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RESUMO

“Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para determinacéo do

Cloridrato de epinastina em comprimidos revestidos”

Palavras chave: cloridrato de epinastina, controle de qualidade, validacao,

métodos analiticos.

O cloridrato de epinastina € um agente ndo sedativo, antagonista H; da
histamina, utilizado no tratamento da asma ou como anti-histaminico,
comercializado no Brasil na forma farmacéutica comprimido revestido com o
nome de Talerc ®. Embora, seja um medicamento amplamente comercializado
ndo ha referéncias relativas aos métodos de analise da forma farmacéutica.
Este trabalho teve como objetivos o desenvolvimento e a validacao de métodos
analiticos para o controle de qualidade do cloridrato de epinastina nos
comprimidos revestidos, bem como a realizacdo de estudos preliminares de
estabilidade térmica e de fotoestabilidade e determinacéo da cinética de reacao
do anti-histaminico em estudo. A andlise qualitativa do cloridrato de epinastina
foi realizada por ressonancia magnética nuclear de préton, determinacédo da
faixa de fuséo, espectrofotometria na regido do infravermelho e do ultravioleta,
cromatografia em camada delgada e por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia. Para analise quantitativa, foram validados os métodos por
espectrofotometria na regido do ultravioleta derivada de primeira ordem e por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia. A validacéo foi efetuada de acordo
com as guias de validacao disponiveis na literatura. No estudo preliminar de
estabilidade térmica utilizou-se a forma farmacéutica submetida a temperatura
de 80 °C por 10 dias. A fotoestabilidade foi realizada em camara de luz
ultravioleta de 254 nm por um periodo de 18 horas. Os métodos qualitativos
foram (teis para identificacdo do cloridrato de epinastina. Os métodos
guantitativos propostos foram validados de acordo com o0s parametros
analiticos preconizados, podendo ser perfeitamente intercambiaveis. O estudo
preliminar de estabilidade térmica ndo apresentou degradacdo da amostra nas
condicBes de andlise empregadas. O estudo de fotoestabilidade apresentou

degradacao intensa obedecendo uma cinética de reacao de primeira ordem.
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ABSTRACT

“Development and validation of analytic methods for the determination of

epinastine hydrochloride tablets coated”

The epinastine hydrochloride is a non-sedating, histamine H; antagonist that is
used as an anti-allergic agent or for the treatment of asthma, available in Brazil
as a coated tablet named Talerc®. Even though, it is widely commercialized,
there is no reference related to the quality control methods of it pharmaceutical
dosage form. The aim of this work were the development and validation of
analytical methodology for the quality control of epinastine hydrochloride in
coated tablets, as well the preliminary studies of thermical and photostability
and kinetic of reaction to the antihistaminic. The qualitative analysis was
performed by nuclear magnetic resonance, determination of melting point
range, infrared and ultraviolet spectrophotometry, thin layer chromatography
and by the high performance liquid chromatography. For quantitative analysis,
the methods of ultraviolet derivative spectrophotometry and high performance
liquid chromatography methods were validated. The validation was performed
according to the validation guidances available in the literature. The
pharmaceutical dosage and temperatures of 80°C for 10 days were used in the
preliminary studies of thermical stability. The photostability was verified in an
ultraviolet light chamber of 254 nm for a period of 18 hours. The methods
employed for the qualitative analysis demonstrated to be usefull for the
epinastine hydrochloride identification. The quantitative methods were validated
in accordance to the analytic parameters related in the validation guides,
allowing perfect interchanges. The thermical stability study have not presented
sample degradation in the applied analysis conditions. The photostability study

demonstrated an accentuated degradation obeying a first order reaction.

KEYWORDS: epinastine hydrochloride, quality control, validation, analytical
methodology.
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INTRODUCAO

A histamina € um dos mediadores quimicos pré-formado e armazenado
nos mastoécitos. Sua liberacdo, como resultado da interacdo do antigeno com
anticorpos IgE sobre a superficie dos mastdcitos, desempenha funcéao central
na hipersensibilidade imediata e nas respostas alérgicas. As acfes da
histamina sobre as células musculares lisas bronquicas e de vasos sanguineos

respondem em parte pela resposta alérgica (BROWN; ROBERTS, 2003).

