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RESUMO

A USP 34 é o unico compéndio oficial na atualidade que estabelece uma
metodologia analitica para a determinacdo do topiramato em matérias-primas e
comprimidos. No entanto, esta metodologia tem como inconveniente a utilizacdo de
um sistema cromatografico acoplado a um detector de indice de refracao,
equipamento de dificil operagéo, baixa sensibilidade e alto custo. Este trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia analitica alternativa para a
guantificacdo do topiramato em comprimidos, utilizando a técnica de cromatografia
liguida com deteccédo espectrofotométrica no UV/visivel, associada a derivatizacao
com o 1-flior-2,4-dinitrobenzeno. Os resultados sugeriram que o método é linear e

seletivo.

Palavras-chave: Topiramato. Cromatografia Liquida. Deteccdo Espectrofotométrica.

Derivatizag&o. 1-Fluor-2,4-dinitrobenzeno.



ABSTRACT

USP 34th edition is the only current pharmacopeial compendium that includes an
official monography for topiramate determination in raw materials and in tablets.
However, this methodology has some disadvantages, due to the use of a
chromatography system equipped with a refraction index detector, an equipment with
low sensitivity and high operational costs. The aim of this work was developing an
alternative analytical method for topiramate determination in tablets, using liquid
chromatography with UV [/ vis spectrophotometric  detection,  with
fluorodinitrobenzene derivatization. The results suggest that the method is linear and

selective.

Keywords: Topiramate. Liquid chromatography. Spectrophotometric detection.

Derivatization. Fluorodinitrobenzene.
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1 INTRODUCAO

1.1 A VIGILANCIA SANITARIA NO BRASIL

No Brasil, denominou-se Vigilancia Sanitaria a maneira de avaliar e abordar
os efeitos sobre a salde humana e ambiental, relacionados a produtos, servicos,
tecnologias e intervencdes de diversas naturezas no meio ambiente (DALLARI,
2008). No entanto, as acdes de interesse para a saude ndo sdo de competéncia
exclusiva da &rea de vigilancia sanitaria, estando também vinculadas as politicas

sociais e econdmicas implementadas pelo governo.

As acbes de vigilancia sanitaria tém carater essencialmente preventivo e
incluem todas as préaticas médico-sanitarias, atuando sobre a promocao, protecao,
recuperacdo e reabilitacdo da saude, agindo sobre fatores de risco associados a
produtos, insumos e servi¢cos relacionados com a saude, o0 meio ambiente e o
ambiente de trabalho, e com a circulacdo internacional de transportes, cargas e

pessoas.

1.1.1 Constituicdo da vigilancia sanitaria no Brasil: aspectos legais

A Lei n°. 6360, de 23 de setembro de 1976, também conhecida como Lei de
Vigilancia Sanitaria, surgiu em meio a dendncias sobre praticas comerciais
guestionaveis, adotadas pela industria farmacéutica (COSTA; ROZENFELD, 2000).
Esta lei normatiza as operacdes industriais a que se sujeitam os medicamentos,
drogas, insumos farmacéuticos e correlatos, bem como aos produtos de higiene,
cosmeéticos, perfumes, saneantes domissanitarios e produtos dietéticos. Ela aborda
guestdes como: rotulagem, embalagem, responsabilidade técnica, requisitos para a
concessao de registro, critérios para propaganda e transporte, entre outras. A Lei n°.
6360/76 estabelece também algumas praticas que configuram infracbes sanitarias,
sujeitas assim as penalidades previstas na legislacdo, e determina as competéncias
da acdo fiscalizadora, afirmando a necessidade da utilizacdo do controle de
qualidade como forma de garantir os aspectos qualitativos e quantitativos das

operacoes de fabricacdo de medicamentos (BRASIL, 1976).
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A Lei n°. 6437, de 20 de agosto de 1977, complementa a Lei n°® 6360/76,
determinando as sancfes administrativas as quais estdo sujeitas as infracfes
sanitarias definidas na primeira norma, e inclui todos os produtos, inclusive os
alimentos, sob 0 mesmo ordenamento juridico. Determina também a necessidade de
avaliacdo laboratorial para a verificagdo da conformidade do produto com as
especificacdes contidas no registro (analise de controle), e com as normas de
qualidade minima (analise fiscal), publicadas no Diario Oficial da Unido (DOU) (DA
SILVA, 2000).

Até o ano de 1988, o Ministério da Saude definia a vigilancia sanitaria da
seguinte forma:

Vigilancia sanitaria € um conjunto de medidas que visam elaborar, controlar

a aplicacdo e fiscalizar o cumprimento de normas e padrBes de interesse

sanitdrio relativo a portos, aeroportos e fronteiras, medicamentos,

cosméticos, alimentos, saneantes e bens, respeitada a legislacédo
pertinente, bem como o exercicio profissional relacionado com a saude.

