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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA
PARA AVALIACAO DE RIMONABANTO E ESTUDO DA SUA
DISSOLUCAO A PARTIR DE FORMAS FARMACEUTICAS
AUTOR: FELIPE KELLERMANN HURTADO
ORIENTADOR: CLARICE MADALENA BUENO ROLIM

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 15 de dezed®2009.

O rimonabanto é um farmaco pertencente a classeamtagjonistas dos receptores
canabindides tipo 1 (CB1) utilizado para o tratatmesdjuvante a dieta e aos exercicios
fisicos de pacientes obesos ou com sobrepeso donedade risco associados, tais como
diabetes tipo 2 ou dislipidemia. No presente titabaesenvolveu-se e validou-se método por
cromatografia liqguida em fase reversa para anglisatitativa de rimonabanto em produtos
farmacéuticos, bem como foi desenvolvido ensaidisiolugcéo para comprimidos revestidos
e capsulas do farmaco. O método cromatografico gatarminacdo de rimonabanto em
formulacdes farmacéuticas empregou coluna Gemigi(I50 x 4.6 mm d.i., 5 um), fase
mével composta de acetonitrila: agua (75:25, wi)ida na vazdo de 1 mL rifire deteccéo
no ultravioleta em 215 nm. Foi realizada a validaga procedimento através da avaliacdo
dos parametros especificidade, linearidade, preceséatidao, robustez, limite de deteccéo e
quantificacdo, cujos resultados cumpriram os réggigpreconizados internacionalmente. As
condi¢des selecionados para o ensaio de dissofag@m 900 mL de lauril sulfato de sédio
0,15% em agua como meio, aparato 2 (pa), velocidadegitacdo de 50 rpm e quantificagdo
do farmaco por cromatografia liquida. Foi realizadtudo comparativo entre alguns produtos
disponiveis comercialmente, entre eles o medican@mtreferéncia (Acompffa e capsulas
manipuladas por trés farmacias diferentes. Osstdiieo-quimicos realizados nas amostras
foram peso médio, uniformidade de doses unitates, e perfil de dissolugdo, os quais
demonstraram resultados bastante distintos entreproslutos. Paralelamente, cinco
formulacdes contendo diferentes tipos de excipsefdeam preparadas para avaliar o efeito

desse parametro na velocidade de liberacéo do ¢arimaitro.

Palavras-chave: rimonabanto; cromatografia liquigdidacdo; formulacfes farmacéuticas;

dissolucéo
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Rimonabant is a selective antagonist of the camagditype 1 (CB1) receptor
indicated as an adjunct to diet and exercise fertthatment of obese patients (BMI30
kg/n), or overweight patients (BMI > 27 kgfinwith associated risk factors, such as type 2
diabetes or dyslipidaemia. In the present studyewersed phase liquid chromatographic
method was developed and validated for quantitataealysis of rimonabant in
pharmaceutical products, and also a dissolutiaimtesas been developed for coated tablets
and capsules. The chromatographic method for detation of rimonabant in
pharmaceutical formulations was performed on a @GeM@ig (150 x 4.6 mm i.d., 5 um)
column, with a mobile phase composed of acetomitwiater (75:25, v/v), which was pumped
at a flow-rate of 1 mL min and ultraviolet detection at 215 nm. The analytassay was
validated by evaluating the parameters specifidibgarity, precision, accuracy, robustness,
limit of detection and quantification, giving resulvithin the acceptable range as defined by
international validation guidelines. The selecteditions for the dissolution testing were
900 mL of 0.15% sodium lauryl sulfate in water assdlution medium, USP apparatus 2
(paddle), stirring speed of 50 rpm and drug analsi liquid chromatography. A study was
assessed to compare some commercially availabtepinducts, such as film-coated tablets
(brand name Acomplf and compounded capsules from different suppliehe physical-
chemical tests applied to samples were averagehtyeigntent uniformity, active substance
assay and dissolution profile, which have showesdirdit results. In addition, rimonabant
capsules containing different excipients were pregafor evaluation of formulation

parameters on in vitro release profile of the drug.

Keywords: rimonabant; liquid chromatography; methodlidation; pharmaceutical

formulations; dissolution
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1 INTRODUCAO

A obesidade é um problema crescente de saudec@lflie se caracteriza pelo
acumulo anormal e excessivo de gordura corporglieegeralmente esta associada a outras
doencas, trazendo risco a saude. A prevalénciabdsidade e do sobrepeso € comumente
avaliada pelo indice de massa corporal (IMC), ddfitomo o peso em quilogramas dividido
pelo quadrado da altura em metros. Um IMC maioiigual a 25 kg/rh é definido como
sobrepeso, e um IMC maior ou igual a 30 Kgloomo obesidade. Outro componente
importante para a definicAo de obesidade incluadro de distribuicdo de gordura, que é
avaliado pela circunferéncia da cintura. A obesedaiihgiu proporcdes epidémicas tanto em
paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Est@rgue existam mais de 1 bilhdo de
adultos com excesso de peso em todo o mundo, sgnep destes, 300 milhdes sao
classificados como obesos. A obesidade e o soloreydesfatores de risco importantes para o
surgimento de outras doencas crénicas, entre glagtdnsao, dislipidemia, diabetes tipo 2,
doencas cardiovasculares e algumas formas de c@BATE, 2000; NIH-NHLBI, 2000;
WHO, 2006).

A obesidade freqientemente esta associada a aldemgas, como diabetes tipo 2,
doencas cardiovasculares e sindrome metabolicandkosne metabdlica esta associada ao
acumulo de gordura abdominal e se caracteriza mogrupo de anormalidades metabdlicas,
tais como hipertrigliceridemia, HDL-colesterol baphipertenséo e glicose de jejum elevada.
Juntas, a obesidade abdominal e a sindrome me@txlmentam significativamente o risco
de doenca cardiovascular e diabetes mellitus (NISOICARRUBA, 2004; RITCHIE &
CONNELL, 2007).

Uma combinacéo de habitos saudaveis, como resmgdieta e aumento de atividade
fisica, aliados a mudancas no estilo de vida deepsg pode ser efetiva no tratamento da
obesidade. Além disso, a terapia farmacoldgica gedeim complemento util no tratamento
da obesidade em alguns pacientes, especialmengéesaqle alto risco. A terapia através de
medicamentos é atualmente limitada a pacienteségueim IMC> 30, ou aqueles com IMC
> 27 que possuem fatores de risco relacionados sidalole ou outras doencas. Além das
terapias anteriormente citadas, a cirurgia de @ulde peso é uma opcao para pacientes com
obesidade severa (IME€40), principalmente quando esta € associada arbidades graves
(NIH-NHLBI, 2000; CANNON & KUMAR, 2009).
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Os medicamentos para o tratamento da obesidagendigis atualmente surgiram
como formas alternativas de tratamento, sendo gsemlmo adjuntos na reducdo e controle
do peso desses pacientes, juntamente com o audeert;msumo de energia pelo exercicio e
diminuicao da ingestéao de calorias. No entantopsé@icas as opc¢des de farmacos disponiveis
e aprovados para uso prolongado no tratamento dsidalmle, sendo necessario o
desenvolvimento de novas moléculas eficazes e aggpara combater esse problema
crescente de salide publica global (BRAY & RYAN, 2Z0ROSSNER et al., 2008).

O rimonabanto é o primeiro representante de umaa redasse de antagonistas
seletivos do receptor canabindide-1 (CB1) e mogs&sultados promissores para o tratamento
da obesidade e fatores de risco metabdlico assxscia@® rimonabanto provocou reducédo de
peso e de gordura abdominal, diminuiu os niveisnpédicos de trigliceridios, LDL-colesterol
e proteina C-reativa, e aumentou as concentragdedDl -colesterol e adiponectina em
pacientes obesos e com sobrepeso com ou sem giassteciada (COX, 2005; SCHEEN &
PAQUOT, 2009). Entretanto, durante o desenvolvimaid presente trabalho, a EMEA
determinou sua retirada do mercado mundial em nbk@me 2008. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) suspendewomercializacdo do medicamento,
baseada na ocorréncia de efeitos adversos psigogtr

Até o momento, o rimonabanto foi o primeiro e @ni@ntagonista seletivo dos
receptores CB1 que chegou a ser utilizado na prétinica. Com o desenvolvimento do
rimonabanto, novos ligantes especificos do recepRit mais seguros e com propriedades
farmacoldgicas similares ou melhores tém sido estosl para o tratamento da obesidade e de
suas desordens metabdlicas associadas. Pesquistisu@m sendo feitas na sintese e
desenvolvimento de novos antagonistas CB1 parafesquar suas propriedades fisicas,
afinidade intrinseca pelo receptor, biodisponibitid oral, farmacocinética e seguranca,
incluindo moléculas que nao atingem o sistema mserveentral e que seriam, portanto,
desprovidas de efeitos adversos psiquiatricos (BRMO, 2008; JONES, 2008; VEMURI et
al., 2008; AKBAS et al., 2009; LE FOLL et al., 2009

Assim, apesar das descobertas que levaram auptéo da sua comercializacao,
optou-se por continuar os estudos com o farmacwoteem vista que novos inibidores
seletivos dos receptores CB1 estdo sendo testaddsimanos com a perspectiva de novas
indicagfes contra varias doencas, tais como nantexito da dependéncia de nicotina, mal de
Alzheimer e esquizofrenia (DI MARZO, 2008).

Os avancos recentes na area farmacéutica viahbilizea producdo de novas

substancias de interesse terapéutico, que necesslita métodos analiticos para sua
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determinacdo quantitativa em produtos farmacéuytieasaios de dissolugcdo e estudos de
estabilidade, e que sao importantes para o conti@lgualidade e avaliagdo de insumos e
medicamentos. A etapa inicial de desenvolvimentonadodologia analitica envolve a
avaliacdo e otimizacdo das condi¢cdes do ensailindo a etapa de extracdo do analito do
produto farmacéutico, separacdo cromatogréafica cdmsponentes da amostra, detec¢cédo e
quantificacdo do farmaco de interesse. A etapaepost a validagdo, € necesséria para
demonstrar, através de testes experimentais, quaEado atende as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a reprodutibilidade e &atwidade dos resultados obtidos (ICH,
2005).

Selecionou-se a cromatografia liquida, que atuatense destaca entre os métodos
modernos de analise quantitativa de farmacos nds anaersos tipos de amostras, incluindo
formulacdes farmacéuticas, matéria-prima e mathrasgicas. Através do desenvolvimento
adequado do método analitico, que envolve a selezdotimizacdo das condigcbes
cromatograficas empregadas, tais como tipo de aotuicomposicdo da fase movel, entre
outras, e a escolha do detector mais apropriatignéca possibilita a separacdo do analito de
interesse dos outros componentes presentes narameostia quantificacdo com precisdo e
exatidao significativas.

Por sua vez, a etapa de liberacdo e dissolu¢c&arn@mco do produto farmacéutico
constitui-se em uma das principais propriedademlm@acéuticas de medicamentos, pois para
que o farmaco seja absorvido e atinja a circulag@témica, deve estar previamente
solubilizado no trato gastrintestinal. Nesse sen@s$tudos de dissolucéo sdo empregados néao
somente para garantir a qualidade lote-a-lote daddarmacéutica solida, mas também para
avaliar as etapas de producédo e de desenvolvindentwovas formulagdes, e, em algumas

situacOes, prever a eficiéncia do produatgivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar metodologia fisico-quimicaapdeterminacdo quantitativa de
rimonabanto em produtos farmacéuticos, bem comendetser teste para avaliacdo da
dissolugdo do farmaco a partir de formas farmacésitsélidas orais, estabelecendo, assim,
procedimentos e especificagfes que contribuam gpaeguranca e eficacia terapéutica do

medicamento.
2.2 Objetivos especificos

. Realizar a caracterizacdo da substancia quimicafdencia, através de ressonancia
magnética nuclear (RMN) di# e °C, andlise elementar, espectrofotometria na redéio

ultravioleta (UV) e cromatografia liquida (LC);

. Desenvolver e validar metodologia para andlise tifatima de rimonabanto nas

formas farmacéuticas comprimido revestido e capsilavés de cromatografia liquida;

. Realizar estudo de degradacdo forcada do farmdeacaadicdes de estresse, tais
como temperatura, hidrélise acida e basica, oxaagdmica e fotdlise, a fim de verificar os

fatores que afetam sua estabilidade;

. Desenvolver teste de dissolucdo para formas fautiaeé solidas orais de
rimonabanto e estudar a influéncia dos excipieatEsnanho de particula do farmaco na sua

velocidade de liberacan vitro;

. Realizar ensaios fisico-quimicos de controle delidade (peso médio, teor,
uniformidade de doses unitarias e perfil de diggm) em amostras de comprimidos e

capsulas manipuladas de rimonabanto.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Consideragoes gerais

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, admbesi (IMC> 30 kg/m?) e
sobrepeso (IMG 25 kg/m?) s&o definidos como o acumulo anormatcessivo de gordura
corporal, que provoca consequiéncias nocivas a s&sdas duas condicbes sdo fatores de
risco importantes para o surgimento de algumasgdsetronicas, incluindo diabetes, doencas
cardiovasculares e cancer (WHO, 2003). Estudosespadogicos tém demonstrado um
aumento alarmante na prevaléncia da obesidade distiebios alimentares, indicando a
necessidade de combater essa tendéncia mundiabegidade € reconhecida como uma
doenca crbnica, multifatorial, e que ja atingiugmgdes epidémicas, afetando milhdes de
pessoas em todo o mundo. E uma condicdo complexa sg&ias dimensfes sociais e
psicoldgicas, atingindo praticamente todas as sladgupos socio-econdmicos (COTA et al.,
2003; WHO, 2003; MANCINI & HALPERN, 2006). Nos Editas Unidos, entre as pessoas de
40 a 59 anos, mais de 70% tém excesso de pesoooobsedas (HAMPP et al., 2008). A
prevaléncia da obesidade continua aumentando, cam de 50% dos europeus sendo
classificados como acima do peso e mais de 30% aiasos (VAN GAAL et al., 2005).
Pesquisa recente realizada pelo Ministério da Savatra que 13% dos brasileiros adultos
sao obesos e que 43% possuem excesso de peso (BRAGD).

O aumento da incidéncia da obesidade no mundabéiigip principalmente a fatores
ambientais, relacionados ao consumo exageradarderdbs altamente caldricos e ricos em
gordura, e o aumento do sedentarismo, que estdomdalo a pratica reduzida de atividade
fisica (CANNON & KUMAR, 2009). Esse desequilibriatee a ingestdo e o gasto energia
leva ao acumulo de tecido adiposo com consequenters#o da massa corporal. A chance de
um individuo desenvolver obesidade, 0 periodo eemeda ocorre e sua gravidade, depende
de uma complexa interagdo de influéncias genéiGaabientais. Em geral, obesidade severa
adquirida na idade jovem é mais provavel que téidloaa influéncia de genes importantes na
regulacédo do balanco de energia, enquanto quesiddadde com inicio tardio € mais provavel
que tenha um forte componente ambiental, mas cguma influéncia de genes menos
importantes. A obesidade tem origem predominanteangenética no caso de algumas
sindromes e deficiéncias. Algumas doencas end&cendeterminados medicamentos estao
associados ao ganho de peso (WILDING, 2003).
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A obesidade e sobrepeso ocasionam um risco maidesknvolvimento de diabetes
tipo 2 e mortes associadas a doencas cardiovass(lSRONNE & ISOLDI, 2007; RUBIO
et al., 2007; SCHEEN, 2007). A obesidade € uma gioendonica e de alta prevaléncia que
esta freqientemente associada com outras morbjdaaldsindo doenca coronariana,
hipertensé@o e certos tipos de cancer (endométidman prostata e colon), além de causar
impacto significativo sobre a qualidade de vidar@ptividade (NIH-NHLBI, 2000; WHO,
2003; HAMPP et al., 2008). Ao lado da hipertensfiobesidade € um dos principais fatores
de risco para doenca cardiaca coronariana (PI-SURNE al., 2006). A doenca esta
relacionada ao aumento nos gastos com salde enré&egta do seu tratamento, incluindo
consultas médicas, exames diagnésticos e interadygigpitalares, assim como das doencas
associadas a ela, tais como hipertensao arteabletes e arteriosclerose (EDITORIAL REV.
ASSOC. MED. BRAS., 2001).

A sindrome metabdlica € o nome de um conjunto trda de risco metabdlicos
intimamente associados ao sobrepeso e a obesglamlaumentam as chances de surgimento
de doencas cardiovasculares e diabetes mellitus,coeno levam a uma maior mortalidade
por doenca cardiovascular (NIH-NHLBI, 2000). O aclon de gordura abdominal é
geralmente acompanhado por resisténcia a insulinadiabetes tipo 2, hipertensao,
hipertrigliceridemia e baixo HDL-colesterol, fatereesses que definem a sindrome
metabdlica. A terapia da obesidade envolve, alénredacdo de peso, o tratamento da
sindrome metabdlica que geralmente esta associadasidade abdominal. E fundamental a
melhora dos fatores de risco cardiovascular ngsaegntes, tais como controle da pressao
arterial em obesos hipertensos, diminuicdo dosi;mpasmaticos de colesterol total, LDL-
colesterol e trigliceridios, aumento do HDL-colestenos pacientes com dislipidemia e
diminuicdo dos niveis de glicose em obesos cometkabmellitus tipo 2 (NISOLI &
CARRUBA, 2004; CANNON & KUMAR, 2009).

Embora a modificacdo de habitos nutricionais (igidr caldrica) e a pratica de
atividades fisicas sejam fundamentais no tratamédatobesidade, o uso de medicamentos
que melhoram o perfil de risco metabdlico de pdesbesos com alto risco de diabetes e
doenca cardiovascular pode ser necessario (DESRR&S 2005). Até 2007, existiam dois
medicamentos disponiveis nos Estados Unidos e agosv para uso prolongado no
tratamento da obesidade: sibutramina e orlistairli®at € um inibidor da lipase pancreatica,
enzima relacionada a hidroélise de trigliceridiose @tua localmente diminuindo em 30% a
absorcdo de gorduras pelo intestino apdés a alig@mntaA sibutramina € um inibidor

altamente seletivo da recaptagao de norepinefrisat@onina nos terminais nervosos do
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cérebro, que atua diminuindo a ingestdo caléricaumentando a saciedade, levando a
reducao de peso (ARONNE & ISOLDI, 2007; BRAY & RYARO007, RUBIO et al., 2007).
Nesse contexto, além da reducdo de peso e gorddoananal, agentes capazes de controlar
as desordens metabdlicas associadas a obesidadentse importantes na diminuicdo do
risco cardiovascular e, consequentemente, mortiidpor essa doenca (SCHEEN &
PAQUOT, 2009).