Uma vez liberada a histamina pode exercer efeitos locais ou
disseminados sobre os musculos lisos e glandulas. O autacéide contrai
diversos musculos lisos, incluindo brénquicos e intestinais, mas induz o
relaxamento intenso de outros, como 0 dos vasos sanguineos. Muitos desses
efeitos, como a broncoconstricdo e a contracdo intestinal sdo mediados por
receptores H; que sao prontamente bloqueados por anti-histaminicos
(BROWN; ROBERTS, 2003).

Os anti-histaminicos de primeira geracdo sdo muito usados e efetivos no
tratamento de respostas alérgicas, febre do feno, rinite, urticaria e alergias
alimentares. Estes agentes também apresentam atividade sobre receptores
colinérgicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos. Os efeitos adversos centrais
incluem sedacéo, reducao das habilidades cognitivas e sonoléncia. Os efeitos
periféricos incluem visao borrada, boca seca, espasmo muscular, ansiedade,
confusdo mental e, ocasionalmente, irritabilidade, tremor, taquicardia, entre
outros. A separacao dos efeitos de depressao do sistema nervoso central e de
efeitos anticolinérgicos é observada nos anti-histaminicos de segunda geracao
(NELSON, 2002).

A estrutura geral de muitas classes de anti-histaminicos triciclicos
(Figura 1) apresenta dois grupos aromaticos que podem ser ligados por
grupamentos adicionais de atomos, heteroatomos como enxofre ou oxigénio,
ou através de ligacdes simples ou duplas com outra cadeia carbbnica
(NELSON, 2002).




INTRODUCAO

X
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Figura 1. Estrutura geral dos anti-histaminicos
triciclicos (Adaptada de NELSON, 2002).

As letras representadas na estrutura triciclica acima podem ser
interpretadas do seguinte modo (NELSON, 2002):
v Y=C,CH,N;
v' X=CHg, S, O, NH, CH,0, CH,CH,, CH=CH,;
v R =02 a 03 carbonos;
v

R’ = anel de cinco membros, entre outros.

O cloridrato de epinastina, anti-histaminico de segunda geracao, apresenta
estrutura triciclica conforme representado na Figura 2.

\

N

/>\NH H/CI
2

N

Figura 2. Estrutura quimica do cloridrato de epinastina.

E um agente antialérgico utilizado no tratamento da asma, que se
caracteriza pela alta afinidade por receptores H1, por ser oralmente ativo, por

ndo apresentar efeitos sedativos centrais e nem atividade anticolinérgica
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(OGISO et al., 2001). Além de ser indicado em casos de patologia alérgica e de
rinite alérgica (PRODUTOS, 2005).

Este medicamento € comercializado no pais pela industria Boehringer
Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica Ltda., com o nome comercial de

Talerc ®

e estd disponivel no mercado brasileiro nas seguintes formas
farmacéuticas: xarope (frascos de 50 ml), solucdo oftdlmica, comprimidos
revestidos de 10 mg (embalagens com 10 e 30 comprimidos) e de 20 mg

(embalagens com 10 comprimidos) (PRODUTOQOS, 2005).

Na literatura constam métodos referentes a determinacdo quantitativa da
epinastina em fluidos biolégicos por cromatografia a liquido de alta eficiéncia e
por cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de

massas.