(COSTA; ROZENFELD, 2000, p. 15)

A Constituicdo Federal, elaborada em 1988, tinha como objetivo afirmar o
Estado democratico de direito, resgatando o compromisso do Estado de promover o
bem-estar e a justica social. Em seu capitulo Il, artigo 6°, a Carta Magna de 1988
definia a satde como um direito social. Neste contexto, o Sistema Unico de Satde
(SUS), com atividade predominantemente preventiva, foi instituido como um meio de
concretizar esse direito, 0 que representou um grande salto qualitativo e quantitativo
na concepc¢ao sanitaria nacional. O artigo 200 da Constituicdo Federal estabeleceu
as atribuicbes legais do SUS, entre elas o controle e a fiscalizacdo de
procedimentos, produtos e substancias de interesse para a salude, a execucdo das
acOes de vigilancia sanitaria e epidemiologica, bem como as de saude do
trabalhador, além da fiscalizacdo e inspec¢do de alimentos, bebidas e a4gua para
consumo humano (DE LIMA; BAPTISTA, 2006).

Mas foi somente em 19 de setembro de 1990, com a Lei n° 8.080, também
conhecida como Lei Orgéanica da Saude, que a estrutura e o funcionamento do SUS
foram regulamentados. Em seu artigo 6°, paragrafo 1°, esta Lei caracteriza a
vigilancia sanitaria como “‘um conjunto de agdes capazes de eliminar, diminuir ou

prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio
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ambiente, da producéao e circulacdo de bens e da prestacdo de servigos de interesse
da saude”. Segundo a Lei n°® 8080/90, ndo apenas os produtos historicamente alvos
da acdo da vigilancia sanitaria, mas quaisquer bens de consumo passaram a ser
objeto de fiscalizacdo, desde que, direta ou indiretamente, se relacionassem aos

fatores condicionantes ou determinantes da saude (BRASIL, 1990Db).

Segundo Lucchese (2006), a Vigilancia Sanitaria caracteriza-se como um dos
bragos executivos que estruturam e operacionalizam o SUS na busca da
concretizacao do direito social & saude, em especial devido ao seu poder normativo
e fiscalizador sobre os servicos prestados, produtos e insumos terapéuticos de
interesse para a saude, tendo como principal objetivo a elimina¢cdo ou minimizacéo

do risco sanitario envolvido na producao, circulacdo e consumo.

7

Outro fato que merece destaque é a evolucdo da legislacdo sanitaria da
época que, de estatuto criminal contra a fraude e a propaganda enganosa, passou a
uma estrutura legislativa cujo principal objetivo era a prevencado de riscos a saude
dos usuarios (DA SILVA, 2000).

Paralelamente, foi publicada a Lei n°. 8078/90, também conhecida como
Cédigo de Defesa do Consumidor que, reconhecendo a vulnerabilidade do
consumidor dentro do mercado de consumo, busca resguardar a sua dignidade,
salde, seguranca e 0s seus interesses econémicos, por meio da regulacdo das

relac6es producdo-consumo (BRASIL, 1990a).

Em sua Secdao |, a Lei n° 8078/90 aborda exclusivamente aspectos relativos a
protecdo da saude e seguranca dos consumidores, reiterando a responsabilidade do
fornecedor ou fabricante sobre potenciais riscos a salde ou seguranca, mesmo
agueles anteriormente desconhecidos, exercidos pelos produtos ou servicos
colocados no mercado de consumo. Segundo essa norma, os fornecedores tém a
obrigacdo de informar aos consumidores, ostensiva e adequadamente, acerca da
potencial nocividade ou periculosidade a saude dos produtos ou servigos por eles
prestados (BRASIL, 1990a).

Somente em 26 de janeiro de 1999, foi publicada a Lei n° 9.782 — alterada
pela Medida Proviséria (MP) n® 2.190-34, de 23 de agosto de 2001 — que define o
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Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), cria a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitéria (ANVISA) e d& outras providéncias na sua area de atuacao.

Legalmente, a ANVISA foi definida como uma autarquia vinculada ao
Ministério da Saude, que tem autonomia administrativa e financeira e confere
estabilidade aos seus dirigentes. Em seu Artigo 6°, esta Lei define:

A Agéncia tera por finalidade institucional promover a protecdo da salde da
populacdo, por intermédio do controle sanitario da producdo e da
comercializagdo de produtos e servicos submetidos a vigilancia sanitéaria,

inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das tecnologias a
eles relacionados, bem como o controle de portos, aeroportos e

fronteiras.(BRASIL, 1999)

Entre as principais competéncias da ANVISA estdo: coordenar o SNVS;
fomentar e realizar estudos e pesquisas na sua area de atuacdo; estabelecer
normas que norteiem as acdes de vigilancia sanitéria; estabelecer limites para
contaminantes e residuos toxicos; autorizar o funcionamento de empresas de
fabricacdo, distribuicdo, importacdo e comercializacdo de produtos de interesse da
Saude Publica, bem como interditd-las em caso de violacdo da legislacao pertinente;
conceder registros de produtos; coordenar as acdes de vigilancia sanitaria
realizadas por todos os laboratérios que compdem a rede oficial de laboratérios de
controle de qualidade em saude; promover a revisdo e atualizacdo periddica da
farmacopeia; fiscalizar a propaganda e publicidade de produtos submetidos ao
regime de vigilancia sanitaria; e executar atividades de vigilancia epidemioldgica e

controle de vetores relativas a portos, aeroportos e fronteiras (BRASIL, 1999).