Recentemente, um novo medicamento foi introduzal@ndtica médica como opc¢ao
no tratamento de pacientes obesos (IM80 kg/nf) ou com sobrepeso com fatores de risco
associados. O rimonabanto € um agonista inverstivaeldo receptor canabindide tipo 1
(CB1), sendo o primeiro membro de uma nova classsthpostos que agem sobre o sistema
endocanabindide. Existem dois tipos de receptaralinoides, CB1 e CB2. Os receptores
CB1, os principais, estdo amplamente distribuido®nganismo, incluindo areas do cérebro
relacionadas ao apetite e a motivacdo para alimeptdataveis (hipotdlamo e nucleo
accumbens, respectivamente), células adiposagcedaatrintestinal. Foi demonstrado que
esse sistema possui papel importante na regulacfesb corporal e metabolismo da glicose
e lipidios. Nos tecidos periféricos, a ativacdo deseptores CB1 estimula a producéo de
gordura nos adipdcitos. No sistema nervoso cergtel, ativagdo modula varios processos
fisiologicos envolvidos no apetite e balanco dergae Esses efeitos sdo regulados por
agonistas enddgenos derivados de fosfolipidioso@mhbindides), sendo a anandamida e o
2-araquidonoilglicerol (2-AG) os principais. A Figul resume os efeitos produzidos por
farmacos que bloqueiam seletivamente a ativacdgedeseceptores no organismo. Os
receptores CB1 foram primeiramente encontradoséneboo e mais tarde em varios tecidos
humanos, incluindo adipdcitos. O bloqueio seletlesses receptores pelo rimonabanto levou
a reducao do apetite, diminuicdo no consumo deealine alteracéo da atividade metabdlica
do tecido adiposo em animais tratados com a sutiatads receptores CB2 sédo expressos no
sistema imune e parecem ndo estar relacionadosetabolismo energético (PERTWEE,
1997; COTA et al., 2003; COX, 2005; DESPRES et2005; PATEL & PATHAK, 2007;
AKBAS et al., 2009).
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Figura 1 — Efeitos centrais e periféricos da iréibiglos receptores CB1 pelo rimonabanto na

regulacdo da ingestdo de alimento e metabolismap{ado de Van Gaal et al., 2005)

O primeiro antagonista do receptor CB1 foi desdobem 1994, sendo denominado
SR141716 ou rimonabanto (RINALDI-CARMONA et al.,.9%). Essa substancia vinha sendo
estudada como modulador do apetite e, principakneydra o controle dos fatores de risco
ligados a obesidade visceral (GODOY-MATOS et alQ& BRAY & RYAN, 2007). O
rimonabanto foi descoberto e desenvolvido pelo ridoo francés Sanofi-Aventis e apos
varios estudos clinicos obteve autorizacdo da EMiaka comercializacdo na Uniéao
Européia, em junho de 2006. O medicamento foi agato\para o tratamento da obesidade em
42 paises, sob o nome comercial Aconfbl{iM CCULLOCH et al., 2008). No Brasil, a
ANVISA aprovou o registro do medicamento em abel2007. O rimonabanto é indicado
para o tratamento adjuvante a dieta e aos exesdisicos de pacientes obesos ou pacientes
com sobrepeso com fatores de risco associados, diafnetes tipo 2 ou dislipidemia (EMEA,
2006).
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A eficacia clinica do rimonabanto na reducdo deo pesnelhora de fatores de risco
cardiovasculares em pacientes obesos foi compropadaois grandes estudos clinicos: o
RIO-Europe e o RIO-North America (VAN GAAL et aRP05; PI-SUNYER et al., 2006).
Foi realizado um estudo clinico para avaliacaoadegos do rimonabanto nos fatores de risco
metabdlicos em pacientes obesos com dislipidemRI(sLipids, e outro para avaliagdo da
eficacia e tolerabilidade do medicamento em paggertom sobrepeso ou obesos com
diabetes tipo 2, o RIO-Diabetes (DESPRES et ab528CHEEN et al., 2006). Por exemplo,
no RIO-Europe, que envolveu mais de 1500 paciea@s um ano de tratamento, a dose
diaria de 20 mg resultou em uma perda de peso naaia,6 kg, acompanhada de
significativa reducdo da circunferéncia abdomir@gb (cm). Os niveis de HDL-colesterol
aumentaram em 22,3% e os de trigliceridios dimamiem 6,8% comparados ao placebo.
Além disso, foi observada uma melhoria na resigéacinsulina. O numero de pacientes
diagnosticados com a sindrome metabdlica foi relduai metade. No RIO-Lipids, ocorreu
reducao de 52% na incidéncia de diabetes tipor2 estpacientes tratados com rimonabanto
(COX, 2005). Em resumo, os estudos clinicos corartuique o rimonabanto na dosagem de
20 mg/dia foi efetivo na reducdo de peso e dimémida gordura abdominal, além de
melhorar os perfis de hemoglobina glicosilada, gipteinas e trigliceridios, melhorando o
quadro de risco cardiovascular nesses pacientes.

Recentemente, em novembro de 2008, a EMEA suspeadsamercializagdo do
Acomplia® nos paises da Unido Européia, concluindo que wsfitéos do medicamento n&o
mais superavam seus riscos. A retirada do mercadoen ap0s perceberam que seu uso
estava associado a ocorréncia de transtornos @Biqas e neuroldgicos, particularmente
depressdo, sendo relatados também ansiedade, dagieadistirbios do sono. O FDA
determinou, em junho de 2007, a ndo aprovacédo rdonabanto (sob o nome comercial
Zimulti®) para uso no tratamento da obesidade e sobremesd&Estados Unidos, apés o
laboratério Sanofi-Aventis submeter o medicamenti@ @avaliagdo da agéncia americana em
abril de 2005. O FDA questionou a seguranca dodosemonabanto, principalmente devido
aos relatos de efeitos adversos psiquiatricos emosv@acientes, tais como depressao e
ideacdo suicida. A ANVISA suspendeu, em novembro 2008, a manipulacdo do
rimonabanto e comercializagdo do Acomplim Brasil apds o laboratério Sanofi-Aventis e a
agéncia européia reguladora de medicamentos aneimci suspensdo do medicamento em
todo o mundo.

A suspensédo da comercializa¢do do rimonabantoEdBA e o anuncio da Sanofi-

Aventis, em novembro de 2008, da retirada do matkcéo do mercado mundial repercutiu
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nas pesquisas com varios outros antagonistas C8&sfavam sendo desenvolvidos. Apds a
noticia, alguns farmacos da mesma classe terapéuwtinda nao aprovados para
comercializacao tiveram seus estudos clinicos tathag pelos seus fabricantes, incluindo o
taranabant (Merck) e otenabant (Pfizer), ambos simdes de fase Ill, o ibipinabant
(Solvay/Bristol-Myers Squibb) e o analogo estrutd@mrimonabanto, SR147778 (surinabant)
(Sanofi-Aventis) em fase Il. O AVE-1625 vem send@ledo em estudos clinicos para
tratamento da dependéncia de nicotina, tratameatpatientes obesos com dislipidemia
aterogénica, como auxiliar no tratamento da esfpeimi@ e em pacientes com doenca de
Alzheimer leve a moderada (DI MARZO, 2008; JONE®)& HILL & GORZALKA, 2009;

LE FOLL et al., 2009). A estrutura quimica dessemfcos é mostrada na Figura 2.

Em 2006, foi descoberto pelo laboratorio Merck wwaaagonista inverso do receptor
CB1 para tratamento da obesidade, 0 MK-0364 ounadant (LIN et al., 2006; KIM et al.,
2007). O taranabant é absorvido pelo trato gastiimal e apresenta rapida penetracdo no
cérebro (VEMURI et al., 2008). Em voluntarios humsno farmaco foi geralmente bem
tolerado com doses acima de 10 mg e apresentouadaomética de dose-mdltipla
compativel com administracdo uma vez ao dia (ADD¥l.¢ 2008). Estudos clinicos de fase
[l concluiram que o farmaco em investigacdo levdusignificativa reducdo de peso
comparado ao placebo em pacientes obesos quaralieassa exercicios fisicos e alteracdes
na dieta. No entanto, apesar de ter se mostracize Merck anunciou, em outubro de 2008,
0 cancelamento dos estudos clinicos com o tarahatendo aos seus efeitos adversos
centrais, de forma semelhante ao que ocorreu comomabanto.

Existem véarias outras condicdes patologicas em aueeis elevados de
endocanabindides atuando nos receptores CB1 poatanibcir para 0s sintomas e progresso
dessas doencas. Em testes com animais, antago@Bthsnibem a dor proveniente de
inflamacéo, previnem a perda 6ssea em um modelost®porose em ratos, diminuem a
progressao de fibrose hepatica e inibem o cres¢ardmncélulas de cancer de maimaivo.
Além disso, varios antagonistas CB2 foram desemmdve vém sendo testados atualmente
em estudos pré-clinicos, sendo que trés compostogagticular receberam destaque devido

aos seus efeitos antiinflamatérios (DI MARZO, 2008)
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Figura 2 — Estrutura quimica de alguns antagonisias receptores CB1 do sistema
endocanabindide que tiveram sua eficacia avaliaaestudos clinicos no tratamento de

pacientes obesos e com sobrepeso com fatorexdeassociados

3.2 Descrigéo do rimonabanto

O rimonabanto (Figura 2) é denominado quimicamebigl-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metilN-(piperidin-1-il)-1H-pirazol-3-carboxamida. E um pé cristalino branco
a quase branco, livremente solivel em metanol ¢icamente insolivel em agua. A
substancia tem ponto de fuséo entre 233 — 240&{@esenta carater basico (pKa 3,6). Possui
massa molecular de 463,79 g thok férmula molecular £H,;ClsN,O. O produto
farmacéutico apresenta-se na forma de comprimidestielo, branco, biconvexo, em forma
de lagrima, contendo 20 mg da substancia ativapsebme comercial Acompfla(EMEA,
2006; BERGSTROM et al., 2007).

3.3 Mecanismo de acgéao

O rimonabanto age inibindo a atuagdo do sisterdacamabindide, responséavel pela

regulacéo fisiologica do balanco energético, irfigesie alimento e metabolismo de lipidios e
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glicose através de efeitos centrais e periféri@aipfcitos e trato gastrinstestinal) (VAN
GAAL et al., 2005; SPOTO et al., 2006). Dentre fastes do bloqueio do receptor CB1 estao
a diminuicdo da ingestdo alimentar pelo efeito reéne periférico, diminuicdo da
circunferéncia abdominal pela acao periférica ralteadiposo, diminuicéo dos trigliceridios

e aumento do HDL-colesterol sanglineos (GODOY-MAT&&I., 2006). A diminuicdo da
ingestdo de alimento ocorre tanto pela acdo enbesdigadas ao apetite no cérebro, como
hipotalamo, quanto pela acdo periférica sobre ospteres CB1 no trato gastrintestinal,
aumentando a sensacao de saciedade no tubo digeiBAS et al., 2009). Ocorre também
aumento da producdo de adiponectina pelos adigddimrmonio protéico que diminui a
resisténcia a insulina e producdo hepatica de sglichiveis diminuidos de adiponectina no
plasma estdo relacionados a obesidade, diabetes Zipe doenca cardiovascular
(RASMUSSEN et al.,, 2006; ANTONIADES et al., 2008)lém da acdo do farmaco na
modulacdo do apetite e na perda de peso, umagdrstancial de seus efeitos esta baseada
na regulacdo da sindrome metabdlica associadasidatle, através da acdo sobre os niveis
de hemoglobina glicosilada, HDL-colesterol e taglidios (ARONNE & ISOLDI, 2007;
DESPRES et al., 2008, SCHEEN & PAQUOT, 2009).

3.4 Caracteristicas farmacocinéticas

O rimonabanto apresenta uma rapida absorcdo agdsnistracdo oral. Apés
administracdo de doses Unicas diarias de 20 mgneiwiduos saudaveis em jejum, as
concentragdes plasmaticas maximas de rimonabaatalsdncadas em aproximadamente 2
horas, sendo que os niveis plasméaticos no estadquiibrio sdo atingidos em 13 dias. Sua
biodisponibilidade absoluta ndo foi determinada.aqo administrado juntamente com
alimentac&do ocorreu um aumento de 67% Ra € de 48% na AUC. Recomenda-se que a
ingestao seja feita pela manha antes do café dadné@nrimonabanto possui elevada ligagéo
as proteinas plasmaticas (> 99%), principalmeri@mina.ln vitro, apresenta metabolismo
predominantemente hepatico pela via do CYP3A4 e@idiolase, que ocorre principalmente
no grupamento piperidina da molécula para formadytos hidroxiladosiN-desalquilados e
enaminas (ALBERTS et al., 2003; SCHEEN, 2007). Eniekdo principalmente por
metabolismo e subsequente excrecao biliar dos dléteh Apenas 3% da dose administrada
€ eliminada na urina, enquanto que aproximadan@®f#e da dose é excretada nas fezes

como farmaco inalterado ou metabdlitos. Em pacseobesos, sua meia-vida de eliminacéo e
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mais longa (16 dias) do que em pacientes saudéiigias), devido ao maior volume de
distribuicdo (EMEA, 2006; FDA, 2007).

3.5 Metodologias para analise quantitativa

Atualmente, os procedimentos mais empregados alisarmuantitativa de farmacos
envolvem a cromatografia liquida, eletroforese leapéespectrofotometria e volumetria. Entre
eles, a cromatografia liquida (LC) ocupa um lugaddstaque entre os métodos modernos de
analise quantitativa de farmacos em matéria-pripnaguto acabado e matriz biolégica e
atualmente vem sendo usada de modo crescente senpregosito. E uma técnica versatil e
amplamente utilizada na rotina de laboratoriosatérole de qualidade de medicamentos em
razdo da sua resolucdo, precisdo e exatiddo sapnts. A possibilidade de variacdo dos
mecanismos de separacao pela adequada escolhéuda, dase movel e demais condigbes
cromatograficas, permite a utilizacdo dessa técnasm mais diversas fases de estudo de
produtos farmacéuticos. Além disso, a LC dispdeusbd ampla variedade de métodos de
deteccdo que podem ser usados, dependendo dodipmalise pretendida (SWARTZ &
KRULL, 1997; WATSON, 2005).

Diversas metodologias para determinacdo de rimaraksan matrizes biologicas sao
descritas na literatura, todas elas envolvendo act®@ deteccdo no ultravioleta ou por
espectrometria de massas. A Tabela 1 apresentaomhea fresumida as condicbes
cromatograficas utilizadas por diversos autores f@ralise do farmaco nessas amostras.
Diferentes procedimentos de tratamento de amastitee eles a precipitagdo de proteinas e
extracao liquido-liquido, sdo empregados para fiagdo de rimonabanto em matrizes
biologicas, principalmente plasma. Além das corgi¢cdcromatograficas e detectores

utilizados, os métodos diferem na sua sensibilidiiea linear e aplicacéo.
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Tabela 1 — Resumo dos métodos analiticos por L&itesna literatura para determinacéo de rimon@bam matrizes bioldgicas

Aplicacao Extracao Coluna Fase movel Deteccao Higar Referéncia
Plasma Desproteinizacdo HALO C;5(50 x 2,1  Gradiente de &cido féormico  MS 1 — 1000 ng mtt HSIEH et al.,
com ACN: MeOH mm, 2,7 um) 0,1%: ACN 2007
Plasma SPE Gemini; (150 x ACN: tampao fosfato de uv 50 — 500 ng mt* JAVORS &
4,6 mm, 5 um) sédio 20 mM (62:40, viv) (214 nm) MCMAHON,
2007
Plasma LLE Symmetry 3100 x  Acido férmico 0,03%: ACN MS 0,1-100ngmt  NIROGI et al.,
4,6 mm) (20:90, viv) 2008
Plasma e LLE HyPurity Cig (150 x Tampao formiato de aménio MS 2,5—-1000 ng mt DELYLE etal.,
cabelo 2,1 mm,5 um) 2 mM: ACN (20:80, v/v) (plasma) 2008
Plasma Desproteinizacdo YMC™ Pro G (50 x  Acido férmico 0,1%: ACN MS 5-1000 ngmt MCCULLOCH
com ACN 2mm, 3 um) (50:50, viv) et al., 2008
Plasma LLE Hypersil BDS fg Tampao fosfato 10 mM: uv 20 — 400 ng mtt BHAUMIK et
(250 x 4,6 mm, 5 um) ACN (30:70, viv) (220 nm) al., 2009
Plasma LLE Nucleosil (g (250 x  Tampao acetato de aménio UV 13 — 1000 ng mt: CHIADMI et
al., 2009

4.6 mm, 5 um) 50 mM: MeOH (25:75, viv) (250 nm)

ACN: acetonitrila; LLE: extracao liquido-liquido;&DH: metanol; MS: espectrometria de massas; SREcéo em fase soélida; UV: ultravioleta
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Raju et al. (2009) desenvolveram e validaram métpoio LC para determinagéo
guantitativa de rimonabanto e suas impurezas emriagirima. Os autores utilizaram coluna
Gemini Gg (150 x 4,6 mm d.i., 5 pm) mantida a 40 °C, faseszeh@omposta de tampéao
fosfato de potassio 10 mM pH 3,0: acetonitrila {BQ:v/v), fluxo de 1 mL mit e deteccédo
em 215 nm através de detector de arranjo de di@losétodo foi linear na faixa de 25 a 150
ng mL! e apresentou preciséo e exatiddo adequadas. @arféiaconsiderado indicativo de
estabilidade, pois foi capaz de separar o rimortabde suas trés impurezas principais.
Através de estudos de degradacao forcada, os suteserevem que o farmaco € degradado a
uma de suas impurezas quando exposto a peroxithidamyénio 3%. Segundo os autores,
essa impureza também é a mais comumente encorgradamostras de matéria-prima

sintetizadas por eles.

3.6 Estabilidade

Duas formas polimorficas do rimonabanto foram idieadas durante o seu
desenvolvimento, as quais possuem propriedades-fisiimicas muito semelhantes. Estudo
de estabilidade de 24 meses indicou que ndo hérsiw entre 0s dois polimorfos durante o
armazenamento do produto. Estudos mostram que madér em estado solido e sob
condi¢des de estresse € estavel a alta tempeeaturadade, mas é levemente sensivel a luz
intensa. Em mistura hidroalcodlica, o rimonabanéstavel a 80 °C, porém é instavel frente a
luz e oxidantes (EMEA, 2006). Nao foi observadardegcdo do rimonabanto quando
exposto a condi¢cdes de estresse como luz ultréaj@gquecimento a 60 °C e hidrolise acida e
bésica. Porém, verificou-se que o farmaco € inktheate a oxidagdo por peréxido de
hidrogénio 3% (RAJU et al., 2009).