Apesar da relevancia terapéutica deste anti-histaminico e de sua ampla
comercializacdo no pais, ndo foram encontrados estudos referentes aos

métodos de analise, o que ressalta a importancia deste trabalho.
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2. OBJETIVOS GERAIS
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Objetivos gerais:

o Desenvolver e validar métodos qualitativos e quantitativos para analise

do cloridrato de epinastina na forma farmacéutica comprimido revestido;

o Avaliar preliminarmente a estabilidade térmica do cloridrato de
epinastina;

o Determinar a cinética de degradacdo do farmaco a partir do estudo

preliminar de fotoestabilidade.
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3.1 Aspectos Gerais

Em todo o mundo, cerca de 100 a 150 milhbes de pessoas sofrem de
asma bronquica e esse numero vem aumentando gradativamente. Na
Alemanha sao estimados quatro milhdes de asmaticos. No oeste da Europa o
ndmero de casos dobrou nos dltimos 10 anos. Nos Estados Unidos o niumero
de casos cresceu cerca de 60%, desde 1980. Ha trés milhGes de asmaticos no
Japéo; na india este nimero € de cerca de 15 a 20 milhdes. No Brasil, Costa
Rica, Panama, Peru e Uruguai a prevaléncia dos sintomas de asma na
populacéo varia de 20 a 30% (BRONCHIAL ASTHMA, 2004).

Nos Estados Unidos a rinite alérgica € um problema de saude publica
gue afeta de 20 a 40 milhGes de pessoas anualmente, sendo 10 a 30% dos
adultos e 40% das criangas. Mais de $6 bilhdes de délares foram gastos com a
prescricdo de medicamentos para o tratamento da rinite alérgica somente no
ano de 2000 naquele pais (ROSENWASSER, 2002).

A asma e a rinite alérgica apresentam caracteristicas
epidemioldgicas, histolégicas, fisioldgicas e imunopatolégicas similares, e a
chave para o manejo de ambas as desordens é a prevencdo e alivio dos
sintomas da inflamacéo alérgica crénica das vias aéreas superiores e inferiores
(SIMONS, 2003).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sugere, desde 1999, o
desenvolvimento de estratégias para a prevencao da asma brénquica a partir
do tratamento da rinite alérgica (BRONCHIAL ASTHMA, 2004).

A hipersensibilidade do tipo | € também denominada anafilaxia, atopia ou
alergia. As substancias que provocam esse tipo de hipersensibilidade sé&o
denominadas alérgenos (SHARON, 2000).

Um pré-requisito para uma reacdo de hipersensibilidade tipo | € que o

individuo tenha produzido um anticorpo IgE quando entrou em contato com o
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antigeno pela primeira vez, e assim se torna sensibilizado ao mesmo. A IgE
difere de outros isotipos de anticorpo por estar localizada, predominantemente,
nos tecidos; onde esta ligada aos mastécitos por receptores de superficie de

alta afinidade, conhecidos como FceRlI .

O FceRI é expresso constitutivamente pelos mastocitos e basofilos e,
também, por eosindfilos depois de terem sido ativados por citocinas. Ap6s uma
resposta primaria de IgE ter se encerrado e o antigeno ter sido eliminado pelos
métodos usuais, todas as moléculas de IgE especificas para o antigeno que

ndo o encontraram sao ligadas por suas regides Fc ao FceRI nessas células.

Os complexos estaveis de IgE e de FceRl fornecem efetivamente aos
mastocitos, baséfilos e eosinofilos receptores especificos ao antigeno. Todas
essas células tém granulos contendo mediadores inflamatoérios pré-formados.
Quando o antigeno for encontrado novamente, ira ligar-se aos receptores e
ativar as células a liberarem seus mediadores inflamatorios. A degranulacao

inicial é seguida pela sintese induzida de uma maior variedade de mediadores.

Os mastoécitos residem nas mucosas e nos tecidos epiteliais que
revestem as superficies corporais e servem para alertar o sistema imune ao
trauma e a infeccédo locais. Os granulos dos mastocitos contém principalmente
histamina, heparina, fator de necrose tumoral-a (TNF- a), sulfato de
condroitina, proteases neutras e outras enzimas degradativas e mediadores
inflamatorios (PARHAM, 2001).

A histamina é uma molécula hidrofilica envolvendo um anel imidazdlico e
um grupamento amino conectado por dois grupamentos metileno. A forma
farmacologicamente ativa em todos o0s seus receptores € o tautbmero H
(BROWN; ROBERTS, 2003).