Nessa norma, foram definidas ainda novas atribuic6es da vigilancia sanitaria,
como o monitoramento da qualidade de bens e servicos por meio de programas
especiais, a implementacdo dos sistemas de vigilancia farmacologica e toxicologica,
bem como a manutencdo de um sistema de informacéo, e o controle dos produtos
fumigenos, e de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos (COSTA;
ROZENFELD, 2000).

As principais unidades que compdem o SNVS sdo: no ambito federal, a
ANVISA e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS),
subordinado administrativamente a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e
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tecnicamente & ANVISA; no ambito estadual, os 27 6rgdos de vigilancia sanitaria
das Secretarias Estaduais de Saude, além de um Laboratério Central de Saude
Publica (LACEN) em cada unidade da federacdo; e no ambito municipal, os servi¢os
de vigilancia sanitaria dos 5.543 municipios brasileiros (LUCCHESE, 2006).

O INCQS oferece suporte laboratorial as acdes de vigilancia sanitaria em todo
o territério nacional, realizando as andlises laboratoriais previstas na legislacao
sanitaria ou por demanda de 6rgéos oficiais, seja em caso de denuncia ou como
parte de programas especiais de monitoramento da qualidade em salude. Assessora,
também, outros laboratorios da Rede Nacional de Laboratérios de Vigilancia
Sanitaria e, por ser uma instituicdo publica de referéncia na sua area de atuacéo,
emite pareceres técnico-cientificos sobre questdes relacionadas a vigilancia sanitaria
e participa de comissfes, comités e grupos técnicos vinculados ao setor de saude.
Consonante com a sua funcdo estratégica dentro do SNVS, o INCQS ainda
desenvolve, adapta, aprimora e/ ou implementa metodologias analiticas aplicadas a

verificacdo da qualidade de produtos de saude.

1.1.2 A Farmacopeia Brasileira

A Farmacopeia € o cédigo oficial farmacéutico de um determinado pais, que
contém o0s requisitos minimos de qualidade, compilados sob a forma de

monografias, especificas para matérias-primas e produtos de interesse da saude.

A primeira Farmacopeia Brasileira (FB) foi aprovada pelo Decreto n° 17.509,
de 04 de novembro de 1926, porém somente a partir de 15 de agosto de 1929 teve o
seu uso obrigatério. Ela nasceu do trabalho de Rodolpho Albino Dias da Silva, que
compilou em um livro a pesquisa realizada ao longo de toda a sua vida, envolvendo
drogas de origem animal e vegetal, bem como a descricdo de produtos quimicos e
de preparacdes oficinais (FARMACOPEIA..., 2010).

A partir da década de quarenta, a substituicdo gradativa das boticas pelas
farmacias, que ndo mais realizavam a arte da manipulacdo magistral, associada ao

crescimento da industrializacdo no setor farmacéutico e o surgimento dos



23

medicamentos modernos, determinaram a necessidade de revisdo da FB, que
ganhou uma segunda edicdo em 1959 (FARMACOPEIA..., 2010).

A partir dai, surgiram novas edi¢cbes que, como a segunda, permaneceram
voltadas para os insumos e especialidades farmacéuticas, buscando padrdes
nacionais de qualidade dos bens de interesse da saude. No entanto, a cada nova
edicdo da FB, as edi¢cOes anteriores ndo eram revogadas, 0 que representava um
entrave para as acgfes reguladoras da vigilancia sanitaria. Esta situagdo s6 foi
modificada com a publicacdo da quinta edicdo, em 2010, para a qual foi realizado o
levantamento de todos os textos publicados nas edicbes anteriores, com a
substituicdo de procedimentos desatualizados e a exclusdo de monografias
obsoletas, possibilitando assim a revogacao das demais edicbes (FARMACOPEIA...,
2010).

A selecdo dos medicamentos a serem incluidos na FB néo € aleatéria. Estes
sdo escolhidos entre os medicamentos que constam da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) ou da lista elaborada pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS). Sédo, também, elaboradas em carater de prioridade, as
monografias dos medicamentos incluidos em programas especiais de salde e dos

novos produtos de maior interesse terapéutico (AGUIAR, 2006).

Desde a criacdo da ANVISA, em 1999, a revisdo permanente da FB passou a
ser de responsabilidade administrativa, técnica e cientifica da agéncia, mais
especificamente da Comissdo da Farmacopeia Brasileira (CFB), nomeada pelo
Diretor-Presidente da ANVISA, e subdividida em varios Comités Técnicos Tematicos
(CTT), cada qual composto por profissionais com experiéncia em uma area

especifica do conhecimento.