3.7 Validacdo de métodos analiticos

A validacdo de um método analitico € um processoestabelece, através de estudos
laboratoriais, que o procedimento € adequado paplieacdo pretendida. O processo de
validacdo de métodos analiticos € realizado cora basdiretrizes nacionais e internacionais
descritas em guias e compéndios (IUPAC, 2002; BRAZ)03; ICH, 2005; USP, 2008). Os
principais parametros avaliados durante a validag& um método analitico sao:
especificidade/seletividade, linearidade, precis@mtidao, limite de deteccao, limite de

quantificacdo, robustez e testes de adequabilidadetema.
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A especificidade do método analitico indica sugacalade de diferenciar e
quantificar o analito mesmo na presenca de outbasponentes da amostra que poderiam
estar presentes e interferir na sua determinagi®@ eles impurezas, produtos de degradacéo,
excipientes ou outros farmacos. Para avaliar acdgpe@ade de um método analitico para
determinado farmaco, produtos de degradacdo podenfosmados pela exposicdo da
substancia a condi¢des elevadas de estresse,otas ltidrolise acida e basica, fotolise e
oxidacdo (teste de degradacdo forcada). Em algasesc impurezas e produtos de
degradacdo podem ser adquiridos comercialment@ Bradutos farmacéuticos, amostras
contendo somente o0s excipientes da forma farma&eéytodem ser preparadas para
verificagdo da especificidade do método analitieate a esses constituintes.

Linearidade é a habilidade de um método analé@moproduzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracao da sudiatde interesse na amostra, em uma dada
faixa de concentracdo. A quantificacao requer gueosheca a dependéncia entre a resposta
medida e a concentracdo do analito. A linearidaglaud método pode ser avaliada pelo
gréfico dos resultados dos ensaios em funcédo dsentlacdo do analito ou entdo a partir da
equacdao da regressao linear, determinada pelo mméazdminimos quadrados.

Precisdo € a avaliacdo do grau de concordanciee eesultados de ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra Bosmgem condi¢cbes definidas. E
geralmente expressa como desvio padrdo ou desdi@@aelativo. A precisdo deve ser
considerada através da repetibilidade, precisaernmgdiaria e reprodutibilidade. A
repetibilidade corresponde a concordancia entreregsiitados de medicbes sucessivas,
efetuadas sob as mesmas condicbes, em um cumealotee tempo. E verificada através de,
no minimo, seis determina¢des da amostra a 10086rdzentracdo teste, ou a partir de nove
determinacdes, isto €, trés concentracoes diferdbtExa, média e alta) com trés réplicas
cada. A precisao intermediaria refere-se a dispeds& resultados obtidos entre diferentes
dias, analistas ou equipamentos. A reprodutibikdagbtq relacionada a precisdo do
procedimento analitico entre diferentes laboragrio

A exatiddo representa o grau de concordancia epdgreresultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valoeféeéncia aceito como verdadeiro.
Uma das formas de se avaliar a exatiddo de um métodsiste na adicdo de padrdo da
substancia a amostra e posterior andlise da gadetide padrdo recuperada. As amostras
devem ser adicionadas do analito em pelo menoslifigfentes concentracdes, por exemplo,
proximo ao limite de quantificacdo, proximo a cartcegcdo maxima permissivel e em uma

concentragdo proxima a média da faixa de uso doduoét
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O limite de deteccédo (LOD) é a menor quantidadardgito presente na amostra que
pode ser detectada, porém ndo necessariamentéfigadat sob as condicdes experimentais
estabelecidas. Para métodos instrumentais, essamgao pode ser determinado
experimentalmente por meio da andlise de concd&®saconhecidas e decrescentes do
analito, até que seja estabelecido o menor nitectivel, com base na relacdo sinal-ruido.
Nesse caso, o sinal do analito deve ser trés vaaes que o ruido da linha de base. O limite
de quantificacdo (LOQ) corresponde a menor quaididke analito presente na amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatidao aesitdob as condicfes experimentais
estabelecidas. Esse parametro pode ser verifioguerimentalmente por meio da analise de
amostras com concentra¢des conhecidas e decresdent&rmaco, até que seja estabelecida
a menor concentracdo quantificada com precisd@tdép apropriadas. Alternativamente, os
valores do LOD e LOQ podem ser estimados pela agi#&i de trés curvas analiticas e
calculados com base na relagé&o entre o desviogddrétercepto e a inclinagcéo da curva.

A robustez de um método analitico € a medida decspacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagcdes dos parametriscasaUm método é robusto se for
praticamente insensivel a pequenas variacfes gesamoocorrer quando esse esta sendo
executado. Em métodos por LC, a robustez podevediada, por exemplo, variando-se o
conteudo de solvente organico na fase moével, pHfada modvel, marca da coluna
cromatografica, entre outros. Também séo incluidsse parametro testes de estabilidade das
solucdes analiticas, que tém por objetivo detemmonperiodo em que o farmaco ou analito
permanece estavel sob condicbes normais de manase@ionazenamento, podendo ser
utilizado nas andlises sem alteracdo significati@asua concentragédo e identidade. Algumas
condi¢Oes avaliadas durante esses testes saal@nae de luz ambiente sobre as amostras e
0 seu armazenamento a diferentes temperaturas.

Antes de realizar experimentos de validacdo, devavaliar se o sistema utilizado
para a analise é capaz de fornecer resultadosaesisite confiaveis. Esta avaliacdo €
alcancada com experimentos de adequabilidade tnsis que pode ser definida como um
conjunto de testes para garantir que o equipamgilizado esta apto a gerar resultados de
exatiddo e precisdo aceitaveis. No caso de métpdosromatografia liquida, o teste &
realizado através da analise de parametros cometrsndo pico, fator de capacidade,
namero de pratos tedricos, resolucéo, area doepiempo de retencdo (RIBANI et al., 2004).

O estudo de degradacéao forcada é realizado pagagatnt de produtos de degradacéo
do farmaco, que sao formados através da sua e&pasicondicdes extremas de temperatura,

pH, umidade, luz e oxidagdo. A separagcdo cromdiogrédo farmaco de seus produtos de
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degradacdo e impurezas € fundamental para que uodongeja considerado especifico e
indicativo de estabilidade. Recomenda-se que métadaliticos indicativos de estabilidade
sejam usados em estudos de estabilidade de farma&oosnatéria-prima ou produto
farmacéutico (ICH, 2003; BAKSHI & SINGH, 2002).

3.8 Dissolucéo de farmacos

3.8.1 Consideracfes gerais

Dissolucao pode ser definida como o processo pelbugn farmaco é liberado de sua
forma farmacéutica e se torna disponivel para lsgoraido pelo organismo. A absorcdo de
um farmaco a partir de uma forma farmacéutica aplisn comprimido, por exemplo, apos
administracdo oral depende de uma série de etd@pgsimeira delas € a liberagdo da
substancia ativa do comprimido, que consiste nant@gsacao da forma farmacéutica em
fragmentos menores e subsequente liberacdo dodampaaa o meio, deixando-o em contato
direto com os fluidos gastrintestinais. A seguntigp& é a dissolucdo ou solubilizacdo das
particulas solidas do farmaco no local de absoecéioa passagem para o estado de solugéo,
estando, dessa forma, disponivel para ser absoriiderceira e Ultima etapa, a absor¢éo,
corresponde a transferéncia do farmaco do trattigi@stinal para a circulacdo sistémica,
que depende principalmente da sua permeabilidackeséat das membranas do trato
gastrintestinal (PANCHAGNULA & THOMAS, 2000).

Como mencionado anteriormente, para que um farnsag@ absorvido no trato
gastrintestinal, ele precisa estar presente naafoden uma solugdo aquosa no local de
absorcédo. A dissolucado de farmacos pode ser teegaia equacdo de Noyes-Whitney. A
partir da equacédo, os principais fatores que afedaninética da dissolucdo de farmacos

podem ser identificados.

dc_DA . .
dt - h ( O )

ondedC/dt = velocidade de dissolucdo das particulas do f@wnia= coeficiente de difusdo
do farmaco em solucédd, = area superficial das particulas de farmaco ematm com o
meio, h = espessura da camada difusional ao redor dayartie farmacaCs = solubilidade

de saturacdo do farmaco na camada difusion@l=econcentracdo de farmaco no fluido de
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dissolugcéo. A equacdo de Noyes-Whitney mostra endocomo diversos fatores podem
influenciar a velocidade de dissolucdo, tais comsocaracteristicas fisico-quimicas do
farmaco e os parametros fisiologicos relacionadaraposicdo do meio de dissolucéo.
Dentre os fatores relacionados as propriedades{igiimicas inerentes a propria substancia,
destaca-se a superficie e tamanho de particulabibddde em agua, forma cristalina e a
ocorréncia de polimorfismo. A micronizacdo é unmaa¢sdgia bastante utilizada para melhorar
a dissolucdo de farmacos pouco solluveis, pois resé&ionada com 0 aumento na area
superficial do pd6, que aumenta com a diminuicdotatnanho de particula. Nos fatores
fisiologicos que afetam a dissolucdo de farmacudyuém-se a viscosidade e composicéo dos
fluidos digestivos, a presenca de tensoativos meessgastrico e biliar, a motilidade e
variacdo do pH ao longo do trato gastrintestinahfiméncia dos alimentos e o volume de
fluido disponivel para dissolucdo (DRESSMAN et 3898; DRESSMAN & REPPAS, 2000;
PANCHAGNULA & THOMAS, 2000; HORTER & DRESSMAN, 2001

Além dos fatores fisico-quimicos e fisiologicogfiaveis relacionadas a formulagéo
sdo capazes de influenciar a velocidade e/ou ans&teda absorcdo de um farmaco. A
incorporacao de adjuvantes (diluentes, lubrificantensoativos) a formulacdo de uma forma
farmacéutica solida oral pode acarretar efeitosifstgtivos sobre a velocidade de dissolugéo
dos farmacos, sobretudo daqueles que sdo pouceesolé hidrofobicos. Os excipientes
presentes no produto farmacéutico afetam a cinddadissolucao pela alteracdo do meio em
que o farmaco esta sendo dissolvido ou pela irderatireta com a molécula em si
(AULTON, 2005; SHARGEL et al., 2005). A biodispoititade de compostos pertencentes a
classe 2 do Sistema de Classificacdo Biofarmaceeétialtamente dependente da formulacao
do produto. Devido ao crescente niumero de farmguoespossuem baixa solubilidade em
agua, pesquisas na area de tecnologia farmacégéticafocado no desenvolvimento de
estratégias e sistemas de formulacdo para mellaorsriocidade e extensdo de absorcao

desses compostos pelo trato gastrintestinal (POUROBK).

3.8.2 Ensaio de dissolucao

Devido a natureza critica da etapa liberacdo ebsiacdo do farmaco, o ensaio de
dissolugcdo € o modo mais importante de estudar,ceobi¢cdesin vitro, a liberacdo do
farmaco de uma forma farmacéutica solida, reprasdot assim, um parametro importante
para prever seu desempenimovivo. O ensaio de dissolucdo para formas farmacéuticas

sélidas orais de liberacdo imediata, tais como conigos e capsulas, € amplamente
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utilizado para avaliar a qualidade lote-a-lote dodpto farmacéutico, assegurando que ele

cumpre com as especificacdes, orientar o desemvehto de novas formulagcdes e garantir a

uniformidade da qualidade e do desempenho do meadit@ apds determinadas alteracoes,

tais como na formulacédo, no processo e local decttiio e durante a transposicéo de escala
do lote de producéo (FDA, 1997; BRASIL, 2004).

Em algumas situacdes, o teste de dissolucéo pdamira eficiéncia do produto sob
condicfesin vivo. Nesse caso, isso requer que os dados de dissalugatro possuam
correlacdo com a eficiéncim vivo da forma farmacéutica, o que pode ser verificado
experimentalmente através de estudos de correlagdm/in vitro. O principal objetivo de se
desenvolver uma correlac@ovivo/in vitro é permitir que o teste de dissolugawitro sirva,
em alguns casos, como um substituto dos estudbsdsponibilidade em humanos, sendo
que essas correlacdes sdo geralmente desenvopadagarmacos em que a dissolucao é a
etapa limitante para a absorcé@ovivo (SIRISUTH & EDDINGTON, 2002; FDA, 1997.
Assim, um teste de dissolu¢do que possui correlac&ovo/in vitro é capaz de predizer o
comportamento do produto no organismo, reduzinde@essidade de novos ensaios em
humanos, como no caso de pequenas mudancas nasswode producdo, equipamento,
formulacao (excipientes) ou tamanho do lote, pengxo.

Assim, embora afirmagfes definitivas acerca darghsode farmacos s6 podem ser
feitas a partir de estudos clinicos em humanosabagéo do perfil de dissolugéo representa
uma técnica relativamente rapida e de baixo custa prever o desempenhovivo de um
produto farmacéutico (MOORE & FLANNER, 1996).

O rimonabanto apresenta baixa solubilidade em égakia pemeabilidade vitro.
Portanto, o farmaco é classificado como um farmdeoclasse 2 considerando suas
propriedades de solubilidade e permeabilidade,cdeda com o Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995; EMEA, 200®ara farmacos de baixa solubilidade
aquosa, como 0s pertencentes a classe 2, a veledéadissolucdo é geralmente a etapa mais
lenta e exerce, portanto, um efeito limitante ra alosor¢do. Por isso, esses farmacos tém se
tornado um problema crescente quanto se trata tde oima dissolucdo satisfatoria no trato
gastrintestinal, necessaria para garantir uma homhsponibilidade (SHARGEL et al., 2005;
DRESSMAN & REPAS, 2000; VARSHOSAZ et al., 2008). iCmimportancia de serem
desenvolvidos procedimentos que permitem avaliadisgolugdoin vitro desse tipo de
substéancia, visto que, no organismo, esse processapa indispensavel para absorcao e

distribuicdo dos farmacos até os locais onde er@rcia acao farmacologica.
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O perfil de dissolu¢cdo mede a velocidade e exteda&lissolucdo do farmaco a partir
da forma farmacéutica em um meio aquoso pré-estzilel sob agitacdo constante e
temperatura controlada. Durante o ensaio, a quadgiicumulativa do farmaco que passa
para a solucéo é registrada em funcdo do tempa.ig&r, sdo realizadas coletas do meio de
dissolugdo em periodos determinados e posteriattifjgacdo do farmaco nas amostras por
técnica analitica adequada, geralmente espectnoétta ou cromatografia liquida. A
avaliacao do perfil de dissolucédo é mais conclugiva o teste de dissolugdo em um Unico
ponto, pois permite avaliar todo o processo dedif#o e solubilizacdo do farmaco a partir da

forma farmacéutica e comparar diferentes formula¢d®AMS, 2001).

3.8.3 Comparacéo de perfis de dissolucdo

A avaliacdo dos perfis de dissolu¢do é util palactonar e otimizar formulagbes
durante o processo de desenvolvimento farmacot#caialiar o efeito de determinadas
alteracOes realizadas no produto jA em comera@@acomo ferramenta no controle de
qualidade lote-a-lote e, também, para estabeleegquizaléncia farmacéutica entre um novo
produto candidato a genérico e seu medicamentef@deéncia. Entretanto, a questdo em
relacdo a essa comparacdo é como determinar oegnague duas curvas Sao ou nao
semelhantes (ADAMS et al., 2001).

Uma abordagem modelo-independente simples usaaton de diferenca {f e um
fator de similaridade {f para comparar perfis de dissolucdo (MOORE & FLAIR\ 1996).
O fator de diferenca fcalcula a diferenca percentual entre as duas s@wacada ponto e é
uma medida do erro relativo entre elas. O fatosidelaridade § € a medida da similaridade
da percentagem de dissolugcdo entre cada uma daascuk aplicacdo desse modelo
matematico é mais adequada para comparacao de gerdiissolucdo quando cinco ou mais
pontos de coleta estdo disponiveis. Cada perfié dey realizado com doze unidades de cada
produto. Entretanto, alguns aspectos relacionadmssa método fazem com que ele ndo seja
aplicavel a todas as situacdes, como a necessittatimitar o nUmero de amostras a serem
consideradas para calculo a apenas uma acima del&8issolucéo, além de o desvio padréo
relativo ter que ser menor que 20% nos primeiraggsoe inferior a 10% nos demais (FDA,
1997, SHAH et al., 1998).

Outra maneira para comparar perfis de dissolugéeiéi-se no céalculo da eficiéncia de

dissolucédo (KHAN, 1975). A eficiéncia de dissolug@d=%) pode ser definida como a area
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sob a curva de dissolugédo em um determinado intedeatempo, como mostrado na equacgéao

a seguir.

AUCy 60
TR

DE%= x100

ondeAUCy.60 = area sob a curva de dissolucéo no intervalo d&60 min, eAUCg = area
total do retangulo correspondente a 100% de diggolmo mesmo intervalo. Os valores de
DE% podem ser entdo comparados por testes estadistomo analise de variancia ou teste t
de Student, para verificar a diferenca ou ndo ergrdiferentes perfis de dissolucéo.

Perfis de dissolugcdo também podem ser comparadasgtodos baseados em analise
de variancia (ANOVA). Nesse caso, os dados brw#osao as curvas de dissolugédo, séo
comparados estatisticamente. Por exemplo, as pagmrs dissolvidas sao testadas
separadamente em cada ponto de coleta para veséi@axistem diferencas entre os produtos.
Em seguida, procedimentpsst hocpodem ser aplicados para mostrar onde se encoagam
diferencas. Em geral, os métodos modelo-dependenteseados em ANOVA parecem ser
mais discriminativos do que os fatoree fi, para comparacao de perfis de dissolu¢do (POLLI
et al., 1997; YUKSEL et al., 2000).

