicdo oxidativa por peroxido de hidrogénio na
concentracdo 1% (v/v) por 24 horas, observou-se reducdo pouco significativa da
area do ativo na ordem de apenas 0,91% (calculada com base na curva de
calibracdo, item 5.1), embora tenham aparecido dois pequenos sinais
aproximadamente em 2 e 7 minutos (semelhantes aos presentes na condi¢cao
hidrolitica alcalina). Para enfatizar a condicdo oxidativa, o NXN submetido ao agente
estressante peroxido de hidrogénio 3,0% (v/v) pelo mesmo periodo de 24 horas,
apresentou formacdo de picos de possiveis produtos de degradacdo nos mesmos
tempos encontrados na concentracdo inicial de peroxido (1,0 %), além do
decaimento de 1,87% da area referente ao pico de NXN.

Observou-se, ainda, em ambas as condi¢cdes o aparecimento de um pico em
1,2 minutos, que praticamente descarta a eluicdo de qualquer composto oriundo do

NXN, pois a eluicdo se da no tempo morto da coluna cromatografica. Entretanto,
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deve-se considerar que esse sinal também estéd presente na corrida cromatografica
da FMN misturada a condicdo oxidativa (1:1, v/v) sem adicdo de NXN (branco do
NXN), o que sugere que o sinal em questdo é oriundo do proprio diluente e ndo do
farmaco. O NXN possui seu maximo de absorcdo em 275 nm, possibilitando a
deteccdo desse pico. Ja em leituras feitas com maiores comprimentos de onda

(como o LXN em 294 nm) ndo detecta-se a presenca desse pico (Figura 22).

Figura 22. Cromatograma do diluente por H,O0, 1,0% (v/v).
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Sob o intuito de acelerar a degradacdo da solucdo de NXN em condicao
oxidativa, a amostra submetida a peroxido de hidrogénio 1% (v/v) foi levada a
aquecimento em estufa a uma temperatura de 60°C = 5°C, por 6 horas. O resultado
foi uma queda na éarea do pico de NXN de apenas 1,09%, embora com
aparecimento de dois pequenos sinais em 1,8 minutos e 7,2 minutos, 0 que podem
corresponder a picos ja observados anteriormente e que possivelmente sédo oriundos
de possiveis produtos de degradacao.

A Figura 23 mostra os cromatogramas obtidos por meio de analise de NXN
em todas as situacdes de estresse em condicdo oxidativa por peroxido de

hidrogénio.

Resultados e Discussao



59

Figura 23. Cromatogramas dos produtos de degradacéo oxidativos por H,O, 1,0% (v/v) (A),
H,0, 3,0% (v/v) (B) e H,0,1,0% (v/v) em aquecimento (C) para norfloxacino.
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Chierentin e Salgado (2013), também realizaram estudo de estresse oxidativo
com a concentracao de H,O, 3% (v/v), entretanto com associacao de aquecimento a
80°C pelo periodo de 96 horas, restando uma concentracdo final de 46,1%, em

relacéo a concentracao inicial do farmaco, ainda nao degradado.

5.4 AVALIACAO DA DEGRADACAO FORCADA ASSISTIDA POR IRRADIACAO
MICRO-ONDAS (DAM)

5.4.1 Degradacéao forcada assistida por irradiacdo micro-ondas do levofloxacino

Todas as condicbes de estresse usadas para LXN (item 4.5.1) foram
realizadas concomitantemente por irradiacdo micro-ondas em tubo de vidro vedado,
conforme parametos descritos na Tabela 6, de modo que para condi¢cfes hidroliticas
acida e alcalina e condicdo inicial sem agente estressante ndo observou-se
degradacédo (Tabela 8) .