Uma nova monografia de um farmaco ou de uma especialidade farmacéutica
pode ser proposta pelo CTT pertinente, por um laboratério pertencente a rede oficial
de laboratorios de controle de qualidade em saude ou por uma industria
farmacéutica. Em seguida, a nova monografia devera ser submetida a uma série de
avaliacbes que comprovem tratar-se de um método analitico validado. Se a
monografia for julgada adequada pela CFB, ela serd remetida para outros
colaboradores (INCQS e demais 6rgados oficiais de controle de qualidade, indastria

farmacéutica e universidades credenciadas) com o objetivo de certificacédo, ou seja,
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verificar se a metodologia funciona e fornece os mesmos resultados em diferentes
laboratorios. Com base nos resultados obtidos, a monografia é reavaliada pela CFB
e, sendo aprovada, é colocada em Consulta Publica para apreciacdo da comunidade
cientifica e, caso ndo ocorram manifestacées contrarias, a monografia € enviada a
andlise e oficializagdo pela ANVISA (AGUIAR, 2006).

De uma maneira geral, os cédigos farmacéuticos ndo sdo estaticos. Ao
contrario, as Farmacopeias estdo em constante evolucdo, passando por sucessivas
revisdes e atualizacdes, a fim de acompanhar o conhecimento cientifico do risco, a
introducdo de novos farmacos na terapéutica, o desenvolvimento tecnolégico da
producdo e o surgimento de métodos analiticos mais modernos, precisos e/ou

eficientes.

Todos os laboratérios oficiais sdo obrigados a aplicar as metodologias
analiticas descritas nas monografias oficiais nas analises previstas na legislacao
sanitaria, salvo nos casos de inexisténcia de monografia especifica. A monografia
oficial é considerada como o padrdo minimo de qualidade exigido para que o
produto seja aceito no mercado, assegurando a sua eficacia e seguranca. Em outras
palavras, a monografia oficial representa o risco aceitavel, no entender do Estado,
num dado momento e face ao conhecimento jA acumulado, e incorpora o
reconhecimento social do risco e a necessidade de controle do mesmo (DA SILVA,
2000).

Por outro lado, as empresas fabricantes ndo sdo obrigadas a utilizar os
métodos analiticos oficiais durante a etapa de controle de qualidade de seus
produtos. Contudo, a industria farmacéutica devera utilizar necessariamente
metodologias analiticas validadas e observar os limites de tolerancia estabelecidos

nos compéndios oficiais em vigor.

Segundo a Resolugédo n°® 37, de 06 de julho de 2009, na auséncia de
monografias oficiais de matérias-primas, formas farmacéuticas, correlatos e métodos
gerais, inscritas na FB, poderdo ser adotadas monografias oficiais extraidas de
certos compéndios internacionais, em suas Ultimas edi¢des. Entre estes, destacam-
se a Farmacopeia Norte-Americana (USP), a Britanica, a Europeia e a Internacional,
esta Ultima elaborada pela OMS (BRASIL, 2009).
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1.2 TOPIRAMATO

O topiramato [2,3:4,5-bis-O-(1-metiletilideno)-p-D-frutopiranose sulfamato]
(TPM) é um farmaco anticonvulsivante, usado no tratamento de convulsdes
epilépticas do tipo parciais (simples — com ou sem crise tonico-clénica
secundariamente generalizada — ou complexas) e generalizadas (convulsdes
mioclénicas e tbnico-clonicas), tanto em adultos como em criangas acima de dois
anos (HARDMAN; LIMBIRD, 2005).

O TPM é um derivado sulfamato do monossacarideo D-frutose (Figura 1),
cujo uso é aprovado em Varios paises, na prevencao ou reducdo da frequéncia de
ataques epilépticos (quando utilizado em monoterapia ou concomitantemente com
outro farmaco) e, ainda, na profilaxia da enxaqueca (SHANK; MARYANOFF, 2008).

Figura 1 - Estrutura quimica do topiramato

C12H2:NOgS  MM: 339,36

Fonte: THE UNITED... (2011)

1.2.1 Breve histoérico

O TPM foi descoberto casualmente em 1979 por pesquisadores da Johnson &
Johnson, que buscavam analogos estruturais da frutose-1,6-difosfato capazes de
inibir a frutose 1,6-bisfosfatase e, consequentemente, a gliconeogénese, sendo
assim potenciais candidatos a agentes antidiabéticos. Posteriormente, um dos
compostos intermediarios foi selecionado para ensaios farmacolégicos visando a

verificagdo de uma possivel atividade anticonvulsivante. Tais ensaios ndo somente
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confirmaram esta hipétese, como também demonstraram que esta molécula
apresentava alta poténcia, longa duracdo de acdo e consideravel efeito
neuroprotetor (SHANK; MARYANOFF, 2008; MARYANOFF, 2009).