3.8.4 Modelagem matematica de perfis de dissolugéo

A aplicacdo de modelos matematicos pode ser usada gescrever os perfis de
dissolucédo em funcéo do tempo atraves de uma eguserddo que a escolha do modelo mais
adequado baseia-se em alguns parametros, tais coeficiente de correlacdo, critério de
selecdo do modelo (MSC) e ajuste grafico da cuogadados. Os modelos de ordem-zero,
primeira-ordem, segunda-ordem e de Weibull foralicagos aos dados de dissolucdo neste
estudo para verificar qual deles melhor se ajustada perfil. A partir da modelagem dos
dados € possivel determinar as velocidades deatiderdo farmaco nas diferentes fases do
processo de dissolucéo e calcular a porcentagesnldida em determinado tempo através da

equacao matematica obtida (POLLI et al. 1997).
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4 CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCI A

4.1 Introducgao

A pureza da substancia de referéncia é de fundaimenportancia para a analise
farmacéutica. O FDA reconhece duas categorias did@s de referéncia: os compendiais, 0s
quais sdo obtidos de fontes como USP e Farmacépéi@péia e que ndo necessitam de
caracterizagdo prévia, e os ndo compendiais, quewftancias com elevado teor de pureza,
mas que devem ser cuidadosamente caracterizadagy@antir sua identidade, poténcia e
pureza (SWARTZ & KRULL, 1997).

A substancia quimica de referéncia (SQR) de rimantab(teor declarado de 99,9%)
foi adquirida da empresa Sequoia Research Pro@etkshire, Inglaterra). Foi realizada a
caracterizacdo da SQR de rimonabanto por técnicaltajivas e quantitativas antes da sua
utilizacdo como padrao de trabalho neste estudm. &apa tem como objetivo verificar a
identidade, pureza e qualidade da SQR que sera usesdanalises. As técnicas utilizadas
foram ressonancia magnética nuclear (RMN)'dee °C, espectrofotometria na regido no

ultravioleta (UV), analise elementar e cromatogréfijuida (LC).
4.2 Ressonancia magnética nuclear del e °C

Os espectros de RMN del e *C da SQR foram obtidos em espectrémetro Bruker
(400 e 100 MHz, respectivamente), utilizando mdtdeaterado (CBOD) como solvente. A
andlise foi realizada no Departamento de QuimicdJB8&M. Os dados de RMN obtidos
foram entdo comparados aos valores previamentetdesta literatura para o rimonabanto.

O espectro de RMN di#1 da amostra em GOD é representado na Figura 3. Foram
observados os seguintes sinais nos deslocameritoigs:d (ppm) 7,53 (1H, d\Jmew= 2,4
Hz, 2,4-diclorofenil H3"), 7,51 (1H, d®Joe = 8,4 Hz, 2,4-diclorofenil H6"), 7,42 (1H, dd,
3Jorto = 8,4 Hz,*Jmeta = 2,4 Hz, 2,4-diclorofenil H5'), 7,31 — 7,34 (2hh, 4-clorofenil H3' e
H5’), 7,14 — 7,16 (2H, m, 4-clorofenil H2" e H6°3,45 (4H, m, 2,6-piperidinil), 2,27 (3H, s,
4-CHg), 1,93 (4H, m, 3,5-piperidinil), 1,59 (2H, m, 4ppridinil).
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Figura 3 — Espectro de RMN dd do rimonabanto (400 MHz, CD30D)

Foram observados na anélise de RMN-2 0s seguintes sinais nos deslocamentos
quimicos:s (ppm) 161,9, 145,0, 1429, 137,7, 137,0, 136,8,0,3132,5, 132,4, 131,1, 129,9,
129,3, 128,0, 119,9, 58,3 (2,6-piperidinil), 24345¢piperidinil), 22,3 (4-piperidinil), 9,3 (4-
CHg). As atribuicdes estéo indicadas na Figura 4.

A anélise dos espectros de RMN'tke °C da SQR esta de acordo com a estrutura da
substancia 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)retil-N-(piperidin-1-il)-1H-pirazol-3-
carboxamida. Os sinais de e **C estéo de acordo com aqueles reportados nalitenaara
a mesma substancia (SELTZMAN et al., 1995; DONOHUEI., 2008).
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Figura 4 — Espectro de RMN & do rimonabanto (100 MHz, GDD)

4.3 Espectrofotometria na regido do ultravioleta

A espectrofotometria na regido do UV foi usada ardentificacdo da SQR e para a
determinacdo do comprimento de onda de maxima glsaio farmaco. Os espectros de
absorcédo no UV do rimonabanto foram obtidos em aggfetometro UV-Vis Shimadzu
modelo UV-1601 PC, na concentracéo de 5 pg' miilizando metanol e HCI 0,1 M como
diluentes. Efetuou-se a varredura espectrofotoozétra faixa 200 — 350 nm, empregando-se
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm. Asstlas de comprimidos revestidos e de
placebo (somente os excipientes) foram previameistolvidas em metanol, deixadas em
banho ultrassbnico por 5 min para facilitar a siizd;do, centrifugadas por 5 min para

remoc&o dos excipientes insolGveis e ent&o dildagig mL* nos solventes avaliados.
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Na Figura Sestao representados os espectros de absco UV da SRQ, da amost
de comprimidos revestidos e do plac. Tanto em metanol quanto em HCI 0,1 M
rimonabanto apresenta um unico pico de maxima efégoem 202 nm. Os espectros
absorcdo da amostra foram compativeis com aquélgdos com a SQR,os diferentes
solventes utilizados, indicando que as amostrasuens a mesma identidade. Mse que
abaixo de 230 nm os excipientes da formulacdo caugt@rferéncia significativa no espec

de absorcao do farmaco.

1.000 1.000

Metanol HCI 0,1 M

Comprimidos

SQR

0,500 0,500

\LPlacebo
0,000

: : 0,000 : :
2000 2750 3500 2000 275.0 3500
‘wavelength [nm.] ‘Wavelength [nm.]

Figura 5 —Espectro de absorcdo no UV da SQR de rimonabaatanostra de comprimidos

revestidoe do placebo, na concentracdo de 5 i, em diferentes diluent
4.4 Analise elementar

A percentagem de C, H, N e Cl na ara de SQR foi determinada através de an
elementar. A analise elementar (C, H, N e Cl) dsstncia foi realizada na Central Analit
do Instituto de Quimica da USP. A concentracdo gueual tedrica de cada elemento
calculada para o rimonabant@se (G;HxClsN4O; massa molecular: 463,79 g i) e
cloridrato (G2H2:Cl4N4O; massa molecular: 500,25 g '), com o objetivo de identificar
forma de apresentacdo da amostra, através da cagépados valores obtidos com
tedricos. Os resultados @ndlise sdo apresentados na Tabel®<2 resultados obtidos s

compativeis com o cloridrato de rimonabanto, lagfarmaco apreser-se na forma de sal.
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Tabela 2 — Composicdo elementar calculada de @©| &1,Cl do rimonabanto base e seu sal

correspondente e resultado da analise elementeradsmcom amostra de SQR

Elemento % em massa
Base Cloridrato Amostra
C 56,97 52,82 52,72
H 4,56 4,43 4,40
N 12,08 11,20 10,91
Cl 22,93 28,35 29,73

4.5 Cromatografia liquida

A andlise por cromatografia liquida utilizou métodoeviamente desenvolvido e
validado para quantificacdo do farmaco em matéiiag e produtos farmacéuticos. Foi
realizada em cromatografo liquido Shimadzu, equpeain detector de arranjo de diodos

(DAD) modelo SPD-M20A. As condi¢des cromatografisde mostradas na Tabela 3.

Tabela 3 — Condi¢des cromatogréficas utilizadasaracterizacdo da SQR de rimonabanto

pelo método por LC

Coluna Gemini @ (150 x 4,6 nn d.i., 4 um), PhenomeRex
Fase movel Acetonitrila: agua (75:25, v/v)

Fluxo 1 mL mint

Volume de injecao 20 pL

Deteccéo 215 nm

Os cromatogramas obtidos a partir da analise da &)Rmonabanto e amostra de
comprimidos revestidos, além dos respectivos esygede absorcdo dos picos obtidos por
DAD podem ser visualizados na Figura 6 e Figun@Spectivamente. A analise da pureza do
pico do rimonabanto obtida por DAD ndo detectou urepa, indicando a auséncia de
substancias que apresentam o mesmo tempo de etm¢adrmaco. Pode-se constatar que o
tempo de retencédo de 7,13 minutos da SQR e do foradmercial € 0 mesmo, e que 0s
espectros de absorcéo na faixa de 190 — 300 nrees@elhantes, indicando que as amostras

possuem a mesma identidade.
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Figura 7 — Espectros caracteristicos obtidos poD @A pico do rimonabanto (7,13 min) da

SQR (A) e da amostra de comprimidos (B)

4.6 Conclusao

Tendo em vista os resultados obtidos nas analigabtajivas da matéria-prima,
conclui-se que a SQR apresenta alta pureza, qdela@@equada e composicao de acordo com
o laudo do fornecedor, podendo, portanto, serzatikh como padrédo de referéncia neste

estudo.
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Abstract

A simple reversed-phase liquid chromatographic [RP-method was developed and
validated for the determination of rimonabant irmphaceutical dosage forms. The separation
was performed on a;gcolumn (150 x 4.6 mm i.d., 5 um) with acetonitrveater (75:25,
v/v) as mobile phase. The detection was achievéld aviliode array detector at 215 nm. The
method was linear in the concentration range of50.510g mL* (r = 1) with a limit of
quantification (LOQ) of 0.24 pg mt The specificity and stability-indicating capatyiliof
the method were proved through forced degradatiatiess, and showing also that there was
no increase of the cytotoxicity. Rimonabant was omgal to hydrolytic, oxidative and
photolytic stress conditions and the samples waetyaed by the proposed method. Under
optimized conditions, rimonabant was successfudlyasated from its degradation products
within 10 min, and the resolution was found to breater than 2. The relative standard
deviation values for intra-day and inter-day prieciswere always less than 2%. Inter-day
accuracy ranged from 98.1 to 101.7% (RSD = 1.0%predver, method validation
demonstrated acceptable results for sensitivity rabdistness. The method was applied for
the quantitative analysis of rimonabant in tabetafe forms improving the quality control of

pharmaceuticals containing this drug.

Keywords: rimonabant, reversed-phase liquid chromatograpblyarmaceutical dosage

forms, drug stability, cytotoxicity assay
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1 Introduction

Overweight and obesity are defined as abnormalxoessive fat accumulation that
presents a risk to health. Obesity has reache@®eyidproportions globally in both developed
and developing countries. In the United States,rap#®-59 years old people, more than two
thirds are either overweight or obese. In Europe, prevalence of obesity continues to
increase, with more than 50% of the people curyeridissified as overweight and up to 30%
as clinically obese. Obesity and overweight poseagor risk for serious diet-related chronic
diseases, including type 2 diabetes, cardiovasalisgase, hypertension and stroke, and
certain types of cancer. Moreover, even in the mtsef comorbities, obesity significantly
impacts health-related quality of life (1-4). Phaautherapy focusing on improvement of the
metabolic risk profile in abdominally obese patsentho are at a high risk of diabetes and
cardiovascular disease may be required. For olsgengs combined with certain risk factors,
pharmacologic treatment can increase weight losenwadded to dietary interventions.
Besides weight loss, obesity management shoul@ttaegluction in the cardiometabolic risk
factors of atherogenic dyslipidemia, excess abdahahesity, and elevated glucose (5, 6).

Rimonabant  [5-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichloropkgat-methyl-N-1-piperidinyl-
1H-pyrazole-3-carboxamide] also known as SR141716A mvel selective cannabinoid-1
receptor antagonist for treatment of obesity. Seledblockade of this receptor has been
shown leading to decreased appetite and food intaka@imal models. Clinical studies have
shown that rimonabant 20 mg once a day producesfisant decreases in weight and waist
circumference in human obese subjects and impribneBpid profile and glucose control (7,
8). SR141716A has been approved in the Europeaansince June 2006 to treat obesity
and overweight patients who have associated caadowar risk factors, such as type 2
diabetes or dyslipidemia. Rimonabant is currentigler consideration for approval at the

FDA. The drug substance is practically insolublemater and its in vitro permeability was
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found to be high. Rimonabant is therefore classifeess a Class 2 substance considering
solubility and permeability properties, according the Biopharmaceutics Classification

System. Pharmacokinetic studies demonstrated imainabant was rapidly absorbed upon

oral administration. The absorption rate was dosgeddent and decreased with increased
dose. Peak plasma concentrationg(Cwas reached about 2 hours after administratioa of

20 mg dose. The absolute bioavailability was ne¢mheined (9).

Most of the published analytical methods for thetedmination of rimonabant in
plasma involve LC-ESI-MS-MS techniques (10-12). Tise of fused-core silica column with
LC-APCI-MS-MS is described for the determinationrohonabant in mouse plasma (13).
Rimonabant was also determined in plasma (14, a8)balk drug (16) using LC with UV
detection. To date, there is no validated anallytmathod published for the quantitative
analysis of rimonabant as active substance in ph@eatical dosage form. The safety and
efficacy of drug therapy can be ensured using apeowiial or validated procedure to assess
the quality of pharmaceutical products. The quabtyformulations can be evaluated since
analytical methods have been considered suitabletHeir intended purpose, such as
quantification of active ingredients, and deterrtiova of performance characteristics (e.g.,
dissolution, drug release) (17). The purpose of ghexedure (e.g., identification, test for
impurities, quantification) is an important aspdwt determines which parameters must be
evaluated during method validation. Specificityeg@sion, accuracy, and linearity are some
characteristics that must be assessed in procethurdse quantification of drug substance in
formulations.

This work describes the development and validatiba stability-indicating RP-LC
method for the determination of rimonabant in preceutical dosage forms. The drug and its

degradation products were separated using an tsocn@bile phase on aj;gcolumn and
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detected by DAD at 215 nm. The method has beeneapfidr the quantitative analysis of

rimonabant in tablet dosage form.

2 Experimental

2.1 Chemicals

Rimonabant was purchased from Sequoia ResearchudsodOxford, UK).
Acomplia® (Sanofi-Aventis, France) film-coated tablets camitey 20 mg of rimonabant were
obtained from commercial sources within their shiéf period. Gradient-grade LiChrosolv
acetonitrile and methanol were purchased from M¢B@rmstadt, Germany). Hydrochloric
acid, sodium hydroxide and hydrogen peroxide wdse abtained from Merck. Dimethyl
sulfoxide (DMSO) was purchased from Vetec (Braa¥ater was purified with WaterP?$

PS, Labconco system (MO, USA).

2.2 Instrumentation and analytical conditions

The method was performed on a Shimadzu LC systgrat{K Japan) equipped with a
CBM-20A system controller, LC-20AT pump, DGU-29Aegasser, SIL-20A auto-sampler
and SPD-M20A diode array detector (DAD). Analytisgparation was performed on a RP
Phenomenex (Torrance, USA) Geminig€olumn (150 x 4.6 mm i.d., 5 um particle size)
coupled to a ¢ guard column (4.0 x 3.0 mm i.d., 4 um). The istcraobile phase was a
mixture of acetonitrile: water (75:25, v/v) withopH adjustment, which was pumped at a
flow-rate of 1.0 mL miff. This was filtered through a 0.45 pm nylon membrdiiter
(Sartorius, Germany). The injection volume was 20fpr both standard and samples. The

detection was achieved with a DAD at 215 nm.
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2.3 Preparation of reference solution

A stock solution of rimonabant was prepared by Wweig 10 mg of reference
substance into a 100 mL volumetric flask and dilgitio volume with methanol, obtaining a
concentration of 100 ug miL The stock solution was stored at 4 °C protectethflight in

amber glass flasks when not in use.

2.4 Preparation of sample solution

Twenty tablets containing 20 mg of rimonabant waceurately weighed and crushed
to fine powder. An amount equivalent to 10 mg ofighabant was transferred to a 50 mL
volumetric flask with 30 mL of methanol and sonezhfor 15 min, followed by adding the
same solvent to make up to volume. This solutios stared at 4 °C protected from light in
amber glass flasks when not in use. The solutigaindd from the tablets was centrifuged at
12,000 rpm for 5 min, diluted with mobile phase diigred on 0.45 um nylon membrane

filter (Sartorius, Germany) before LC analysis.

2.5 Method validation

The method was validated by the evaluation of tlilewing parameters: specificity,
linearity, precision, accuracy, limit of detectighOD), limit of quantification (LOQ),
robustness and stability studies, according tol@té¢ guidelines for validation of analytical
procedures (18). System suitability test was atsoied out to evaluate the reproducibility of
the analytical system, using five replicate injexs of a reference solution. The parameters
measured were injection repeatability, retentioneti theoretical plates, peak symmetry and

capacity factor.
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2.5.1 Specificity

The specificity of the analytical method was deiesd by assaying the analyte in the
presence of its degradation products, which werméd during exposure of rimonabant to
accelerated degradation conditions, and by prepasamples of placebo. The placebo
consisted of all the excipients (starch, lactosenohgdrate, povidone K 30, croscarmellose
sodium, sodium lauryl sulfate, microcrystallinelgklse, magnesium estearate, hypromellose
15 mPa.s, titanium dioxide, macrogol 3000 and a#graavax) without the active ingredient.
Forced degradation studies were performed to etaline stability-indicating capability of

the proposed method.

2.5.2 Linearity

The linearity was evaluated by linear regressicalyais by the least square regression
method, which was used to calculate the correlatmefficient, y-intercept and slope of the
regression line. Three analytical curves were canttd by plotting peak areas against the
respective concentrations. From the stock referenlgion of rimonabant, six concentrations

were prepared in mobile phase in the range of 0.p&mL".

2.5.3 Precision and accuracy

The precision of the procedure was determined Ipeatability and intermediate
precision. Repeatability was evaluated assayinglsigrminations at the same concentration,
during the same day, under the same experimentalitcans. Intermediate precision was
analyzed comparing the assays on three differeyg dad using different analysts. Accuracy
was evaluated assaying three concentrations (2an@30 pg mt) in triplicate and in three

different days. The precision and accuracy wereutaled as the percentage of the drug
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recovered from the formulation and also expressetha relative standard deviation (RSD)

between the measurements.

2.5.4 Limit of detection and limit of quantification
The limit of detection (LOD) and limit of quantiition (LOQ) were calculated based
on the standard deviation of the response and |tpe susing three independent analytical

curves, as defined by ICH (18).