Apés expor o LXN com o agente estressante oxidativo na menor
concentracdo usada nos testes de estresse convencional (H.O, 0,3% (v/v)) e
submeté-lo a irradiacdo micro-ondas a 300 W, pressao de até 100 psi e 100°C por
até 20 minutos com leituras cromatograficas do experimento a cada 5 minutos de

exposicao as condi¢cOes descritas anteriormente. Observou-se que nas condi¢des de
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DAM definidas o farmaco teve reducdo na area de seu pico cromatografico de 9,05%
em 5 minutos de exposi¢ao, 14,66% em 10 minutos de exposi¢do, 20,39% em 15
minutos de exposicdo e 27,22% no tempo final aos 20 minutos, portanto redugéo na
concentracdo de LXN de 20,0 ug mL™ para 14,6 pg mL™ (calculado com base em
curva de calibragéo, conforme citado no item 5.1). Observou-se, ainda, a formacéo
de um pico em aproximadamente 12 minutos, possivelmente oriundo da degradacéo

do proprio levofloxacino (Figura 24).

Figura 24. Cromatograma do produto de degradacdo por oxidacdo de levofloxacino
submetida a aquecimento por irradiacdo de micro-ondas (cromatograma do experimento a
5 minutos (A), 10 minutos (B), 15 minutos (C) e 20 minutos (D).
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No intuito de otimizar ainda mais o teste de degradacao, alterou-se apenas a
temperatura para 120°C, que reduziu o tempo reacional para 5 minutos que
proporcionou degradacdo semelhante a anterior. Observou-se uma reducao da area
inicial do LXN de 24,88%, ou seja, uma concentracdo final de 15,0 pg mL™,
resultado semelhante ao que pode ser observado em condi¢des usuais, embora o

tempo de reacao tenha sido acentuadamente menor.
Além da equivaléncia no percentual de degradacéo (calculado conforme item
5.1), o perfil cromatografico (quantidade de picos e tempo de retencdo) das

impurezas em DAM nédo se mostrou diferente do que foi visualizado em condicdes
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convencionais de testes de estresse (Tabela 8). Diante disso, sugere-se que a
conducéo de estudos de degradacao forcada por micro-ondas nao interfere na via
de degradacdo da molécula, uma vez que o perfil cromatografico permanece,

embora condicdo e tempo de experimentos diminuam consideravelmente.

Tabela 8. Resultados de testes de estresse para levofloxacino

Condicéo Tempo Temperatura % Degradacdo CV%
Temperatura 24 horas 60°Cx 5°C - 0,19

HCI 0,1 mol L™ 24 horas Ambiente - 0,20

HCI 1,0 mol L™ 24 horas Ambiente - 0,42

HCI1 0,1 mol L™* 24 horas 60°C+ 5°C - 0,51

Estresse NaOH 0,1 mol L™ 24 horas Ambiente - 0,04
usual NaOH 1,0 mol L* 24 horas Ambiente - 0,04
NaOH 0,1 mol L™ 24 horas 60°C+t 5°C - 0,38

H,0, 0,1% (v/v) 24 horas Ambiente 17,32% 1,31

H,0, 0,3% (v/v) 24 horas Ambiente 24,68% 0,79

H,O, 0,1% (v/Vv) 60 minutos  60°C+ 5°C 26,87% 0,88

H,0, 0,1% (v/v) 5 minutos 100°C 9,05% 1,67

H,0, 0,1% (v/v) 10 minutos 100°C 14,66% 0,90

H,0, 0,1% (v/v) 15 minutos 100°C 20,39% 1,24

H,0, 0,1% (v/v) 20 minutos 100°C 27,22% 1,79

DAM H,0,0,1% (viv) 5 minutos 120°C 24,88% 0,71
HCI 0,1 mol L™ 20 minutos 100°C - 0,65
Semagente  20minutos  100°C : 0,43

NaOH 0,1 mol L* 20 minutos 100°C - 0,84

Ao submeter o levofloxacino as condi¢cdes de DAM (Tabela 6) com a presenca
dos agentes estressantes NaOH 0,1 mol L™ e HCI 0,1 mol L™* ou sem adi¢do dos
mesmos, ndo foram observados o surgimento de picos oriundos de possiveis
produtos de degradacdo e nem mesmo reducéo significativa das areas referentes ao
ativo.

Portanto, conforme condicfes pré-estabelecidas inicialmente na Tabela 6, o
LXN é relativamente estavel diante de inducdo de estresse, sob influéncia da
irradiacdo micro-ondas, por aquecimento e hidrélise (acida e alcalina), mas ndo por

oxidacdo, como pode ser observado (Figura 24). Diante disso, observa-se que as
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técnicas convencionais e por DAM para H,O, apresentam resultados semelhantes,
sem que haja comprometimento da técnica e alcangam uma consideravel economia
de tempo (Figura 25).