Na ocasido, o TPM foi sintetizado a partir da D-frutose, cujos grupamentos
polares hidroxila foram mascarados por dois grupamentos acetonida (O-CMe,-O)

hY

(Figura 2). Isto conferiu & subunidade monossacaridica do TPM a conformacgéo

tridimensional de bote torcido, a qual contribui para os efeitos farmacologicos
observados (Figura 3). Nao obstante, sabe-se que o grupamento sulfamato é
essencial para a atividade anticonvulsivante (SHANK; MARYANOFF, 2008).

Figura 2 - Sintese do topiramato

O, (CHz0H H,S0, 0 CH,0H

HOwu % —— 2 O S 0
A OH Acetona Me I /Me

> A 3h At /\

HO OH

D-Frutose 60%

CH 2080 NH2
Me
2) NH3 7\0 Topiramato

85%

Fonte: SHANK; MARYANOFF (2008)
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Figura 3 - Representacgdo do topiramato na conformagéo de bote torcido

Fonte: MARYANOFF (2009)

O Reino Unido foi o primeiro pais do mundo a aprovar a comercializagdo do
TPM, em julho de 1995, enquanto que o US Food and Drug Administration (FDA)
liberou o uso deste farmaco nos Estados Unidos somente em dezembro de 1996. A
principio, o medicamento Topamax® foi introduzido no mercado como um
antiepiléptico, primeiramente usado como farmaco adjuvante e, posteriormente, em
monoterapia. Desde entdo, varios ensaios clinicos foram realizados, a fim de
investigar outras possiveis indicacfes terapéuticas, dentre as quais o tratamento
profilatico da enxaqueca, que se tornou uma aplicacdo bastante comum nos dias de
hoje (MARYANOFF, 2009).

Em 2008, as vendas anuais de Topamax® atingiram a marca de 2,7 bilhées de
dolares, valor este que, por si sO, atesta a importancia econémico-sanitaria deste
medicamento no mundo (MARYANOFF, 2009).

1.2.2 Propriedades fisicas e quimicas

O TPM consiste em um po6 inodoro branco a esbranquicado, que apresenta
faixa de fuséo entre 122 e 128°C, e cuja solucao saturada possui o pH de 6,3. Exibe
uma alta solubilidade em agua (9,8 mg.mL™ a 23°C) e é mais solGvel em solucdes
alcalinas (pH 9 a 10). Além disso, € livremente solivel em acetona, cloroférmio,
dimetilsulféxido e etanol (MATERIAL..., 2006).

Do ponto de vista quimico, muitos dos atomos de oxigénio do TPM estao

disponiveis para agirem como aceptores de proton em ligacdes de hidrogénio,
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enquanto que o grupo amida desempenha um papel importante como doador na
formacdo de ligacdes dessa natureza. O referido farmaco possui o pKa de 8,7,
gracas a presenca do grupamento sulfamato fracamente acido. Paralelamente,
possui valor de log P relativamente baixo (aproximadamente 0,5), no entanto, o TPM
parece atravessar as membranas celulares prontamente (SHANK et al., 2000;
MATERIAL..., 2006).

1.2.3 Aspectos farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicolégicos

A epilepsia € um distarbio multifatorial do sistema nervoso central (SNC),
caracterizada por convulsdes recorrentes, que normalmente resultam de uma
explosdo de descargas neuronais excessivas no ceérebro, que perturba o
comportamento preexistente. Sendo assim, é razoavel que os efeitos neurolégicos
do TPM derivem de mecanismos de acdo multiplos, que acarretam na atenuacéo da
excitabilidade das vias neuronais cerebrais, razdo pela qual este farmaco é
comumente chamado de “neuroestabilizador” (MARYANOFF, 2009).

Existem pelo menos trés propriedades farmacodinamicas bem estabelecidas
do TPM, que contribuem para a sua atividade anticonvulsivante. Sao elas: (i) efeitos
inibitérios sobre varios tipos de canais de Na® e Ca®" ativados por voltagem:; (ii)
inibicdo dos canais ibnicos ativados por glutamato, mais precisamente 0s subtipos
acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propidbnico (AMPA) e cainato; e (iii)
aumento da atividade do gama-aminobutirato (GABA) em alguns subtipos de
receptores de GABA. Além disso, estudos in vitro e in vivo sugerem outros
mecanismos de acao, que podem estar envolvidos com a atividade anticonvulsivante
do TPM: (iv) modulagdo positiva de alguns tipos de canais de K* ativados por
voltagem; (v) discreta inibicdo de algumas isozimas da anidrase carbdnica; (vi)
modulacdo do processo de liberagdo de neurotransmissores pelos neurdnios pre-
sinapticos; e (vii) efeitos sobre a concentracao intracelular de GABA em terminais
sinapticos GABA-érgicos (SHANK; MARYANOFF, 2008).