2.5.5 Robustness and solution stability

The robustness was determined by the analysis eofséimples under a variety of
conditions of the method parameters, such as:rdiffecolumns (Synergi Fusion-RP 8@sC
150 x 4.6 mm i.d., 4 um particle size), percentafieacetonitrile in the mobile phase
composition (73 and 77%), flow-rate (0.9 and 1.1 mib%) and injection volume (10 and 30
pL). The stability of stock solutions was carriedt by leaving the methanolic reference
solution (100 pg mt) in an amber glass flask at room temperature &dd°€. The stability
of working solutions in the mobile phase was algal@ated by leaving them into the auto-
sampler, at room temperature, for 8 h. Photostgiboli stock solutions was carried out on
methanolic solution which was exposed to naturgliglat for 5 h without sample protection,
in order to evaluate the effect of light exposurethe stability of the drug substance. The
stability of these solutions was studied performiing experiment and observing a decrease
on peak area of rimonabant and/or formation of aggnts, compared with freshly prepared

solutions.
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2.6 Stress degradation studies

With the purpose of evaluating the stability-inding capability of the analytical
method, some reference solutions at 100 pg mere submitted to accelerated degradation
to conduct the formation of rimonabant degradedch&ror hydrolitic conditions, rimonabant
was dissolved initially in methanol (50%, v/v) dater diluted in either 1 N hydrochloric acid
(acid hydrolysis), or 1 N sodium hydroxide (basydiolysis), to achieve a concentration of
100 pg mL*. Both solutions were refluxed at 80 °C for 6 holedl and neutralized with acid
or base, as necessary. The oxidative degradatisrpesdiormed by dissolving rimonabant in
methanol (50%, v/v) and later diluted with 30% rogkn peroxide. This solution was stored
at room temperature for 24 h, protected from lighhotodegradation was induced by
exposing samples prepared in methanol close tavidiet light (254 nm) for 4 h. For this,
samples were kept into an irradiation chamber gmpdpwith a 30 W UV-C lamp (Philips,
Holland). After the procedures, the samples wedeteti in mobile phase to a final
concentration of 10 pg mL Peak purity test was performed by DAD to show tha analyte

chromatographic peak is not attributable to moaas tbne component.

2.7 In vitro cytotoxicity assay

The cytotoxicity assay was carried out with the esype of NCTC clone 929 cells
(mouse fibroblasts, ATCC number CCL-1) to the ddgtasamples of rimonabant aqueous
solution (80 pg mL), which stayed in contact for 24 h with culturediuen MEM (minimum
Eagles’s medium, Sigma Co., S&do Paulo, Brazil)7atG The cytotoxic effect was evaluated
using neutral red uptake. The cells were maintainddEM containing 10% fetal calf serum
and 1% non-essential amino acids (MEM-FCS) in aibified incubator with 5% C@at 37
°C. The cells were detached by 0.2% trypsin (Dif8@o Paulo, Brazil) and 0.2 mL of the cell

suspension, about 2.5 x *16ell mL*, were dispensed in 96-well plates. The plates were
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incubated for 24 h at 37 °C in a gBumidified incubator. After this period, the mediwas
discarded and replaced with 0.2 mL of serially witlsolution of each sample (40, 20, 10,
and 5 pg mLY). Controls with cell culture and rimonabant staxdaere included. In the
same assay with samples, a positive control (0.pB&mol solution) was run. The plates were
incubated again for 24 h under the same conditidfisr the incubation period, the medium
and samples were discarded and replaced with 0.2omineutral red solution. After
incubation at 37 °C for 3 h, the dye medium wasatded and the microplate was washed
twice with PBS. The cells were washed with a solutbf 1% CaClin 0.5% formaldehyde.
The rupture of cells and neutral red release waairdd by addition of 0.2 mL of extractant
solution containing 50% ethanol in 1% acetic adll viability was determined on a

microplate absorbance reader with 540 nm filtertfas Labtec Instruments, Austria).

3 Results and discussion

3.1 Optimization of chromatographic conditions

A simple stability-indicating RP-LC method has betmveloped for determination of
rimonabant in the presence of its degradation ptsdThe method was optimized to provide
a good separation of the components (acceptabteetti@al plates and resolution between
peaks) with a sufficient sensitivity and suitablak symmetry (peak tailing factor < 2) in a
short run. For this purpose, analytical columnyent selection, mobile phase composition,
flow-rate, and detector wavelength were studied.

Rimonabant is an active lipophilic agent, pradlycasoluble in water. Although the
drug is a weak base with pKa value 3.6, the usecalic solutions, which favors protonation
of rimonabant, has little effect on dissolving teempound in aqueous solution. Our

experiments and also data reported in literatuosveld that both methanol and DMSO could
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dissolve rimonabant. Tests using DMSO as initigthvent showed that it compromise the
detection sensitivity of the analyte by UV deteatioterfering in the baseline of the
chromatogram. So that, methanol was chosen agabkusolvent to extract rimonabant from
pharmaceutical formulation since the molecule &lgaoluble in this solvent.

The use of hydrophobic stationary phases usualyiges adequate retention of
organic non-polar molecules. The chromatograplpeisgion was achieved using a reversed-
phase G column, because it is suitable to resolve theabtsgion products from rimonabant
with adequate resolution and symmetrical peak shapke use of acetonitrile as organic
modifier resulted in better sensitivity when congzhto methanol. Small variations in the
percentage of acetonitrile in the mobile phaseltedun considerable change in the retention
time of rimonabant. Tests involving the use of mies of acetonitrile and different buffer
solutions (e.g., potassium phosphate or ammoniwtat) with different pH values did not
affected both peak symmetry, sensitivity and reventime substantially. Finally, it was
found that a mixture of acetonitrile: water (75:2By) as mobile phase was suitable for the
analytical separation. The method has many advastagr example simplicity, isocratic
conditions, and absence of buffers in mobile phamaposition, which could damage the
chromatographic column and equipment. Under thesmditons, retention time of
rimonabant was about 7.12 min, with a good peakpesh@eak symmetry), and the

chromatographic analysis time was less than 10 min.

3.2 Method validation

3.2.1 Linearity

The analytical curves were constructed by plottagcentration versus peak area and

showed to be linear in the 0.5-50 pug tiange. The representative linear equation was y =
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79228x + 6390.7, with a highly significant corréat coefficient ( = 1). The RSD of the
slope was 0.8%. The validity of the three analyticarves was verified by means of
ANOVA, which demonstrated significant linear regies and no significant deviation from
linearity (p > 0.05). The linear range obtained floe procedure allows it application to in
vitro drug-dissolution profiles of oral dosage fareontaining 20 mg of rimonabant, since the
calibration curve is linear to range 0.5-50 pg and the method has an appropriate

sensitivity (LOQ = 0.24 ug mtb).

3.2.2 Precision and accuracy

The intra-day precision of the method (mean =+ RSD#¥43 100.1 £ 0.3n(= 6). The
intermediate-precision was evaluated by compariregg results obtained on three different
days and between analysts. The value was found 1®0.2 + 0.5r( = 18). Results are shown
in Table 1. The low variability of the experimentallues obtained for the determination of
rimonabant in samples indicates that precision aggroducibility of the method are
acceptable. The intra-day accuracy of the assaypedsrmed from nine determinations of
rimonabant at concentrations of 80, 100 and 120%hefwork solution (25 ug mb). The
recoveries obtained for rimonabant were 99.6 0.4 9). The values of inter-day accuracy
were found to be 100.0 + 1.0 € 27). Results are shown in Table 2. RecoveryR8D data

confirm the accuracy of the method.



55

Table 1. Intra-day and inter-day precision results for rimbant samples in pharmaceutical

dosage form

Sample Recovery (%)
Day 1 Day 2 Day 3
1 100.6 100.1 100.3
2 100.0 100.9 100.3
3 100.1 99.5 101.0
4 100.0 99.4 100.3
5 100.3 99.9 100.5
6 99.6 99.7 101.3
Intra-day precisiom = 6 100.1£0.3 99.9+0.5 100.6 £ 0.4

(mean + RSD%)

Inter-day precisiom = 18 100.2 £ 0.5

& Different analyst

b RSD% Relative standard deviation
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Table 2. Intra-day and inter-day accuracy data for the nubtlapplied to rimonabant

pharmaceutical dosage form

Theoretical (ug mL) Recovery (%)
Day 1 Day 2 Day 3
20 100.0 100.1 101.7
25 99.4 99.7 100.7
30 99.4 98.6 100.7
Intra-day accuracyy = 9 99.6+04 995+1.1 101.0+0.8

(mean + RSD%)

Inter-day accuracyy = 27 100.0+1.0

& Mean of three replicates

b RSD% Relative standard deviation

3.2.3 Limit of detection and limit of quantification
The LOD and LOQ were calculated using the meanhefdlope and the standard
deviation of the intercept of three independentiydital curves. The values obtained were

0.08 and 0.24 pg mt, respectively.

3.2.4 System suitability test

The mean and RSD values of peak area, retentiasy timmber of theoretical plates,
tailing factor and capacity factor are shown in[€gh The experimental results show that the
parameters tested were satisfactory and withiratteeptable range (RSD < 2%), indicating

that the LC system and procedure are suitablenbahalysis intended.
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Table 3.Results of system suitability test

Parameter Result obtainet

Mean RSD%
Peak areaX) 2022685 0.1
Retention time (min) 7.14 0.1
Theoretical plates\) 8772.11 0.1
Tailing factor 1.15 0.1
Capacity factor (k’) 3.78 0.2

& Mean of five replicates

3.2.5 Robustness and solution stability
Deliberate variations in method parameters had mmificant effect on the

determination of the drug in the pharmaceutical ades form, demonstrating that
measurements are not susceptible to variationsafy@cal conditions. The results from the
stability testing revealed that the methanolic lsteglutions of rimonabant were stable for at
least 8 h when maintained at room temperature aoieqied from light. When stored under
refrigeration at 4 °C in an amber glass flask, gbkitions remained stable for at least 72 h.
Samples were also stable for at least 8 h whenteia@d into the auto-sampler diluted in
mobile phase, which was sufficient for the wholalgtical process. In the period studied,
there was no formation of any unknown peak or desgeon peak area of rimonabant. Data
described in literature show that rimonabant whisealved in DMSO were stable for at least
6 months when kept at -20 °C (11), and methandititi®®ns remained stable under
refrigeration (4 °C) for 30 days (12). However, dests revealed that its solutions are
sensitive to light and to oxidants. A solution expd to ambient light for 5 h had a

degradation of 4.5% on the amount of rimonabant &ordhation of additional peaks
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simultaneously. The low photostability of rimonabaras confirmed by forced degradation

studies described below.

3.3 Stress degradation studies

Figure 1 shows the extent of degradation of rimanabunder various stress
conditions. The drug was stable to acidic and blagirolysis. It was not observed decrease
of the peak area when rimonabant was exposed dicand alkali conditions at 80 °C for 6
h. Under the oxidative condition with 30% hydrogeeroxide for 12 h, the drug showed
significant degradation. The extent of degradatiothis condition was 37.6% and two main
degradation products were observed at 6.40 andriiB2After 24 h of exposition 68.9% of
the drug was degraded. During the photolytic coojt rimonabant was rapidly and
extensively degraded and two main additional peeése detected at 6.44 and 12.17 min.
Under exposition to ultraviolet light for 10 minetlirug showed a degradation of 86.6%, and
after 4 h of exposition less than 1% of the drugtent remained in solution, while peak area
of product Il had increased simultaneously. Theseilts show that compound Il is the main
photodegradation product of rimonabant. Chromatugapeak purity values obtained for
rimonabant were higher than 0.9999, indicating hgemous peaks and absence of any
coeluting peak with the same retention time. Ragnilbetween rimonabant and degradation
product Il was found to be greater than 2.4. Inirojzed conditions rimonabant and its
degradants were well separated, thus demonstridiadghe proposed method is selective and
stability-indicating. No interferences from excipis with the peak of interest were observed
through the analysis of a placebo formulation, garihg the specificity of the method.

Analyzing the diode array spectrum (190-300 nmgath degradation product it was
found that the compounds | and Ill posses diffespaictrum, although its retention times are

almost the same, suggesting that they are of distubstances (Fig. 2). Since rimonabant and
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compound lll have shown similar retention timesaems that they are structurally related,

but the isolation and identification of this degaidn product was not yet performed.
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Figure 1. LC chromatograms of rimonabant reference solugith pg mLY) submitted to
stress degradation conditions. (a) reference swolub) after acidic hydrolysis; (c) after alkali
hydrolysis; (d) under oxidative condition for 12 dkegradation products | and IlI; (e) after

exposition to ultraviolet light for 10 min: degrauaben products Il and IV
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Figure 2. Diode array spectrum data (190-300 nm) of rimonabad its degraded forms

3.4 In vitro cytotoxicity assay

The cytotoxicity assay against NCTC clone 929 ceths performed to evaluate the
effect of the degraded forms related to the intaotecule, to foresee possible undesirable
effects resulting from the unstable samples, shgwion-significant differences (p > 0.05).
The results obtained indicate that the degradedlesnmshowed no increase in cytotoxicity

against the assayed cell culture after 24 h of sxy

3.5 Assay of rimonabant in tablets
The applicability of the validated LC method to thetermination of rimonabant was

verified by analysis of 20 mg rimonabant tabletse percentage recovery of rimonabant in
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pharmaceutical dosage forms ranged from 102.0 32%0, with a mean + RSD% of 102.6 +
0.5 (h = 9), corresponding to 20.5 mg per tablet. Thesaes were in accordance with the
labeled claim amount. The retention time obserweithié assay (7.12 min) associated with the
simple sample preparation allows a fast quantga#malysis of the drug in pharmaceutical

formulations, which is suitable for quality contfaboratories.

4 Conclusions

The presented RP-LC method proved to be simpleatinspecific, precise, accurate
and sensitive. The proposed method was successipfiijed for the quantitative analysis of
rimonabant in tablet dosage forms. It was also esiggl that the method can be applied to the
determination of rimonabant in dissolution studiésolid dosage forms. It can therefore be
easily adopted for routine quality control of rinadmant in pharmaceutical formulations.
Moreover, the method is stability-indicating anch ¢ used for the analysis of the drug and

degradation products in stability tests.
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Abstract

The effect of formulation parameters on in vitrteese profile of a poorly soluble drug was

investigated, using rimonabant as model drug. Adligion test was developed to evaluate
the release profile of rimonabant from both 20 rign-toated tablet and capsule dosage
forms. The test was applied to compare dissolupiafiles of different dosage forms and to

evaluate the effect of formulation parameters anithvitro release profile of the drug. Four

different commercially available products were eae#td and the results obtained showed
very distinct rate and extent of dissolution amdhgm. The type of excipients used in

capsule formulation influenced significantly thegblution rate of formulations studied.

Keywords

Poorly water soluble drugs ¢ In vitro drug releasemmediate release solid oral dosage forms

* Dissolution testing « HPLC analysis
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Introduction

Many drugs are poorly soluble or insoluble in watghich results in poor bioavailability
because the solubility of a drug is an importantdain determining the rate and extent of its
absorption [1]. The drug release rate is one ofntlest important parameters for solid oral
drug delivery systems, therefore, the therapeespanse is a function of the concentration of
the drug available to be absorbed and reach tleelldtyeam [2]. Physical factors important to
drug dissolution include particle size, molecula@es hydrophilicity and its crystalline
structure. The volume of medium into which the dragst dissolve can also play a role in
determining the dissolution rate [3].

Physical modifications often aim to increase thdage area, solubility and wettability of the
powder particles and therefore typically focus anrtiple size reduction or generation of
amorphous states. Classically, particle size reoluds performed by milling and a wide
variety of apparatus is available. The increadaoavailability after micronization of drugs is
well known and the technique has been applied tea@ety of poorly water soluble
compounds [4]. Another approach for improving sdityb is by complexation and

incorporation of drugs into cyclodextrins [5].

In recent years, the number of compounding phamsabias increased considerably. One
reason for the proliferation of this kind of phacyas the low selling price of the drugs
compared to those produced by the pharmaceutidalsiry, which attracts the attention of
customers. Besides the manipulation and sale aihetss, some establishments provide
drugs under special control, such as antidepressauat appetite inhibitors. Although Current
Good Manufacturing Practices (CGMP) establishes thenimum requirements in
manufacturing, processing, packaging, and holdinguonan drug products [6], it is known
that many establishments do not meet the minimuguirements to be observed in
preparation, storage and dispensation of magipteparations, as well as purchase of raw
materials and packaging materials. Thus, ofterptioducts purchased by the patients are of

low quality and without evidence of their therapeefficacy.

The incorporation of adjuvants (e.g., diluentsilidants and surfactants) to the formulation
of a solid oral dosage form can cause significdfgcts on the dissolution rate of drugs,
especially those that are hydrophobic and poorlylde [7]. In the case of class Il drugs,
according to the Biopharmaceutics Classificatiost&y (BCS), dissolution may be the rate

limiting step for drug absorption, so the use atahle dissolution tests can be applied to
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predict differences in bioavailability among di#et formulations [8]. The choice of
formulation is often of critical importance to dsiahing a successful product for oral

administration of this class of drugs [9].

The aim of this study was to evaluate and comgaalissolution profiles of the compounded
formulations compared with the reference produsipgirimonabant as a model drug (Fig. 1).
This drug is poorly soluble in water and its inreitpermeability was found to be high.

Rimonabant is therefore classified as a class tpmund considering solubility and

permeability properties, according to the BCS [I). date, there is no dissolution testing
published for the evaluation of in vitro releasefie of this drug from immediate release
solid oral dosage forms. Therefore, we also deveslapdissolution method for rimonabant to
determine its release profile from pharmaceuticamilations. To assess the influence of
formulation on dissolution kinetics of the drug, prepared formulations containing different

types and proportions of excipients and particte sif the drug.

Cl
CHj,
O]

D/

o Giia®
Cl Cl

Fig. 1. Chemical structure of rimonabant (MW = 463.79 d o
Materials and Methods
Chemicals

Model drug rimonabant (99.5%) was purchased fromuBi&n Research Products (Oxford,
UK). Acomplid® film-coated tablets (Sanofi-Aventis, France) anchpounded capsules, both
containing 20 mg of rimonabant, were obtained ftbi market. Gradient-grade LiChrosolv
acetonitrile and methanol were purchased from Mébzkmstadt, Germany). Sodium lauryl
sulfate (SLS) was purchased from Vetec (Rio de id@anBrazil). Water was purified with
WaterPrd¥ PS, Labconco system (Missouri, USA). All other mimals were of
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pharmaceutical grade. The pharmaceutical formulatiased for comparison of dissolution

profiles were:

Reference product (Acompfiafilm-coated tablet) — starch, lactose monohydnateidone K
30, croscarmellose sodium, sodium lauryl sulfatécrocrystalline cellulose, magnesium
stearate, hypromellose 15 mPa.s, titanium dioxitegrogol 3000 and carnauba wax.
Product A (capsule) — starch and Aerdgdolloidal silicon dioxide).

Product B (capsule) — starch, sodium lauryl suléateé microcrystalline cellulose.

Product C (capsule) — lactose, magnesium stearaitrocrystalline cellulose, AeroSjl
HPMC (hydroxypropylmethylcellulose) and Explofagsodium starch glycolate and sodium
carboxymethyl starch).