Figura 25. Comparativo das porcentagens de degradacgéo oxidativa para levofloxacino.
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Apos os testes de estresse, observou-se que apenas a condi¢cao oxidativa por
peroxido de hidrogénio foi capaz de reduzir a concentracdo de LXN e a condicao
oxidativa a temperatura ambiente por 24 horas apresentou o menor decaimento de
teor (p < 0,05). Para as condicbes de estresse em peroxido de hidrogénio com
aguecimento e em exposicao a irradiagcdo por micro-ondas ao longo de 20 minutos
(tempo final) a 100 °C e 5 minutos a 120 °C os resultados se apresentaram bastante

préximos (Tabela 9).

Tabela 9. Comparativo dos resultados dos testes de estresse para levofloxacino.

o T orx
Condicdo de estresse Tempo Temperatura Concentragdo final CV%

(minutos) (°C) de LXN (ug mL™)
Convencional H,0, 0,1% (v/v) 720 Ambiente 16,5** 1,31
Convencional H,0, 0,1% (v/v) 60 60°C+ 5° 14,6 0,88
DAM H,0; 0,1%(v/v) 20 100° 14,6 1,79
DAM H,0; 0,1%(v/v) 5 120° 15,0 0,71

* CV% das triplicatas realizadas para cada condicdo estressante; **Diferenca estatisticamente
significativa entre estresse convencional por H,O, 0,1% (v/v) a temperatura ambiente e as demais
condig¢Bes de estresse oxidativo na concentracédo 0,1% (p < 0.05).
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O fato de o LXN possuir vias de degradacdo j4 bem elucidadas, possibilitou
realizar avaliacdo comparativa do comportamento do farmaco frente condi¢cdes
estressantes convencionais e por micro-ondas. Onde perfis cromatogréaficos como
nameros de picos de PD e farmaco e pureza cromatografica do mesmo podem ser
observadas (Figura 26).

Figura 26. Cromatograma em em varredura dos espectros do produto de degradacéo
referente a oxidacdo de levofloxacino submetida a aquecimento por irradiacdo micro-ondas
em 20 minutos.
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Conforme estudo comparativo realizado por Bojana, Markus e Kappe (2011),
0 uso de micro-ondas possibilitou alcancar resultados semelhantes aos de estresse
convencional tais como como, vias de degradacédo, percentual de degradacédo e
produtos de degradacdo formados para o farmaco indometacina. Contudo as
mesmas reacdes que antes levavam horas, puderam ser refeitas em poucos minutos
gracas ao uso de reator de micro-ondas com capacidade de controlar temperatura,
pressao, agitacdo e possibilitando ainda, que as reac¢des ocorressem em pequenos
volumes. Da mesma forma, no presente trabalho, o uso de micro-ondas em estudos

de estresse se mostrou bastante efetivo na economia de tempo e solventes.
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Alguns estudos de estresse ja& passam a adotar diretamente a nova técnica
por irradiagdo micro-ondas, conforme Bende e colaboradores (2007) e Sonawane e
Gide (2011), feitos para mesilato de imatinib e rebamipida, respectivamente. Isso
reforca a ideia de que a técnica de irradiagdo micro-ondas possui aplicacdo em
estudos de estresse e pode ser estendida para varias classes de farmacos.

5.4.2 Degradacéo forgada assistida por irradiagdo micro-ondas do norfloxacino

Ainda seguindo os parametros iniciais (Tabela 6), verificou-se que os
resultados de exposicdo a DAM (irradiagdo micro-ondas a 300 W, pressdo de até
100 psi e 100°C por até 20 minutos) se mostraram capazes de reproduzir resultados
semelhantes aos observados em estresse forcado convencional. A exemplo disso, a
solucéo &cida de NXN (HCI 0,1 mol L") mesmo em exposicéo a irradiagdo micro-
ondas continuou ndo apresentando nenhum indicio de degradacdo ou quedas no
teor do ativo, tal como ja havia sido observado em exposicdo a HCI 0,1 mol L™
(ambiente e sob aquecimento em estufa) e HCl 1 mol L™ Situacdo semelhante
também pode ser observada em exposicdo do NXN inicial (sem agente estressante)
a DAM e, sua correlacdo com simples aquecimento da mesma solucdo em estufa,
gue também néo foram efetivos na degradacao de NXN.