Paralelamente, as principais propriedades farmacolégicas do TPM que
contribuem para a sua eficacia no tratamento da enxaqueca sédo 0s seus efeitos

inibitérios sobre os subtipos AMPA e cainato dos receptores para glutamato e, em
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menor proporcdo, sobre os canais de Ca®" ativados por voltagem (SHANK;
MARYANOFF, 2008).

O TPM é rapidamente e completamente absorvido apds administracao oral,
sendo que o pico de concentracdo plasmatica é atingido aproximadamente 2 h apés
a ingestdo de uma dose de 400 mg. As concentracdes plasmaticas maximas estéo
entre 1,7 e 29 pyg.mL™ e sdo proporcionais a dose, sendo atingidas entre 2 e 4 h
(MARYANOFF, 2009).

As propriedades toxicoloégicas do TPM administrado por via oral sdo as
seguintes: (i) dose letal 50% (DLso) em ratos: 3745 mg.Kg™ (macho) e 2436 mg.kg™
(fémea); e (i) DLsy em camundongos: 2338 mg.Kg’ (macho) e 2915 mg.Kg*
(fémea). Nao existem evidéncias de carcinogenicidade e de mutagenicidade, no
entanto, estudos com algumas espécies de animais demonstraram que o farmaco
em questdo esta diretamente relacionado com o aumento da frequéncia de
malformacdes fetais (MATERIAL..., 2006).

1.2.4 Outros usos terapéuticos

Estudos demonstraram que o TPM é eficaz contra ataques acinéticos e
convulsGes tonico-clbnicas em pacientes com sindrome de Lennox-Gastaut
(HARDMAN; LIMBIRD, 2005). Estudos sugerem ainda que o TPM é eficaz no
tratamento em longo prazo de espasmos infantis associados a sindrome de West
(GLAUSER; CLARK; McGEE, 2000). Outros pesquisadores demonstraram a eficacia
deste farmaco na terapia adjuvante da epilepsia mioclénica severa na infancia
(NIETO-BARRERA; CANDAU; NIETO-JIMENEZ, 2000). Estudos indicaram ainda
que o TPM é um farmaco eficaz e bem tolerado contra um grande espectro de

epilepsias infantis resistentes a outras drogas (YEUNG et al., 2000).

Pacientes com neuralgia trigeminal essencial ou secundaria, resistentes ou
intolerantes a outros farmacos anticonvulsivantes, foram tratados com TPM, com
resultados positivos. Os varios mecanismos de acao do TPM, que age em diferentes
niveis da transmissao neural, podem explicar a sua a¢ao antinociceptiva (SOLARO
et al., 2001).
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Os resultados de um ensaio clinico sugeriram que o TPM é um farmaco
seguro e eficaz no tratamento do alcoolismo. A este respeito, postulou-se que o seu
mecanismo de acdo envolveria a inibicdo da liberacdo de dopamina no mesencéfalo,
induzida pela ingestdo de alcool (JOHNSON et al., 2003). O TPM também
apresentou resultados positivos no tratamento de individuos viciados em cocaina
(SOFUOGLU; KOSTEN, 2005). Os efeitos inibitérios do TPM sobre os subtipos
AMPA e cainato dos receptores para glutamato e os efeitos modulatérios deste
farmaco sobre os receptores GABAa sdo considerados fatores relevantes na
reducdo do vicio em alcool ou drogas em geral (SHANK; MARYANOFF, 2008).

Pesquisadores investigaram a eficacia em longo prazo e a tolerabilidade do
TPM no tratamento do transtorno de compulsdo alimentar periddica associado a
obesidade, com resultados satisfatorios (MCELROY et al., 2005). Outro pesquisador
investigou o uso do TPM no tratamento da bulimia nervosa severa em pacientes
com transtornos de humor e/ou ansiedade, tendo obtido resultados animadores
(BARBEE, 2003). A base para o decréscimo na frequéncia dos episodios de
compulsédo alimentar pode estar relacionada, pelo menos em parte, com os efeitos
inibitérios sobre os receptores AMPA e cainato, pois as vias neurais glutamatérgicas
sdo importantes na promocdo da ingesta caldrica. Além disso, os efeitos
modulatérios complexos do TPM sobre os receptores GABAA podem contribuir para
os efeitos deste farmaco sobre o comportamento alimentar (SHANK; MARYANOFF,
2008).

Cientistas norte-americanos estudaram o uso do TPM no tratamento do
tremor essencial moderado a severo, em monoterapia ou como adjuvante de um
medicamento antitremor convencional, tendo obtido excelentes resultados (ONDO et
al., 2006).