In vitro drug release study

The dissolution test was performed in a Pharma firesti-bath 6 = 6) dissolution system
(Hamburg, Germany). The assay was performed usig Bpparatus 2 (paddle) at 50 rpm
and 900 mL of medium at 37 £ 0.5 °C. The dissotutitedium consisted of 0.15% (w/v) SLS
in water. Each dissolution test was performed witblve dosage forms. Sample aliquots of
10 mL were withdrawn at 5, 10, 15, 20, 30, 45 adadbn and replaced with an equal volume
of the fresh medium at 37 °C to maintain a constatdl volume. Sinkers were used to
prevent floating of the capsules. Each sample \ltereld on a quantitative filter paper
(Schleicher & Schuell, Germany), appropriately @it with mobile phase and filtered
through a 0.45 pm polyamide membrane filter (SarspiGermany) before HPLC analysis.

HPLC analysis

Rimonabant was analyzed using a previously valdl&tBLC method [11]. Briefly, analysis
of dissolution samples was performed on a Shimddzwsystem (Kyoto, Japan) equipped
with a CBM-20A system controller, LC-20AT pump, D&O0AS on-line degasser, SIL-20A
auto-sampler and SPD-M20A diode array detector (RABnalytical separation was
performed on a Gemini C18 column (150 x 4.6 mm bdum particle size) coupled to a C18
guard cartridge (4 x 3.0 mm i.d.) from Phenomenkxrrance, USA). The isocratic mobile

phase was a mixture of acetonitrile: water (75:%) without pH adjustment, which was
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pumped at a flow-rate of 1.0 mL minThe injection volume was 20 pL. The detection was
achieved with a DAD at 215 nm.

The method was validated by the evaluation of ttlewing parameters: specificity, linearity,
precision and accuracy, according to the ICH ginédsl for validation of analytical
procedures [12]. The specificity of the analyticaéthod was evaluated by preparing a
placebo sample of the reference tablet formulafldre placebo consisted of all the excipients
and hard gelatin capsule without the active ingnedi The concentration of excipients in
formulation was based on the literature [13] anidwated for a medium weight of content
(312.6 mgq) for the tablets. The placebo sample twaassferred to the vessel, filled with 900
mL of dissolution medium at 37 £ 0.5 °C and stirfed60 min using paddle. Aliquots were

withdrawn and analyzed by HPLC.

Solubility determination and drug stability

Drug solubility and solution stability are importgroperties to be considered when selecting
the dissolution medium [14]. In order to evaluaitek sconditions for dissolution testing of
dosage forms, solubility of rimonabant in dissa@atmedium (0.15% SLS) was determined.
Bulk drug was transferred to a flask containingdistion medium (10 mL) maintained at 37
°C and under constant agitation until, by visuabection, precipitation of the drug occurred.
Saturation of medium was achieved by adding exoésthe drug. At the end of 72 h,
undissolved drug was removed by centrifugationofeéd by filtration on cellulose acetate
membrane (porosity 0.45 pum). The resulting solutwas diluted in mobile phase and
analyzed by HPLC.

Stability of samples in dissolution medium was eaééd by leaving them into the dissolution
vessels, at room temperature and protected fromt, figr 24 h. All assays and measurements
were performed in a dark room to avoid degradatibthe drug due its low photostability.

Samples were considered stable when the contedtugf in solution was between 98 and

102% of the initial value.

Preparation of the hard gelatin capsules

Rimonabant capsules containing different excipiemsre prepared for evaluation of

formulation parameters on in vitro release proéfethe drug. Influence of capsule diluent
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(e.g, starch, lactose, microcrystalline cellulosajisintegrants (e.g., crospovidone,
croscarmellose sodium) and SLS, an anionic surfictaas studied. Formulations were
prepared by physically mixing rimonabant (6.67%}hwexcipients for 10 min, and then
manually filling the powder mixture into hard géfatapsules. It was also studied the effect
of particle size on dissolution rate of rimonabdicronization was accomplished by milling
the drug and mixing it with excipients. Particleesianalysis was determined by optical

microscopy at 200x. The composition of capsule fdations is shown in Table 1.
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Amount per capsule*

Ingredient Formulation 1 Formulation 2 Formulat®n Formulation 4 Formulation 5**
mg % mg % mg % mg % mg %
Rimonabant, hydrochloride 20 6.67 20 6.67 20 667 0 2 6.67 20 6.67
Starch 274 91.33 268 89.33 45 15.00 45 15.00 45 0015.
Lactose - - - - 115 38.33 115 38.33 115 38.33
Povidone K 30 - - - - 15 5.00 15 5.00 15 5.00
Croscarmellose sodium - - - - 30 10.00 30 10.00 30 10.00
Sodium lauryl sulfate - - 6 2.00 6 2.00 - - 6 2.00
Microcrystalline cellulose - - - - 68.25 22.75 13 24.75 68.25 22.75
Magnesium stearate - - - - 0.75 0.25 0.75 0.25 0.75 0.25
Colloidal silicon dioxide 6 2.00 6 2.00 - - - - - -

* Total capsule weight: 300 mg

** Rimonabant bulk drug after particle size redoati
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Analysis of dissolution profiles

Mathematical modeling of dissolution profiles (Acplia®, products A, B and C) was
performed using the software MicroMath Sciefitisto better understand the kinetics of drug
release from dosage forms, both mono-exponentébaexponential models were applied to
verify which best fits to dissolution data [15].rRaeters calculated wekdga kinetic constant
measuring the velocity of drug release), A,rBcorrelation coefficient) and MSC (model
selection criteria). The dissolution profiles wexlso compared by the model independent
method dissolution efficiency (DE). The DE was o#ted from the area under the
dissolution curve at time t (measured using theezaidal rule) and expressed as a percentage
of the area of the rectangle described by 100%ohllissen in the same time. DE results were
submitted to analysis of variance (one-way ANOVAY &tudent’s t-test. The Scheffé’s test
was applied in order to determine differences betwéhe means obtained. Differences
between means were considered to be statisticglyifisant at p < 0.05. Mathematical

models are showed in Table 2.

Tab. 2. Calculation of the dissolution efficiency and apgl mathematical models to the

dissolution data of rimonabant film-coated tabketsl capsules

Approach Method Equation
Model-independent Dissolution efficiency DE%%= AUC°'6O><100
(DE) AUCR
Model-dependent Zero-order % dissol = kt
Mono-exponential % dissol = 100(1 —&)
Bi-exponential % dissol = 100[1 — (A&" + Be*?)]

AUC.¢¢ area under the dissolution curve from 0 to 60;AldC+g: total area of the rectangle at the same time;

% dissol: percentage dissolved at timlg &andk,: dissolution rate constants.

Results and Discussion

Development of the dissolution test

Different dissolution medium and rotation speed evéested in order to find the best

conditions to evaluate the dissolution rate of maoant from the pharmaceutical dosage

forms. Initial testing was carried out using thrests of the reference product (Acomflia
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in each of the four medium: phosphate buffer pH a&dgtate buffer pH 4.5, hydrochloric acid
0.1 M and 0.5% (w/v) SLS in water. The volume ¢ thedium was maintained at 900 mL
and the paddle method (50 rpm) was used. As exghdéatea poorly water soluble drug, the
product exhibited poor dissolution in buffered swins with different pH values (data not
shown). Since rimonabant is a weak basic compoutidpia 3.6 [16], its dissolution in 0.1
M hydrochloric acid was substantially higher, whisbcurs due its protonation in low pH
values, increasing its solubility. In this mediummaximum dissolution of 60.63% within 60
min was achieved, and saturation of the medium seeraccur since 30 min of the test. Best
results were obtained with the surfactant agent fBLdtra-pure water, which was added to

the medium to improve the solubility of the drug.

Concentration of SLS in dissolution medium, type agparatus (paddle or basket) and
rotation speed were optimized in order to obtaidiscriminating ability of the assay to
evaluate different formulations. For BCS classdinpounds, in vitro dissolution testing can
be predictive of in vivo performance since absomptis solubility limited [17]. When
evaluating the concentration of the surfactant, & is to use the lowest amount of
surfactant needed to solubilize the drug substantiee dosage form to achieve greater than
85% dissolution in a reasonable amount of time 18, As a result of the initial screening,
the conditions selected were 900 mL 0.15% SLS itewas dissolution medium and USP
apparatus 2 (paddle) at 50 rpm, which were usall isubsequent tests. Surfactants enhance
the dissolution rate of poorly water soluble drugducts, even when present at a level below
the critical micellar concentration (CMC). This mhg due to a reduction in the interfacial
tension as well as a possible association betwbendtug and/or excipients and the
surfactants [20]. The concentration of SLS usetheénmedium is below its CMC, 8.2 mM or
0.24% in water at 20 °C [13], which probably reedlin a solubilization by the tensoative

effect in the particle/medium layer, and not by ellar solubilization.
HPLC assay

An analytical method was developed to analyze tesotution of immediate release tablets
and capsules. The HPLC method used to quantify mabant in dissolution samples was
previously validated and showed to be simple, linspecific, precise, accurate and sensitive.
The standard curve used in determination of thg drisamples showed excellent correlation
in the concentration range of 0.5 — 50 ug iy = 86036x + 464.65;° = 1). The limit of
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quantification of the assay is 0.24 ug ™hnd the time of analysis is 9 min per sample.
Chromatographic peak purity values obtained by D&&e higher than 0.9999, indicating
homogenous peaks and absence of any coelutingwittakhe same retention time (7.1 min).
As seen in Fig. 2, no interferences from excipiantslissolution medium with the peak of
interest were observed through the analysis of acgblo formulation, confirming the
selectivity of the method. The experimental valugstained for the determination of
rimonabant in samples are presented in Table 3.IGWwevariability (RSD < 2%) of values
obtained shows the good precision of the method. réboveries obtained (mean + RSD¥?%,
= 9) ranged from 99.14 to 100.19% (99.60 + 0.4086)the film-coated tablets, and from
100.01 to 101.47% (100.52 = 0.55%) for the capsuResults from accuracy of the HPLC

method are shown in Table 4.

mAU
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Fig. 2. HPLC chromatograms of placebo (A) and referencéetdbrmulation (B) after 60
min of the dissolution test. The concentrationiofanabant (peak at 7.1 min) in this sample
is 21 pg m*
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Tab. 3. Intra-day and intermediate precision results iimonabant samples in pharmaceutical
dosage forms

Dosage form Precision Concentration found Recovery RSD%
(ug mLH° (%)°
Intra-day 25.03 100.10 0.34
Tablef Inter-day 24.98 99.92 0.54
Between-analysts 25.15 100.61 0.42
Intra-day 25.44 101.74 0.40
Capsulé Inter-day 25.21 100.86 1.06
Between-analysts 26.22 101.34 0.78

2 Samples at theoretical concentration of 25 pg'nfLMean of six determinations for each concentration.

RSD%: relative standard deviation.

Tab. 4. Accuracy data for the HPLC method applied to riadmamt pharmaceutical dosage

forms

Dosage form  Nominal concentration Concentration found Recovery  RSD%

(ug mLY) (ug mLY? (%)*
20 20.00 99.99 0.29
Tablet 25 24.85 99.40 0.42
30 29.82 99.41 0.21
20 20.05 100.23 0.16
Capsule 25 25.18 100.72 0.65
30 30.18 100.61 0.74

& Mean of three determinations for each concentiatRED%: relative standard deviation.
Solubility determination and drug stability

Experimental solubility of rimonabant in dissolutionedium was found to be 0.50 pg ™hi
Its aqueous solubility is 96.5 nM or 0.04 pg ™L6]. Samples remained stable in dissolution
medium for at least 24 h when maintained at roomperature and protected from light,
indicating that samples can be analyzed on the afgy the assay, because there is no
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significant change in the drug content. Peak puotyrimonabant remained within high
values, which was assessed by DAD analysis. Itnea®bserved any degradation product or
decrease on peak area of rimonabant, indicatinigtiieadrug is stable in dissolution samples

through the period evaluated.

In vitro release study from different solid dosage forms

Fig. 3 demonstrates the dissolution profiles ofrfyosoluble drug rimonabant from different
commercially available formulations. Acompliafiim-coated tablets showed rapid
disintegration and a fast dissolution rate (mo@ntb0% of the drug was released within 5
min) and about 95% was dissolved after 60 min eftést. Relative standard deviation (RSD)
values were found to be 10.29% at the early timatp® min), and ranged from 1.65 to
3.89% at the other time points. The dissolutionfif@® were analyzed by model-dependent
methods. The selection of model was based on thiecberelation coefficient, the best model
selection criteria and the best graphic adjustm&satseen in Table 5, dissolution profile best
fits with bi-exponential model, due higher valuesif and MSC compared to those obtained
with mono-exponential. For Acompfiaresults from mathematical modeling demonstraaé th
about 74% of the drug is released in a fast infifese (0.2040 mih), followed by 26% in a
slower rate (0.0265 mih which is about 10-fold lower thaq). For product A, e.g., 20% is
released in a faster rate (0.0667 Mitiollowed by 80% in a slower rate (0.0005 n
Product B profile is also better described by thexXponential model. Although Product C
presented also a higher value for MSC, the graphawed a dissolution profile compatible
with zero-order kinetic in the interval 0-60 minhieh is characteristic of controlled-release
formulations [21]. This probably occurred due taythiconcentration of HPMC in its
formulation. In order to prove our hypothesis, tmedeling using zero-order model was
carried out. In this case, the observed rate cohstask = 0.2530 mift (r = 0.9990, MSC =
5.0006).
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Tab. 5. Observed rate constants, correlation coefficiemd ®ISC obtained by fitting of

rimonabant release from different dosage forms

Acomplid®

Product A

Product B Product C

Mono-exponential

k (min™) 0.1133 + 0.0109
r (range) 0.9914
MSC (range) 3.0340

Bi-exponential

0.0055 + 0.0007
0.9206
0.9290

0.0107 + 0.00170027 + 0.0001
0.8864 0.9980
0.3301 4.3777

ke (Min') 0.2040 + 0.0232 0.0667 + 0.0234 0.1517 + 0.021709@0 + 0.0528
ko (Min'Y) 0.0265 + 0.0066 0.0005 + 0.0012 0.0028 + 0.0005003L + 0.0001
A(ugmiy  0.7414+0.0550 0.2024 +0.0592 0.2463 + 0.0180.01:71 + 0.0064
B(ugmi)  0.2570+0.0541 0.8018 +0.0012 0.7521 + 0.01730123 + 0.0065
r (range) 0.9993 0.9967 0.9986 0.9998
MSC (range) 5.5469 4.0224 4.8659 6.6435

Marked differences in the kinetics of drug releaaa be observed in Fig. 3. Compounded
capsules (products A, B and C) reached discrete warsétisfactory rate and extent of
dissolution when compared to the reference prodtine differences between the products
could change their bioavailability. Some reasomgHts poor performance could be: incorrect
choice of excipients used in formulation; sourceasf material and its process of obtaining;
polymorphism; particle size of active substancenufiacturing process of dosage form. It is
known that Acomplid tablets are manufactured by a standard wet gréomilarocess and
this factor may be related to different dissolutprofiles of rimonabant in relation to the drug
formulated in capsule dosage form [10]. Polymonphed drug substance may also be related
to different dissolution characteristics, sinceypobrphs have distinct crystalline structures
and two polymorphic forms of rimonabant have bemiified during development [10]. The
effect of particle shape on the dissolution rat@adrly soluble drugs had also been reported
[22].
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40 - —O0— Product C
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Fig. 3. Graphic representation of dissolution profilesiofonabant (mean + SI,= 12) from
the reference tablet formulation (Acomffjaand compounded capsules obtained from
different pharmacies (products A, B and C). Dissolumedium 0.15% SLS in water (900
mL) at 37 °C, USP apparatus 2 (paddle), stirringesigb0 rpm

To further understand the differences on the digsmi profile of different dosage forms, 20
mg capsules were prepared using five different tdations. The release of poorly soluble
rimonabant depended on the solubility of dilueratiBrate and extent of dissolution of drug
from lactose-based formulations (3, 4 and 5) wamiscantly higher than starch-based
formulations (1 and 2) (Fig. 4). Addition of 2% SI®/w) to starch-based formulations
enhanced the rate of release during the early piongts (30 min), although percent of release
was almost equal after 60 min of the assay. This loa attributed to the capacity of
surfactants to facilitate the wettability of thewmter, allowing the dissolution fluid to
permeate the solid particles more efficiently, tigeasing the surface area exposed to the
medium and enhancing the dissolution rate of theg di7]. The effect of SLS was not
observed on formulations containing lactose asedilu According to the literature, the
dissolution of hard gelatin capsule shells on 50 sddium phosphate buffer pH 6.8 was not
affected by adding 1% SLS to the medium. Howevés 8§ dissolution medium caused a
slowdown of the dissolution of hard gelatin capsHells at pH < 5 due to the formation of a
less-soluble precipitate of gelatin [23]. Since ypé€d in this assay is close to 7, we attributed
that the effect of SLS is related to its capacitynoreasing the surface of powder available to

the medium, and not due to the increase of theldissn of the gelatin capsule shell. Besides
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the hydrophilic diluent lactose, disintegrants pasdone and croscarmellose sodium could
also contribute to the higher drug release fronmtdations 3, 4 and 5 compared to starch-
based formulations. The maximum dissolved fractidtained in this study occurred with

formulation 5 (69.09% within 60 min).

100
90 +
80 ~
70 - —o— Acomplia
60 - —o— Formulation 1
—0O0— Formulation 2
50 +

—A— Formulation 3
—>— Formulation 4

% drug released

—X— Formulation 5

Time (min)

Fig. 4. Graphic representation of in vitro release stuidgmonabant 1§ = 6) after formulation

modifications and particle size reduction. Weredube same conditions described in Fig. 3

Since particle size may affect the solubility oé tirug and therefore the dissolution rate of
the product, particle size reduction is a commardgd approach to enhance dissolution of
poorly water soluble drugs, affecting its bioavilidy. Particle size reduction was
accomplished by milling the drug and mixing it witdctose, disintegrants and surfactant
(formulation 5). Particle size was reduced fromt®25 um (2-fold reduction) by the process
employed. Micronization of rimonabant to mean p#tsize of 25 um did not enhance both
rate and extent of release when compared to uatteditug, as seen in Fig. 4. It is well
established in literature that particle size reuncto 5-10 pm generally causes an increase in
dissolution for poorly soluble drugs, for exampte the case of antifungal griseofulvin,
antiplatelet cilostazol and steroidal hormone dahfy, 24, 25]. It can, therefore, suggest that
the process employed was not suitable for parside reduction, and probably an increasing
on micronization will reflect on enhance of in atdissolution of rimonabant by increasing

the surface area that are exposed to the medium.
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The dissolution efficiency was calculated for albgucts and formulations (Table 6). One-
way ANOVA of the DE% values showed that the peragnirug released is not similar for
the commercially available products (p < 0.05). #ar formulations used in the vitro release
study, Scheffé's test showed that starch-basedufations are significantly different from
lactose-based formulations. DE% of formulation 2slmot differ from formulation 1, and
formulations 3, 4 and 5 are not different amongrth€hese data confirm the results observed
previously involving the addition of surfactant ttee formulation and reducing the particle

size of the drug.