A condicao oxidativa (H.O, 1,0% (v/v)) apresentou em 20 minutos de
exposicdo a DAM uma perda de 1,12% da area correspondente ao pico de NXN.
Tata-se de uma variacdo pouco significativa, e que sozinha ndo poderia ser indicio
de degradacéo caso ndo fosse a deteccdo cromatograficas de pequenos sinais em,
aproximadamente, 2 e 7 minutos. Para a mesma condicdo oxidativa, mas induzida
por aquecimento em estufa, também observou-se a presenca de tais picos, cujos
tempos de retencdo coincidem com picos de PD obtidos por degradacéo
convencional pelo emprego de agente estressante alcalino (Item 5.3.3).

A condicdo hidrolitica basica (NaOH 0,1 mol L) assistida por irradiacdo
micro-ondas a 300 W, pressao de até 100 psi e 100°C por até 20 minutos forneceu a
maior porcentagem de degradacéo para NXN, com 200,0 ug mL™? de concentragéo
incial, reduzindo 10,79% da area (concentracdo final de 178,4 pg mL™Y), quando

submetido a 20 minutos de exposicdo a 100°C. Sendo que, nessas mesmas
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condicdes, mas nos tempos experimentais intermediérios de 5, 10 e 15 minutos, a
area do pico de NXN foi reduzida em 1,49%, 3,02% e 6,97%, respectivamente
(Figura 27). Se observou, ainda, a formagéo de dois picos possivelmente oriundos
dessa degradacdo e que mantem-se nos mesmos tempos de retencdo ja
observados.

Figura 27. Cromatograma do produto de degradacéo hidrolitico alcalino de norfloxacino
submetida a aquecimento por irradiacdo de micro-ondas (cromatograma do experimento a
5 minutos (A), 10 minutos (B), 15 minutos (C) e 20 minutos (D).
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Quando se elevou a temperatura reacional para 120 °C por 5 minutos, obteve-
se 10,21% de reducdo da concentracdo de NXN (concentracéo de 179,6 ug mL™),
conforme disposto na Tabela 10. Mantiveram-se presentes os mesmos dois picos de
possiveis produtos de degradacdo, ja mencionados anteriormente e sem
interferéncia no pico do farmaco (Figura 28), mostrando que pico cromatografico de

NXN é puro para a condicdo hidrolitica alcalina em micro-ondas.
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Tabela 10. Resultados de testes de estresse para norfloxacino.
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Condicéao Tempo  Temperatura Degr;/;agéo \g?gcl;(ggr?cevg/f)
Temperatura 24 horas 60°C+ 5°C - 0,84
HCl0,1 molL* 24 horas Ambiente - 0,44
HClI1,0 molL* 24 horas Ambiente - 1,21
HClI0,1 molL*  24horas  60°C+5°C - 0,68
Estresse NaOH 0,1 molL* 24 horas Ambiente 6,68% 0,60
usual  NaOH 1,0molL* 24horas  Ambiente 9,72% 0,73
NaOH 0,1 mol L* 60 minutos  60°C+ 5°C 11,72% 0,39
H.0, 1,0% (v/v) 24 horas Ambiente 0,91%* 0,08
H,0, 3,0% (v/v) 24 horas Ambiente 0,87%* 0,08
H,O, 1,0 (V/v) 24 horas 60°C+t 5°C 1,09% 0,13
NaOH 0,1 mol L* 5 minutos 100°C 1,49% 0,50
NaOH 0,1 mol L'* 10 minutos 100°C 3,02% 0,41
NaOH 0,1 mol L'* 15 minutos 100°C 6,97% 0,31
NaOH 0,1 mol L™ 20 minutos 100°C 10,79% 0,32
DAM  NaOH 0,1 mol L™ 5 minutos 120°C 10,21% 0,72
H.0, 1,0% (v/v) 20 minutos 100°C 1,12% 0,25
Semagente  20minutos  100°C i 0,26
HCI 0,1 mol L'* 20 minutos 100°C - 0,14

* Resultados de decaimento no teor inferiores a 1% apenas foram considerados em casos onde se observou
aparecimento de picos secundarios.