Por ter propriedades de estabilizagcdo do humor, o TPM foi objeto de estudo
clinico para avaliar a sua eficacia e tolerabilidade na terapia adjuvante do transtorno
bipolar. Os resultados sugeriram que o TPM poderia ter efeitos antimaniacos ou
anticiclicos em alguns pacientes (McELROY et al., 2000). Por outro lado, um estudo
mais recente (KUSHNER et al.,, 2006), com pacientes adultos portadores de
transtorno bipolar do tipo |, em episddios agudos de mania ou mistos, néo

apresentou resultados animadores.
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Ensaios clinicos sugeriram que o TPM pode ser eficaz no tratamento de
pacientes portadores de transtorno de estresse pos-traumatico e de fobia social.
Além disso, resultados positivos foram observados em pacientes portadores de
transtorno obsessivo-compulsivo, apés terapia que incluia agentes serotoninérgicos
e TPM, como farmaco adjuvante. Os efeitos inibitorios sobre os receptores AMPA e
cainato na amidala e nas estruturas limbicas relacionadas podem estar ligados a
suposta eficacia do TPM sobre transtornos relacionados a ansiedade (SHANK;
MARYANOFF, 2008).

Em individuos obesos com diabetes mellitus tipo 2, o TPM atenuou varios
sinais caracteristicos da doenca, em parte em funcdo do seu efeito de perda de
peso. Estudos com animais forneceram forte evidéncia de que o TPM inibe a
deposicao de lipidios nos tecidos adiposos e reverte a dessensibilizacdo a insulina
no tecido adiposo, musculo esquelético e células beta pancredticas, o que
contribuiria também para o efeito antidiabético deste farmaco. Além disso, o TPM
pode reverter os efeitos nocivos do acido oleico sobre a liberacdo de insulina pelas
células beta in vitro e melhora ainda a funcdo mitocondrial nestas células (SHANK;
MARYANOFF, 2008).

Os diversos estudos cientificos acima relatados, que culminaram com a
descoberta de novas propriedades clinicas do TPM e, consequentemente,
incentivaram o seu uso off label, demonstram de forma inequivoca a potencialidade
deste farmaco no campo da medicina e a sua relevancia no que diz respeito a

aspectos sanitarios.

1.2.5 Produtos registrados no Brasil

Segundo dados da ANVISA, existem atualmente oito produtos de marca
registrados, contendo o TPM como principio ativo, além de doze medicamentos
genéricos, totalizando 368 apresentagfes, entre ativas e inativas (CONSULTA...,

2011). Estes dados encontram-se dispostos de maneira sucinta no Quadro 1.
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Quadro 1 - Relacao atualizada de produtos registrados no Brasil, contendo o TPM como principio
ativo

PRODUTOS EMPRESAS FABRICANTES NUMERO DE
APRESENTACOES
Amato Eurofarma Laboratorios Ltda. 09
Arasid Accord Farmacéutica Ltda. 12
Egide Libbs Farmacéutica Ltda. 06
Sigmax EMS Sigma Pharma Ltda. 45
Temax Laboratério Teuto Brasileiro S/A 18
Topamax Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda. 25
Topiramato (Genérico) Aché Laboratérios Farmacéuticos 21
S/IA
Topiramato (Genérico) EMS S/A 45
Topiramato (Genérico) Laboratério Teuto Brasileiro S/A 18
Topiramato (Genérico) Medley Industria Farmacéutica 09
Ltda.
Topiramato (Genérico) Zydus Healthcare Brasil Ltda. 01
Topiramato (Genérico) Biosintética Farmacéutica Ltda. 21
Topiramato (Genérico) EMS Sigma Pharma Ltda. 36
Topiramato (Genérico) Legrand Pharma IndUstria 12
Farmacéutica Ltda.
Topiramato (Genérico) Accord Farmacéutica Ltda. 12
Topiramato (Genérico) Sandoz do Brasil Industria 12
Farmacéutica Ltda.
Topiramato (Genérico) Eurofarma Laboratérios Ltda. 09
Topiramato (Genérico) Germed Farmacéutica Ltda. 36
Topit Medley Industria Farmacéutica 09
Ltda.
Toptil Sandoz do Brasil Industria 12
Farmacéutica Ltda.

Fonte: CONSULTA... (2011)

O TPM é comercializado sob as formas farmacéuticas de comprimidos
revestidos, nas dosagens de 25, 50 e 100 mg, além de capsulas gelatinosas duras
com microgranulos, contendo 15 ou 25 mg de principio ativo. O medicamento
referéncia é o Topamax®, fabricado pela Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda.

1.2.6 Monografias oficiais

A Farmacopeia Brasileira 5% edicdo ndo contém qualquer monografia
relacionada ao farmaco TPM, seja sob a forma de insumo ou de produto acabado. O
mesmo ocorre com a Farmacopeia Europeia 7% edicdo, a Farmacopeia Britanica
2011 e com a Farmacopeia Internacional 42 edicdo. Em contrapartida, a USP 34

apresenta duas monografias especificas para o TPM, uma relativa a matéria-prima e
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a outra, referente ao medicamento contendo o farmaco, sob a forma de comprimido.
Os ensaios e seus respectivos limites, estabelecidos em cada uma das referidas

monografias, encontram-se descritos nos Quadros 2 e 3.