Tab. 6. Comparison of dissolution profiles of rimonabanmoinh 20 mg solid oral dosage forms

through the dissolution efficiency (DE)

Formulation DE% (mean %= SD)
Acomplia® 80.46 + 1.54
Product A 15.98 +1.12
Product B 27.93 +3.08
Product C 7.44 +0.93
Formulation 1 25.76 £ 3.12
Formulation 2 27.02+1.72
Formulation 3 47.65 £ 3.79
Formulation 4 48.67 £ 3.03
Formulation 5 50.36 + 2.99
Conclusion

There are many variables influencing the in vitigsdlution of class Il drugs from immediate
release solid oral dosage forms. Differences in tigge of salt used (rimonabant
hydrochloride vs. rimonabant base in Acompljadosage forms (capsule vs. film-coated
tablet), manufacturing process (capsule filling wet granulation) and distinct particle size
distribution of bulk drug are the main factors ughcing extent of dissolution from prepared
formulations compared to the reference product.uAlsommercially available dosage forms,
only the reference product obtained extent of diggm up to 85% within 60 min, indicating

that the other products need to improve their fdathons. With this study, we concluded that
the choice of excipients is of great importancardudeveloping of a successful formulation
for oral drug delivery of poorly water-soluble cooymds. Therefore, the manipulation of
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class Il drugs associated with the incorrect chateexcipients or problems during the
formulation may be risks to the quality of theseducts, compromising their therapeutic
efficacy.
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6 CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DE PRODUTOS
FARMACEUTICOS CONTENDO RIMONABANTO

6.1 Introducéo

Além do Acompli& produzido pelo laboratério Sanofi-Aventis, difetle farmécias
magistrais estdo manipulando o rimonabanto na fodenacapsulas contendo 20 mg da
substancia ativa. Os produtos manipulados na fatena@apsulas apresentam composicao
bastante distinta em relacdo aos excipientesadiiz na fabricacdo do produto de referéncia.
As diferencas em termos de liberac¢do do farmadord@a farmacéutica, dissolugéo no fluido
gastrintestinal, absorcéo pela parede intestinabmseqientemente, efeito terapéutico podem
ser, portanto, significativas entre os diferentexiptos. Nesse sentido, testes que avaliem a
qualidade desses medicamentos tornam-se importantes

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidadeselesprodutos que estdo sendo
disponibilizados a populacdo. Para isso, testésoftpiimicos como peso meédio, teor de
principio ativo, uniformidade de doses unitariagesfil de dissolucdo foram realizados em
amostras de comprimidos (Acomfligoroduto de referéncia) e capsulas produzidagrpsr
farmécias de manipulacéo diferentes de Santa Nfanoalutos A, B e C).

Nas farmacopéias estdo estabelecidas as espeificale testes fisicos gerais para
formas farmacéuticas solidas de uso oral, entre gdso médio e uniformidade de doses
unitarias. Devido ao fato de ndo existir monogrdbaimonabanto em nenhuma farmacopéia,
com as exigéncias especificas para o farmaco, pecifisacdes para ensaios como teor e
perfil de dissolucdo sdo baseadas na literaturaimAsgeralmente adota-se que o teor do
farmaco deve estar entre 90 — 110% do valor detdapelo fabricante. Para o perfil de
dissolucéo, levando em conta a baixa solubilidad&dnaco, uma percentagem de farmaco
dissolvido acima de 85% em 60 min é consideradsfatdtria (FDA, 1997; BRASIL, 2004).

6.2 Peso médio

O peso médio das amostras de comprimidos e capsa@agpuladas de rimonabanto
foi realizado conforme a Farmacopéia Brasileiradig¢do (1988), utilizando 20 unidades de
cada produto. Foi utilizada balanca analitica $ap devidamente calibrada. Para

determinacdo do peso médio das capsulas, cadadenfda pesada individualmente, em
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seguida, esvaziou-se a capsula e pesou-se o invalecgelatina vazio, sendo que 0 peso
médio do contetdo da capsula é calculado peleedifarentre as duas medidas.

A Tabela 4 apresenta os resultados do peso individios comprimidos e contetudo
das capsulas manipuladas. Calculou-se entdo onpé&dio, a variacdo e os limites permitidos,

conforme a Farmacopéia Brasileira 42 edigéo.
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Tabela 4 — Resultados da avaliacdo do peso médiordprimidos e cdpsulas manipuladas de

rimonabanto

Amostra Peso (mg)
Acomplia® Produto A Produto B Produto C
1 310,9 106,1 113,6 86,2
2 311,9 106,4 114,8 87,1
3 309,7 91,8 119,4 85,8
4 314,1 108,0 119,6 83,8
5 311,4 97,5 113,0 82,6
6 317,7 93,5 112,2 91,1
7 317,4 99,2 114,2 82,7
8 309,2 103,9 114,1 83,8
9 308,7 96,7 120,1 81,1
10 310,7 ~108,8 122,1 83,2
11 302,3 _79,1 116,3 85,2
12 318,0 92,3 121,4 89,7
13 317,5 87,9 122,2 87,1
14 312,2 103,6 118,8 86,7
15 314,0 93,5 119,1 85,0
16 318,6 93,0 115,6 85,6
17 3111 104,3 119,5 87,0
18 314,4 99,7 116,5 86,7
19 304,8 105,4 121,7 83,5
20 317,7 96,2 118,8 81,6
Peso médio (mg) 312,62 98,35 117,65 85,28
Limite inferior® 296,98 88,51 105,89 76,75
Limite superiof 328,25 108,18 129,42 93,80
DPR% 1,44 7,79 2,76 3,01

& Limites de variagdo: comprimidos com peso médiiomgue 250 mg: +5%; capsulas com peso médio de até
300 mg: £10%
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Pelos resultados observa-se que o produto A apioeseds unidades fora dos limites
especificados pela Farmacopéia Brasileira paraso pgdio de formas farmacéuticas. Os

demais produtos testados cumpriram as especifisacoe

6.3 Uniformidade de doses unitarias

A uniformidade de doses unitarias das amostras ampimidos e capsulas
manipuladas de rimonabanto foi realizada conformEaemacopéia Brasileira 42 edicao
(1988), utilizando 10 unidades de cada produto.

Para determinacdo da uniformidade de doses usitari@onteudo individual de dez
comprimidos ou capsulas foi transferido separadéengara baldes volumétricos de 50 mL e
adicionou-se 30 mL de metanol. Para as capsulasy4se, com auxilio de seringa, o
invélucro de gelatina com metanol para que todordezido da capsula fosse transferido para
0 baldo. Os baldes foram deixados em banho ultmass@or 5 min para solubilizacdo e
completou-se o volume com o mesmo solvente. A sis§jge obtida foi centrifugada e
aliquota de 1,25 mL do sobrenadante foi transfepaa baldo volumétrico de 20 mL e
diluida em fase mével (concentraco final: 25 pgmk quantificacdo do farmaco foi feita
através do método por LC previamente validado.mssdras foram comparadas com solucéo
padrdo de SQR na mesma concentracado para se dhetelanconcentracdo de farmaco em
cada unidade. A Tabela 5 exibe os resultados daromdade de conteudo nos produtos
avaliados.

Pelos resultados observa-se que o produto A aypeedeas unidades fora da faixa de
85 — 115% do valor declarado. Nesse caso, maie umtlades deveriam ser testadas.

6.4 Teor de principio ativo

Para analise do teor de principio ativo nas forfaamacéuticas, o equivalente a 10
mg de rimonabanto foi pesado, em triplicata, aipda p6é de 20 comprimidos ou capsulas e
transferido para baldo volumétrico de 50 mL comilaude 30 mL de metanol. As amostras
foram deixadas em banho ultrassénico por 5 minrmpéetou-se o volume com metanol.
Centrifugaram-se as suspensdes por 5 min, trarsfege 1,25 mL do sobrenadante para
baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o voleora fase movel (concentracao final: 25

ng mLY. A quantificacdo do farmaco foi feita através miétodo por LC previamente
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validado As amostras foram comparadas com solucédrdp de SQR na mesma
concentracéo.

Na Tabela 6 sdo mostrados os resultados da adaliseor de farmaco nas amostras
avaliadas. O Acomplfae produto B tiveram teores préximos ao valor deda, enquanto

gue para os outros dois a quantidade de rimonaleatdwa abaixo da declarada.

Tabela 5 — Resultados do teste de uniformidadeodée@ddo de comprimidos e capsulas

manipuladas de rimonabanto

Amostra Teor individual (%)
Acomplia’ Produto A Produto B Produto C
1 98,28 96,95 94,10 93,96
2 101,02 _83,08 102,29 91,11
3 100,42 97,39 102,60 87,48
4 101,31 90,92 105,42 91,00
5 101,40 91,91 99,85 89,92
6 100,98 84,16 99,13 91,08
7 98,92 94,51 96,99 85,42
8 101,22 86,94 101,27 87,13
9 102,37 86,63 98,52 87,01
10 98,84 94,21 99,52 91,79
Média (%) 100,47 90,67 99,97 89,59
DPR% 1,33 5,74 3,17 3,00

Tabela 6 — Resultados da analise do teor de rinamt@bnos comprimidos e cépsulas
manipuladas de 20 mg

Amostra Teor (%)
Acomplia® Produto A Produto B Produto C
1 102,13 82,76 96,78 86,04
2 103,17 85,71 98,45 84,77
3 102,41 84,76 99,29 85,21
Média (%) 102,57 84,41 98,17 85,34

DPR% 0,52 1,78 1,30 0,76
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6.5 Perfil de dissolugéo

O perfil de dissolucao foi obtido a partir de domédades de cada forma farmacéutica,
utilizando as condigdes previamente descritasPb@LICACAO CIENTIFICA 5.2 . A
composicao dos diferentes produtos avaliados érauasha pagina 70. A partir dos perfis de
dissolugéo, foram determinadas as areas sob a dargaantidade dissolvida de rimonabanto
em funcéo do tempo individualmente para doze ueislat® cada produto farmacéutico. Em
seguida, calcularam-se os valores de eficiénciaiskolucdo, os quais foram comparados
estatisticamente (tabela 6, p. 82).

O perfil de dissolugdo estd mostrado na TabelApénas o produto de referéncia
(comprimido revestido) apresentou dissolucdo sdfigh, sendo que em torno de 95% do
farmaco foi dissolvido em 60 min, valor consideradequado conforme descrito na literatura
(SHAH et al., 1995; FDA, 1997). O produto C apréseruma liberacdo baixa e constante do
farmaco em funcdo do tempo, caracterizando umdicanée ordem zero (figura 3, p. 80). A
justificativa para esta baixa liberacdo poderia @epresenca de grande quantidade de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) na sua formulag@&acipiente esse que tem a capacidade
de retardar a liberacdo do farmaco para o meioistld¢do através da formagdo de um
coléide (Figura 8).

Tabela 7 — Quantidade dissolvida de rimonabantdwsgdo do tempo a partir das formas

farmacéuticas solidas orais avaliadas

Tempo (min) % dissolvida (média + D= 12)

Acomplid® Produto A Produto B Produto C
5 51,61 +5,32 4,34 +1,83 14,92 + 3,53 0,85 + 0,58
10 69,88 + 2,72 10,73 £ 2,20 21,22 + 3,74 2,01A.0,
15 77,48 2,73 1291 +£1,91 24,15 + 3,43 3,27M0,
20 85,52 + 1,92 15,46 + 1,87 28,51+ 4,14 4,670,
30 89,06 + 1,57 18,58 + 1,60 30,95 £ 3,16 7,54147 1,
45 91,11+1,51 20,20+ 1,53 33,42 £ 3,09 11,29361
60 94,84 + 2,02 22,26 + 2,06 36,35+ 2,93 15,6544 1
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Depois

Figura 8 — llustracdo de cépsula de gelatina dumteado 20 mg de rimonabanto e

excipientes (produto C) antes e apds 60 min de testissolucéo

6.6 Conclusao

O produto referéncia apresentou resultados adeguaddodos os testes realizados. O
produto A ndo cumpriu 0s requisitos nos teste de pgdio, uniformidade de doses unitarias
e teor de principio ativo. O produto B apresentsuitados adequados nas analises de peso
médio, uniformidade de conteldo e teor. O produtm@priu com 0s requisitos nos testes de
peso médio e uniformidade de conteudo, porém fwiok&ado no teor de farmaco. Nenhum
dos produtos manipulados (capsulas) cumpriu comspacticacdo da dissolucéo, indicando
gue esses produtos necessitam ter suas formulagdesradas.

Com base nos resultados encontrados, conclui-s& qeeessario um controle mais
rigoroso por parte das agéncias que regulamentatriaacéo e venda de medicamentos por
farmacias de manipulacdo, sendo que o controleudddade desses produtos deveria ser

rigorosamente realizado antes de sua liberacéccpararcializagéo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise farmacéutica é fundamental para as disdiases do estudo de farmacos e
medicamentos. Os métodos analiticos sdo necesgaras identificacdo e quantificagdo de
farmacos em matéria-prima, produtos farmacéuticthsigos bioldgicos. Metodologias para
analise de farmacos sdo amplamente utilizadas twmarde controle de qualidade de
medicamentos, a fim de assegurar que os produtogpram com as especificacdes de
qualidade estabelecidas. O desenvolvimento deengae permitam avaliar a dissolucao de
farmacos é fundamental para a area de medicamemics,esses testes sao ferramentas
indispensaveis na etapa de controle de qualidagguivaléncia farmacéutica de produtos
acabados. Além disso, estudos de dissolucdo deameelintos requerem a disponibilidade de
métodos analiticos simples, especificos e sengdaess quantificacdo do farmaco dissolvido
nas amostras. Nesse sentido, € conveniente degtecarrimonabanto € um medicamento de
lancamento recente no mercado mundial, ndo possumognafia descrita em nenhuma
farmacopéia e, até o inicio do presente trabalfo,haviam métodos descritos na literatura
para analise em formulac¢des farmacéuticas.

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo da tamosa quimica de referéncia por
técnicas analiticas qualitativas e quantitativasré&3ultados dos testes realizados por RMN de
13C e'H e andlise elementar foram compativeis com os<legfmortados para a substancia,
demonstrando que a SQR apresenta identidade eapanleguadas. Os espectros de absorgéo
no UV do farmaco presente na SQR e na amostra derouidos revestidos foram
compativeis. Além disso, a analise cromatografeaahstrou que os espectros de absorcao
obtidos por DAD e os tempos de retencdo das duasteas foram semelhantes, indicando
gue possuem a mesma identidade. O indice de pdoegizo calculado foi proximo a 100%,
indicando que este se encontra puro, homogénearee de substancias que apresentam o
mesmo tempo de retencao.

A cromatografia liquida promove a separacdo e dfiagdo dos diferentes
componentes de uma formulacdo farmacéutica atdaésscolha adequada dos parametros
cromatograficos como fase estacionaria, fase mévektema de deteccdo. O método por
cromatografia liquida em fase reversa foi desendole validado para determinacdo de
rimonabanto em produtos farmacéuticos (comprimidogstidos e capsulas manipuladas),
revelando especificidade, linearidade, precisdo xatidgo, conforme demonstrado no

ARTIGO 5.1. O meétodo proposto utilizou coluna cromatografi€Cas, amplamente
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empregada na rotina de laboratorios de controlgudédade de medicamentos. Na avaliacao
da especificidade do método, o pico do rimonabéelitido em 7.1 min) foi separado dos
picos dos produtos de degradacdo com adequadag@&satntre os sinais (figura 1, p. 60),
demonstrando seletividade e que a metodologia psmie empregada em estudos de
estabilidade do farmaco. Além disso, foi verificaglee os excipientes presentes no produto
farmacéutico nao interferem na andlise do farmdo.método apresentou excelente
linearidade na faixa de concentracdo de 0,5 — 50mid (r> = 1,0000) e adequada
sensibilidade (LOQ = 0.24 pg nrf), permitindo sua utilizacdo na anélise do perél d
dissolugéo de formulagdes farmacéuticas. Os valenesntrados para a repetibilidade e
precisdo intermediaria apresentaram coeficientesadacao inferiores a 1,06%, indicando a
precisdo do método analitico proposto. O valor méditeste de exatidao foi de 99,60% para
analise do farmaco em comprimidos revestidos e @E52% em capsulas manipuladas,
demonstrando exatidao significativa, pois o vatmomendado é de 100 +2% em relacdo ao
declarado (SHABIR, 2003). Durante a avaliacdo dmstez do método, observou-se que as
modificacdes na proporcao de acetonitrila, fluxdade movel, fabricante da coluna e volume
de injecdo nao alteram de forma significativa @ultados da quantificacdo do farmaco nas
amostras, embora ocorra mudanca no seu tempo dacdiet com as trés primeiras
modificacdes. Através do teste de adequabilidadsistema verificou-se que os parametros
testados apresentaram DPR inferiores a 2%, demaodstique o equipamento e as condi¢des
do método sdo adequados para assegurar a confaleildos dados analiticos (tabela 3, p.
57). Conclui-se, portanto, que o método proposimpre com 0S requisitos preconizados
pela literatura, podendo ser empregado para argdisienonabanto.