A histamina exerce uma variedade de efeitos fisiolégicos por meio de
trés tipos de receptores — Hy, Hy e Hz — que foram definidos em diferentes tipos
celulares. As reacdes alérgicas agudas envolvem a ligacdo da histamina ao
receptor Hi; nas células do muasculo liso das proximidades e nas células

endoteliais dos vasos sanguineos (PARHAM, 2001).
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O estimulo do receptor H; nas células endoteliais induz a
permeabilidade dos vasos e a entrada de outras células e moléculas no tecido
contendo o alérgeno, causando a inflamacdo. As células do musculo liso sao
induzidas a se contrair no momento da ligagdo a histamina, o que produz, por
exemplo, a constricAo das vias aéreas; a histamina também age no
revestimento epitelial da mucosa, induzindo a secrecdo aumentada de muco
(PARHAM, 2001).

As reacdes de hipersensibilidade do tipo | ocorrem quando o material
antigénico que nao é, em si, nocivo desencadeia a producéo de anticorpos do
tipo IgE, que se fixam nos mastoécitos e, no pulmao, aos eosinofilos. O contato
subseqiente com o material provoca a liberacdo de histamina, do fator de
ativacdo das plaquetas, de eucosanoides e de citocinas pelos mastoécitos. Os
efeitos podem ser localizados, limitando-se ao nariz (febre do feno), a arvore
brénquica (fase inicial da asma), a pele (urticaria) ou ao trato gastrintestinal.
Em alguns casos, a reacao pode ocorrer de modo exacerbado causando
choque alérgico (RANG; DALE, 2001). Em decorréncia disso, os anti-
histaminicos sdo medicamentos importantes e amplamente utilizados no
tratamento de doencas alérgicas (INAGAKI; NAGAI, 2001).

3.2 Anti-histaminicos

Os anti-histaminicos encontram-se divididos em duas categorias, os de

primeira e os de segunda geracao.

A primeira geracdo de anti-histaminicos inclui a bromofeniramina, a
clorfeniramina e a difenidramina. Estes agentes, mais antigos, aliviam a
congestdo nasal, a rinorréia e a rinite alérgica, mas atravessam a barreira
hematoencefalica e estdo associados a efeitos adversos como sonoléncia
(ROSENWASSER, 2002).

Os anti-histaminicos de segunda geracdo apresentam estrutura quimica
variada, mas propriedades farmacolégicas de efeito, principalmente, periférico.

Estes agentes apresentam efeito antagbnico e seletivo aos receptores
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periféricos Hi, e reduzida atividade anticolinérgica. Além disso, possuem baixa
afinidade por receptores serotoninérgicos e adrenérgicos, e tém efeitos
limitados sobre o sistema nervoso central, uma vez que nao ultrapassam

significativamente a barreira hematoencefalica (NELSON, 2002).

Esta classe de medicamentos foi desenvolvida a partir da descoberta da
terfenadina, e subsequente introducdo do astemizol, da loratadina e da
cetirizina (GRANT et al., 1999). Além destes, podem ser citados a ebastina, a

fexofenadina, a desloratadina e o cloridrato de epinastina.

Nos ultimos anos, casos de arritmia cardiaca e de morte foram relatados
durante a administracdo de terfenadina, especialmente quando o metabolismo
do medicamento era retardado a partir do uso de outros medicamentos, com
conhecida capacidade de inibir enzimas do citocromo Pss0 hepatico. Efeitos
adversos similares foram relatados com a administragdao do astemizol (GRANT
et al., 1999), o que resultou na retirada destes do mercado.

A epinastina apresenta acdo seletiva sobre os receptores H;, periféricos
bloqueando-os de modo reversivel, inibe a liberacdo de histamina, além de
captar calcio (COLIN et al, 2004). Com base nas caracteristicas fisico-
quimicas (hidrofilia, carga catidnica no pH fisiolégico), observa-se que a
epinastina ndo atravessa a barreira hematoencefalica, o que demonstra a
incapacidade de produzir efeitos sobre o sistema nervoso central (SARASHINA
et al., 2004).