Figura 28. Cromatograma em em varredura dos espectros do produto de degradacéo
alcalino (NaOH 0, 1 mol L") submetido a aquecimento por irradiacdo micro-ondas em 20
minutos para norfloxacino.
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Assim, o NXN mostrou-se estavel diante de véarias condi¢cbes de estresse e 0s
resultados de irradiagcdo micro-ondas mostram que o comportamento do farmaco é
mantido em relagéo aos estudos convencionais com aumento na temperatura. Com
relacdo ao teste de estresse convencional apenas por NaOH 0,1 mol L* sem
aguecimento observou-se o0 menor decaimento no teor (p < 0.05), com relacdo aos
demais testes com NaOH 0,1 mol L™ (Tabela 11). Os resultados de degradacéo

convencional e por micro-ondas podem ser observados na Figura 29.

Tabela 11. Comparativo dos resultados dos testes de estresse para norfloxacino

Tempo Temperatura Concentragéo final

ica E ) NXN V%*
Condicéo de Estresse (minutos) °C) (ﬁg e CV%
Convencional NaOH 0,1 mol L 1440 Ambiente 186,6** 0,56
Convencional NaOH 0,1 mol L* 60 60+5 176,6 0,34
DAM NaOH 0,1 mol L 20 100 178,4 0,32
DAM NaOH 0,1 mol L 5 120 179,6 0,72

*CV% das triplicatas realizadas para cada condicdo estressante; **Diferenca estatisticamente
significativa observada entre estresse convencional por NaOH 0,1mol L™ & temperatura ambiente e as
demais condicBes de estresse hidrolitico alcalino (p < 0.05).

Figura 29. Comparativo das porcentagens de degradacédo para norfloxacino.
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Silva e colaboradores, 2013 avaliaram os perfis de degradacdo usual e

assistida por micro-ondas do farmaco levamisol. Foram preparadas solucfes de
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levamisol em NaOH 0,1 mol L™ e submetidas & aquecimento de 100 °C em estufa e
em reator de micro-ondas. Foi observada uma degradacdo percentual de
aproximadamente 41% para ambos os métodos, contudo, houve uma reducédo de
2,5 vezes do tempo necessario para a determinacdo da degradacao de levamisol
por micro-ondas.

Esses resultados demonstram que a utilizacdo da técnica de degradacéo
forcada assistida por micro-ondas é realmente efetiva na reducdo de tempo e
obtencédo de resultados de degradacédo semelhantes aos observados em relacdo as

técnicas de estresse convencionais.

5.5 DIFERENCAS NOS PERFIS DE DEGRADACAO DOS FARMACOS

As diferencas estruturais entre os dois farmacos (Figura 30) consistem na
substituicdo do grupo 7-piperazina (R1) ligado a um atomo de hidrogénio para o
NXN e, no caso do LXN o mesmo grupamento esta ligado a uma metila. Além disso,
na posicao 8 do anel quinolinico enquanto o norfloxacino esta ligado a um atomo de
hidrogénio, o levofloxacino esta ligado a um grupo metoxi que forma anel com o

grupamento ligado ao atomo de nitrogénio-1.

Figura 30. Comparacéao estrutural entre LXN e NXN.

Radical Norfloxacino Levofloxacino
R1 H H;C—
R2 H
O
R3 H3C“1 s 4

Tais particularidades estruturais além de influenciar espectro bacteriano de

acao e farmacocinética dos farmacos, também podem estar envolvidas com o

Resultados e Discussao



69

comportamento dos compostos frente a reagcdes quimicas, como o pbde ser
evidenciado nos estudos de PD do presente trabalho para os dois compostos.