O estudo de degradacéao forgcada do rimonabantomsubgbes de estresse tais como
temperatura elevada, hidrdlise acida e basicaag&im quimica e fotdlise, foi conduzido com
0 objetivo de verificar quais os fatores que commtem sua estabilidade, além de ter sido
utilizado para avaliar a especificidade do métaukditico frente a produtos de degradacdo. O
farmaco foi instavel quando exposto a peréxido ideofgénio, ocorrendo diminuicdo no seu
teor com simultanea formacao de produtos de degfiad®correu degradacao significativa
do farmaco quando exposto a luz, tanto a provemidet lampada UV-C quanto de luz
ambiente. Nesta ultima, solu¢des que sdo mantigasstas a luz, sem protecdo, sao instaveis
e originam produtos de degradagdo do farmaco (ANEX®. 115). A respeito da baixa
estabilidade frente a luz do rimonabanto em solu¢@stes adicionais que avaliassem a
fotoestabilidade do farmaco no estado sélido serawportantes. Para o taranabant, a

literatura relata que amostras do farmaco no essatido submetidas a estresse térmico
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apresentam perfis de degradacgéo similares ao n@éérem solugéo, porém a velocidade da
reacao foi diferente nas condi¢des investigadas(CHkt al., 2009). Destaca-se que, a partir
dos resultados obtidos, nenhuma conclusdo poddegarcom relacdo a estabilidade da
matéria-prima sob condi¢des normais de manuseiom@aza&namento, pois as condicdes
extremas de estresse aplicadas nas solu¢fes dactafavorecem sua degradacéo. Ressalta-
se ainda que o método cromatografico foi capaz wmtificar o rimonabanto mesmo na
presenca de seus degradantes. Através do detectmrahjo de diodos, verificou-se que o
pico do farmaco permaneceu com elevada purezadas &5 determinacdes. Logo, o método
analitico pode ser caracterizado como indicativestabilidade.

Os estudos de dissolucdo vitro de farmacos sdo fundamentais para garantir a
qualidade das formulacdes solidas de uso oral.rfd ge dissolucéo relaciona a porcentagem
dissolvida de farmaco em diferentes tempos de aagmsh, possibilitando a avaliacdo das
caracteristicas biofarmacotécnid¢asvitro dos diferentes produtos existentes para um mesmo
farmaco. Foi desenvolvido ensaio para avaliar aotligdo do rimonabanto a partir formas
farmacéuticas, visto que ndo foram encontradosdoétdescritos na literatura. O ensaio foi
entdo aplicado na determinacdo dos perfis de dic&ol de comprimidos revestidos e
capsulas manipuladas do farmaco. Também foi reizatudo para avaliar a influéncia dos
excipientes da formulacdo na velocidade e extedsadissolugdo do farmaco a partir de
capsulas de gelatina. A parte experimental e osltag®s obtidos sdo demonstrados no
ARTIGO 5.2. O delineamento do ensaio de dissolucéo foi basead propriedades fisico-
quimicas do farmaco, o qual possui baixa soluldkdem agua, e na dosagem de 20 mg dos
comprimidos. Com base nessas consideractes, festatas inicialmente diversas condi¢gbes
do ensaio com o intuito de escolher aquela que onellwracterizasse um perfil de liberacéo
gradual do farmaco em funcédo do tempo e com quatdidlissolvida acima de 85% no
intervalo de duracdo do teste. As condicOes seladms foram 900 mL de LSS 0,15% em
dgua como meio de dissolucdo, aparato 2 (p4) ecidalte de rotacdo de 50 rpm. A
quantificacdo do farmaco no meio de dissolucdadalizada pelo mesmo método por LC
desenvolvido para analise em produtos farmacéuyticosqual demonstrou adequada
especificidade (figura 2, p. 76). Os dados expartais obtidos na determinacdo da
estabilidade da amostra de comprimidos no meio idsold¢do encontram-se na faixa
estabelecida (98 — 102%), demonstrando que o ribzoa € estavel sob as condigbes
estudadas. O produto de referéncia (Aconipl@as capsulas manipuladas (produtos A, B e
C) exibiram perfis de dissolucédo bastante distirffigaira 3, p. 80), tanto pela comparacao

grafica dos resultados quanto pelos valores déeéia de dissolucdo (tabela 6, p. 82). A
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maioria dos perfis obtidos foi mais bem descritbo prodelo bi-exponencial de liberacéo,

conforme observado na tabela 5 (p. 79). As caus@sgbaixa dissolucéo atingida pelos trés
produtos manipulados podem estar relacionadaseasow fatores ja discutidos, sendo que
problemas na etapa de formulacdo parecem seragdgtrincipais. O estudo de liberacao,
que foi realizado através da incorporacdo de difeseexcipientes ao farmaco (tabela 1, p.
73), revelou que o uso de diluente hidrofilico sintegrantes melhoram a dissolugdo do
farmaco, fato que néo foi observado com o usomtivo na formulacdo e apos reducao de
52% do tamanho de particula da substancia atigaréi4, p. 81). Foi atingida percentagem
de farmaco dissolvido préxima a 70% em 60 min conasl das formulagBes elaboradas,
aguém da atingida pelo produto de referéncia. Dés¥aa, muitas foram as estratégias

usadas pelo fabricante para melhorar a dissolugafarthaco, que apresentou uma rapida
desintegracdo e dissolucdo proxima a 95% a paos abmprimidos comerciais. Essa

avaliacdo demonstrou que a escolha correta dogiemt#s usados na formulacdo de
farmacos poucos sollveis tém grande importancé) jue para o farmaco ser absorvido e
exercer sua acao terapéutica, sua adequada libeead&solucdo da forma farmacéutica €
fundamental. O ensaio de dissolugcéo proposto meseadequado para avaliar a dissolucao
do rimonabanto a partir de formas farmacéuticasla®lde uso oral, podendo, portanto, ser
empregado em estudos de dissolucdo e no controjeatidade do medicamento.

A eficacia clinica de uma formulacdo farmacéuti@a é atribuida somente a atividade
intrinseca da substancia ativa. Os componentegagdiiis na preparacdo, 0s processos de
fabricacdo do produto e as caracteristicas fisidovigas do farmaco podem afetar o
comportamento do medicamento no organismo, gerapdiblemas de ineficacia,
intoxicacbes e diferencas na biodisponibilidade f@lonaco (ANSEL et al., 2004). Até
novembro de 2008, quando a ANVISA suspendeu a aialieacdo do rimonabanto, o
Acomplid® ndo era a Unica apresentacdo do medicamento dispato pais. Apds seu
lancamento, diversas farmécias magistrais manipoifasapsulas contendo o farmaco como
alternativa mais econdmica em relacdo ao produtoetréncia. No entanto, embora a
legislacdo preconize que esses estabelecimentasndewmprir com as exigéncias minimas
de qualidade dos medicamentos manipulados, sabjeesena pratica, esse controle nem
sempre é realizado.

Considerando-se a importancia de assegurar a iefitttapéutica e seguranca do uso
de medicamentos, torna-se imprescindivel o conttelgualidade de produtos farmacéuticos.
Nesse contexto, produtos farmacéuticos contendonatmanto foram submetidos a testes

fisico-quimicos de controle de qualidade. As anasstavaliadas foram o Acomplia
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(medicamento de referéncia) e cpsulas vendidaggsofarmacias de manipulacdo de Santa
Maria, RS. O método cromatografico proposto nesiieatho foi aplicado na andlise do teor

de principio ativo e uniformidade de doses unitariadicionalmente, alguns testes fisicos

gerais descritos na Farmacopéia Brasileira 42 edi288), tais como peso médio e perfil de

dissolugao, foram executados. Os resultados saordgrados nSECAO 6.

A maioria das formulacdes testadas foi aprovada macdo ao peso médio, como
pode ser observado na Tabela 4, exceto o produt®s\.demais produtos avaliados
cumpriram as especificacoes do teste de peso mgai®,0s respectivos limites de +5% e
+10% para os comprimidos e capsulas ndo forampaléssados por nenhuma das unidades. A
avaliacdo da uniformidade de contetdo de comprisnédoapsulas demonstrou que apenas o
produto A apresentou unidades fora da faixa de 855% do valor declarado, sendo que os
demais produtos foram aprovados nos teste. Em gg&do haver parametros definidos por
monografia para o rimonabanto, a especificacdo pateor do farmaco foi baseada nas
porcentagens geralmente permitidas em monografiesais (90 — 110%). A andlise
quantitativa das amostras de comprimidos e do pooBuutilizadas neste estudo forneceu
resultado meédio de 102,57% e 98,17% no teor deaf@mrespectivamente, estando de
acordo com o0s parametros de qualidade exigidos.cé#ssulas manipuladas A e C
apresentaram teor abaixo do especificado. A paagent dissolvida de rimonabanto obtida
para os comprimidos revestidos foi superior a 8366 minutos, conforme estabelecido
para farmacos de dissolucdo lenta ou fracamenfeislem agua (classe 2) presentes em
formulacdes solidas orais de liberacdo imediataA(FD997). Em relacdo as capsulas
manipuladas, a porcentagem de farmaco dissolvidimfierior ao valor especificado para os
trés produtos, ou seja, apenas 22% para o A, 36&wpA e 16% para o C.
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8 CONCLUSOES

. As anédlises por RMN dé*C e 'H, espectrofotometria no ultravioleta, analise
elementar e cromatografia liquida permitiram a carizacdo da substancia quimica de

referéncia utilizada neste estudo;

. O método desenvolvido e validado por cromatogtafisida em fase reversa mostrou-
se especifico, preciso, exato e sensivel parasangliantitativa de rimonabanto em produtos
farmacéuticos, sugerindo-se sua aplicacdo no dente qualidade de medicamentos e em

estudos de dissolucéo;

. O método cromatografico proposto promoveu a sefparap rimonabanto de seus
produtos de degradacéo, indicando que o procedinaaralitico € adequado para estudos de

estabilidade do farmaco;

. O uso de 900 mL de lauril sulfato de sédio 0,15%7a+ 0,5 °C, aparato 2 (pa) e
velocidade de agitacdo de 50 rpm, forneceu resdtadtisfatorios para avaliar a dissolucéo
de formas farmacéuticas soélidas orais de rimonabanfoi capaz de discriminar entre os

diferentes produtos testados;

. O estudo de dissolucao do rimonabanto a partiddesentes formulacdes preparadas
demonstrou que os excipientes exercem grande mdila&anto na velocidade quanto na

quantidade de farmaco dissolvido;

. Os ensaios fisico-quimicos de controle de qualidadeam empregados
satisfatoriamente para andlise de parametros caso médio, uniformidade de conteudo,

teor e perfil de dissolugdo de comprimidos e cagssabntendo o farmaco;

. Os meétodos desenvolvidos e validados estabeleceramptios para efetiva
continuidade de estudos cientificos na area e gmemtos importantes em controle da
qualidade, garantindo a seguranca e eficacia tetiapé dos produtos farmacéuticos
disponiveis no Pais.
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10 ANEXOS

ANEXO A — Andlise do tamanho de particula do rimonabanto

A andlise do tamanho de particula da matéria-pdm&rmaco foi realizada antes e
ap0s a sua moagem, para avaliacdo do grau de mamgéon atingido. Utilizou-se
microscoépio Optico devidamente equipado. Foramiadas quinhentas particulas no aumento
de 200x. A linearizacdo da curva sigméide de dhsicéo de tamanho de particulas foi
realizada utilizando-se a tabela estatistica dbifmsy conforme método descrito na literatura
(PASQUALOTO et al., 2005). A distribuicdo do tamantie particula dos dois grupos é
apresentada na Tabelas 8 e 9.

Os valores de percentagem acumulada foram tranaérs em probitos através da
tabela estatistica. Na representacao grafica, twegade diametro (D) ou logaritmo do
diametro (log D) foram dispostos nas abscissag (@3 valores de probitos foram dispostos
nas ordenadas (y). O diametro médio das parti@ulkealculado através da equacado da reta
obtida por regresséo linear de uma de duas fort)d3:(um) x probitos, tratando-se de uma
distribuicdo normal; ou, 2) log D x probitos, trada-se de uma distribuicdo log-normal. A
equacdo da reta escolhida foi aquela que apresengficiente de determinacarf)(mais
proximo a 1. Utilizou-se o ponto 50% (probito =@@ra a determinagédo do diametro médio
das particulas (§3) de cada grupo.

Tabela 8 — Analise granulométrica da matéria-pai@amonabanto

Faixa (um) D (um) log D n % % acumul. Probito
10-50 30 1,48 119 23,8 23,8 4,29
50 - 90 70 1,85 217 43,4 67,2 5,44
90 - 130 110 2,04 91 18,2 85,4 6,04

130-170 150 2,18 31 6,2 91,6 6,41

170 - 210 190 2,28 20 4,0 95,6 6,75

210 - 250 230 2,36 14 2,8 98,4 7,14

250 — 290 270 2,43 5 1,0 99,4 7,51

290 - 370 330 2,52 2 0,4 99,8 7,88

370 -410 390 2,59 1 0,2 100,0 8,09

Total 500 100,0
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Tabela 9 — Analise granulométrica da matéria-pridea rimonabanto apds reducdo do
tamanho de particula

Faixa (um) D (um) log D n % % acumul. Probito
0-20 10 1,00 79 15,8 15,8 4,01
20 - 40 30 1,48 190 38,0 53,8 5,10
40 - 60 50 1,70 120 24,0 77,8 5,77
60 — 80 70 1,85 58 11,6 89,4 6,23

80 - 100 90 1,95 21 4,2 93,6 6,55

100 - 120 110 2,04 14 2,8 96,4 6,75

120 - 140 130 2,11 10 2,0 98,4 7,14

140 - 160 150 2,18 3 0,6 99,0 7,33

160 — 180 170 2,23 2 0,4 99,4 7,51

180 — 200 190 2,28 1 0,2 99,6 7,65

200 — 220 210 2,32 2 0,4 100,0 8,09
Total 500 100,0

D: didmetro médio da classe; nimero de observacdes; % acumul.: freqiiénciaasoeptagem acumulada

crescente

Os resultados obtidos para as regressdes utibzlogl D x probitos apresentaram
melhor correlacdo estatistica para os dois grupomakéria-prima de rimonabanto (Tabela
10). Desta forma, a distribuicAo de tamanho dasicpgas de cada grupo segue uma

distribuicdo log-normal (Figura 9).

Tabela 10 — Resultados da andlise de regressér lpe= ax + b) a partir dos dados de
granulometria de cada grupo de matéria-prima,zatiilo D ou log D versus os valores de

frequéncia acumulada transformados em probitos

Grupo Distribuicéo Equacéo re
N&o tratada Normal y = 0,0098x + 4,6845 0,9243
Log-normal y = 3,4424x — 0,9297 0,9907
Micronizada Normal y =0,0176x + 4,6268 0,9179

Log-normal y = 3,0146x + 0,7638 0,9836
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Probito

4 y = 3,4424x - 0,9297 (r? = 0,9907)
31 Dso = 52,79 um

11 1,6 2,1 2,6

log D

Probito

y = 3,0146x + 0,7638 (r? = 0,9836)
3 Dgo = 25,42 pm

0 T T T T
0,6 11 1,6 2,1 2,6

log D

Figura 9 — Distribuicdo log-normal do tamanho dasgtipulas de rimonabanto antes (A) e

apos (B) reducédo da granulometria através de moagem

Comparando-se os resultados para os diametroosnédals particulas dos dois grupos
de matéria-prima, verifica-se que houve reducacbti®% no tamanho de particula do

farmaco apos o processo de micronizacao.
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ANEXO B - Protocolo para avaliacdo da exatiddo pelo métladcecuperagcdo apds adicdo

de padrdo a amostra

Tabela 11 — Protocolo para avaliacdo da exatidEimétodo da recuperacédo apos adicdo de

padrdo a amostra

Amostra Vol. sol. Vol. sol. padrao Baldo vol. (mL)  Concentracéo
amostra (mL) (mL) final (ug/mL)

Padréo - 1,25 5 12,5
Amostra 1,25 - 5 12,5

1 1,25 0,75 5 20,0

2 1,25 0,75 5 20,0

3 1,25 0,75 5 20,0

4 1,25 1,25 5 25,0

5 1,25 1,25 5 25,0

6 1,25 1,25 5 25,0

7 1,25 1,75 5 30,0

8 1,25 1,75 5 30,0

9 1,25 1,75 5 30,0

Para avaliacdo da exatiddo do método por LC ewupoe farmacéuticos, foi usado o
método da recuperacado, que consiste em adicioieaeidties concentracdes de solu¢do padrao
a solucdo amostra de concentragdo conhecida (TabglsA exatiddo foi avaliada em trés
concentracdes (em triplicata), em dias diferentes.

Para preparacdo da solucdo padréo, transferiu-sagl@e rimonabanto SQR para
baldo volumétrico de 200 mL, solubilizou-se comanet e completou-se o volume com o
mesmo solvente (concentracdo: 50 pginL

Para preparacdo da solucdo amostra, transferiu-squivalente a 5 mg de
rimonabanto (a partir do pé dos comprimidos ou @i@s$ para baldo volumétrico de 100 mL,
adicionou-se 50 mL de metanol, deixou-se em bafthesadnico por 5 min e completou-se o0
volume com o mesmo solvente (concentracdo: 50 pg)mPara os comprimidos,

centrifugou-se a suspensao por 5 min e utilizoo-sebrenadante para as analises.
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ANEXO D - Curva analitica obtida por LC e analise de waidg (ANOVA) dos resultados
da linearidade do método

4500000 ~
4000000 +
3500000 -
3000000 -
2500000 -
2000000 -
1500000 -
1000000 -
500000 H

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Area do pico

Mg mL?

Figura 10 — Representacado grafica da curva araatiticrimonabanto obtida pelo método por

LC para quantificacdo em comprimidos e capsulas

Tabela 12 — Resultados da curva analitica de ribeorta para o ensaio por LC para

formulacdes farmacéuticas, obtidos atraves do mélod minimos quadrados

Parametro Resultado
Faixa de linearidade 0,5-50 pg L
Equacdo dareta:y=ax+b y =79228x + 6390,7
Inclinacéo (a) + desvio padrao 79228 + 639,54
Intercepto (b) + desvio padrao 6390,7 +1914,08

Coeficiente de determinacad)( 1,0000
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Tabela 13 — Analise de variancia (ANOVA) das arebsolutas para as curvas padrdo de
rimonabanto, obtidas por LC

Fontes de variacao GL SQ Variancia & F
Entre concentracdes 5 3,49503 *°10 6,99006 x 1& 33038 (3,11)
- regresséo linear 1 3,49488 x40 3,49488 x 16 165185 (4,75)
- desvio da linearidade 4 1,46504 ¥ 10 3,66261 x 1B 1,73 (3,26)
Residuo 12 2,53889 x 10  2,11574 x 1B

Total 17 3,49528 x 1

#Valores entre parénteses correspondem aos vaidtiess de F para p = 0,05

GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados
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ANEXO E - Cromatogramas obtidos da estabilidade de solde&QR de rimonabanto (10
ng mLY) em metanol, deixada na bancada sem protecdoacaniuz. (A) solucdo de
referéncia; (B) amostra exposta a luz ambientebpur formacao de produtos de degradacao

em 6,4, 7,9 e 15,4 min, com diminuicéo de 4,5%raa do pico do rimonabanto (7,1 min)
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