De acordo com estudo duplo cego cruzado realizado por GRANT e
colaboradores (1999) para comparag¢do entre 0s seguintes anti-histaminicos
versus placebo: cetirizina, ebastina, epinastina, fexofenadina, terfenadina e
loratadina; observou-se que a epinastina apresenta acdo antialérgica mais
rapida quando comparada aos demais tratamentos (de meia a uma hora apos

administracdo de uma dose oral Unica de 20 mg que persiste por 24 horas).

Estudos referentes a farmacocinética e a farmacodinamica do farmaco

demonstram que sua absorcéo via oral € rapida e uniforme, além de ser efetivo
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na prevencao de reacdes alérgicas frente a estimulos externos (asma alérgica),
efetivo em quadros alérgicos ja estabelecidos, além de evitar a cronicidade dos

guadros alérgicos ja existentes (COLIN et al., 2003).

3.3 Métodos de analise propostos na literatura

Na literatura ndo constam métodos de analise do farmaco. Contudo,

existem artigos que relatam a determinagcdo da epinastina em fluidos

biologicos.

A determinacdo quantitativa da epinastina em plasma, proposta por
OHTANI e colaboradores (1996), por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
utilizou o seguinte sistema cromatografico:

v Detector: ultravioleta (UV) a 220 nm;
v' Fase movel: 0,3% de trietilamina (v/v) (pH ajustado a 4,5 com
acido fosforico): metanol - 63:36 (v/v);

v" Coluna: C18 em fase reversa;

<

Fluxo: 1,3 ml/minuto;

v' Padréo interno: difenidol.

O trabalho desenvolvido por OGISO e colaboradores (2001) propde
método semelhante ao descrito anteriormente em relacdo ao mesmo fluido
biologico. A deteccéo é realizada por UV em comprimento de onda de 207 nm,
além de pequenas modificacdes nas proporcdes da fase movel utilizada:
trietilamina 0,3% (v/v) (pH ajustado a 4,5 com acido fosforico): metanol - 60:40
(VIv).

A auséncia de meétodos destinados a determinagdo do cloridrato de
epinastina na forma farmacéutica comprimido torna o desenvolvimento e a

validacao destes de grande importancia.
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3.4 Validacédo de Metodologia Analitica

A harmonizacéo dos requisitos para validagao de procedimentos
analiticos foi realizada pelo International Conference on the Harmonization
(ICH) em duas guias: Q2A, a qual apresenta uma discusséo a respeito das
caracteristicas que devem ser consideradas durante a validacédo de processos
analiticos; e a Q2B, que complementa o guia anteriormente citada e inclui

dados experimentais e estatisticos (ICH, 1996).

O objetivo de uma validagc&o € demonstrar que o método é apropriado
para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacédo qualitativa,
semiquantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em
produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003; USP 29, 2006).

De acordo com a bibliografia consultada (BRASIL, 2003; USP 29, 2006;
ICH, 1996) nem todos os parametros analiticos precisam ser avaliados para
validar um método analitico; a escolha destes vai depender do tipo de método

e de sua aplicacéo, conforme especificado na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros de Validag&do a serem testados de acordo com o propdsito dos métodos propostos.

TIPO DE ENSAIO

I Il
Método p/ Métodos para determinacao de 1]
guantificagcéo de impurezas em matérias-primas ou de Métodos para v
Parametro de matéria-prima e/ou compostos de degradagdo em testar Testes de
Validacao substancias ativas produtos acabados caracteristicas de identificagéo
em produtos Ensaios o desempenho

acabados quantitativos Ensaios limite
Exatidao v v | X | X
Precisédo v v X v X
Especificidade 4 v v v
Limite de detecgéo X X | v | X
Limite de
guantificagéo X Y X X X
Linearidade v v | X | X X
I.nterv.alo de % v « « «
linearidade
v Precisa de comprovacgao X Nao precisa de comprovacéao

Referéncias: ICH, 1996; USP 29, 2006; BRASIL, 2003.
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