Apesar de serem moléculas semelhantes, os farmacos apresentaram
comportamentos diferentes quando submetidos as mesmas condi¢cfes de estresse.
Pode ser observado que vérios experimentos convergem na capacidade de LXN e
NXN sofrerem hidrélise e oxidacdo. Dadas as condi¢cdes estressantes empregadas
no presente experimento, o LXN obteve como via oxidativa como preferencial. Em
experimento conduzido por Zheng e Devi (2014), assim como no presente
experimento, o LXN formou apenas um PD que foi identificado como levofloxacino
N-Oxido (composto 3 da Tabela 1).

Para o NXN, Chierentin e Salgado (2013) conseguiram degrada-lo em longos
experimentos hidrélise alcalina por meio de NaOH 1 mol L™ e oxidac&o por perodxido
H,O, 3% (v/iv), mas sem elucidacdo estrutural dos degradantes. No presente
experimento dadas as concentracdes e agentes estressantes empregados, a via
preferencial foi hidrolitica alcalina, embora Mohamed, El-Koussi e Mohamed (2005)
tenham observado a formacdo de degradante (composto 6 da Tabela 1) por via
hidrolitica &cida com emprego de HCI 2 mol L™ a 150°C.

Estudos mais aprofundados devem ser realizados para elucidacdo dos
produtos de degradacdo formados e para avaliagdo da cinética de degradacdo em
funcdo da concentracdo; sem os quais nao € possivel fazer inferéncias corretas a
cerca das diferencas encontradas. De qualquer forma, as divergéncias nas vias de
degradacao dos farmacos com mesma estrutura base nao interfere na proposta de
se realizar estudos de degradacdo forcada assistida por irradiacdo micro-ondas,
visto que a mesma resposta foi obtida também nas condi¢cdes usuais de estresse

para os agentes estressantes escolhidos e nas concentracfes testadas.

Resultados e Discussao



70

6. CONCLUSAO

Os estudos de degradacdo forcada sdo de grande importancia para a
administracdo segura de medicamentos. A possibilidade de uma tecnologia limpa,
barata e de facil manuseio facilita sua condugéo, sendo apenas um primeiro passo
para a busca de novas tecnologias.

O uso de irradiacdo micro-ondas proposto para os estudos de estresse foi
viavel, uma vez que o perfil cromatografico foi bastante semelhante aos obtidos nos
resultados de estresse convencional. Em nenhum momento uma mesma condi¢cao
gerou diferentes picos de possiveis produtos de degradacdo, ou picos impuros para
0 insumo ativo quando transferido ao reator de micro-ondas. Confirmando seguranca
e reprodutibilidade a nova metodologia.

Ha de se salientar, ainda, que para os testes de DAM, pequenas quantidades
de amostras (2 mL) se mostraram suficientes para realizacdo de tais testes,
mostrando-se como um fator positivo, j& que proporciona economia de materiais,
reagentes e, consequentemente, emissao de residuos.

Os estudos de DAM para LXN e NXN foram ajustados ndo para gerar uma
grande degradacdo dos farmacos envolvidos, mas sim um estresse seguro entre
10% e 30%. Quantidades acima desse limiar poderiam representar geracdo de
compostos secundarios, que ndo € a proposta do presene trabalho, pois insumos
farmacéuticos ndo encontram no ambiente situacdes tdo severas. O objetivo dos
estudos de degradacao forcada € prever os possiveis vias de degradacéo e PD que
uma especialidade farmacéutica pode formar ao longo de seu prazo de validade.

Tanto para LXN, quanto para NXN, as condi¢cdes usadas foram semelhantes
e se mostraram suficientes para gerar degradacdo pretendida para ambos os
farmacos, mesmo tratando-se de farmacos diferentes. As varidveis do equipamento
(poténcia, temperatura, pressdo e tempo), oferecem uma gama de possibilidades
gue devem variar conforme a cinética de degradacdo de cada farmaco. Dessa
forma, pode-se gerar bibliotecas de estudos de estresse, facilitando sua realizacéo
em estudos futuros.

Por fim, a caracteristica dos estudos de degradacéo forcada assistida por

micro-ondas, que mais se destaca a tecnologia € a reducdo na duracdo no tempo
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dos ensaios de estresse, que antes levariam de horas a dias e podem ser reduzidos

a poucos minutos, como foi observado para LXN e NXN.
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