Quadro 2 - Ensaios fisicos e quimicos envolvidos na analise da matéria-prima TPM, segundo a USP
34

ENSAIOS ESPECIFICACOES E LIMITES

A: Absorcdo no infravermelho <197K>: Passa
teste.
B: O tempo de retencdo do maior pico no

Identificagcéo N
cromatograma da amostra corresponde aquele
no cromatograma do padrdo, obtido no
doseamento.

Rotacao Especifica <781S> Entre -28,6° e -35,0°, medida a 20°.
Teor de Agua, Método | <921> N&o mais que 0,5%.
Residuo de Ignicdo <281> N&o mais que 0,2%.

Metais Pesados, Método Il <231> Limite: 0,001%.

Nenhuma mancha é maior em tamanho e
intensidade que a do padrdo; ndo mais que
0,1% de qualquer impureza individual, e né&o
mais que 0,5% de impurezas totais.

Compostos Relacionados por CCF
(caso o N-metiltopiramato seja um
potencial composto relacionado)

Teste 1. Nao mais que 0,3% de frutose; ndo
mais que 0,3% de composto relacionado A de
TPM; ndo mais que 0,1% de qualquer outra
impureza individual, e ndo mais que 0,5% de

Compostos Relacionados por impurezas totais.
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia | Teste 2 (caso o N-metiltopiramato seja um
(CLAE) potencial composto relacionado): Nao mais que

0,3% do composto relacionado A de TPM; néo
mais que 0,10% de qualquer outra impureza
individual; e ndo mais que 0,5% de impurezas
totais.

N&o mais que 0,10% de ion sulfato; e ndo mais

Limite de Sulfamato e Sulfato que 0,10% de fon sulfamato.

Técnica: CLAE <621>;

Fase movel: acetonitrila: agua (1:1);
Concentracéo da solucdo padréo: 2,0 mg.mL™;
Caracteristicas da fase estacionaria: coluna com
dimensdes de 4,6 mm x 25 cm, empacotamento
L, e tamanho de particula de 5 um;

Fluxo da fase mével: 0,6 mL.min™;

Temperatura da coluna e do detector: 50°C;
Volume de inje¢do: 20 pL;

Detector: refratométrico;

Eficiéncia da coluna: ndo menos que 1.500
pratos teoricos;

Fator de cauda: ndo mais que 2,0; e

Desvio padréo relativo: ndo mais que 2,0%.

N&o menos que 98,0% e ndo mais que 102,0%
de TPM, calculado em base anidra.

Doseamento

Fonte: THE UNITED... (2011)
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Quadro 3 - Ensaios fisicos e quimicos envolvidos na andlise de comprimidos de TPM, segundo a

USP 34
ENSAIOS ESPECIFICACOES E LIMITES

A: Absorcdo no infravermelho <197F>: Passa
teste (faixa de comprimento de onda: 4000 - 650
cm™® e concentracdo da solucdo padrdo: 20

\dentificagdo mg.mL™ em acetona). _ _
B: O tempo de retencdo do maior pico no
cromatograma da amostra corresponde aquele
no cromatograma do padrédo, obtido no
doseamento.
Técnica: CLAE <621>;
Fase movel: metanol: solucdo tampdo de
acetato de amdnio em agua a 1,54 g.L™" e pH=
4,0 (1:4);
Concentracdo da solucdo padréo: 6,0 mg.mL™,
em metanol: 4gua (1:4);
Caracteristicas da fase estacionéria: coluna com
dimensdes de 4,6 mm x 25 cm, empacotamento

Doseamento

L, e tamanho de particula de 5 um;

Fluxo da fase mével: 1,5 mL.min™;

Temperatura da coluna e do detector: 35°C;
Volume de injecdo: 100 pL;

Detector: refratométrico; e

Desvio padréo relativo: ndo mais que 2,0%.

N&o menos que 90,0% e ndo mais que 110,0%
da quantidade rotulada de TPM.

Dissolugéo <711>

Meio: agua;

Volume: 900 mL

Tipo de aparato: 2;

Tempo: 20 min; e

Método de quantificacdo: CLAE com deteccgéo
refratométrica.

N&ao menos que 80% (Q) da quantidade rotulada
de TPM é dissolvida.

Uniformidade de Doses Unitarias <905>

Atende aos requisitos.

Impurezas Organicas

N&o mais que 0,5% de composto relacionado A
de TPM; ndo mais que 0,2% de produto de
degradacéo individual ndo especificado; e néo
mais que 0,7% de impurezas totais.

Limite de Sulfamato e Sulfato

N&o mais que 0,25% de ion sulfato; e ndo mais
gue 0,25% de ion sulfamato.

Fonte: THE UNITED... (2011)

Uma das impurezas organicas pesquisadas no TPM € o composto

relacionado A, cuja denominagdo quimica € 2,3:4,5-bis-O-(1-metiletilideno)-B-D-

frutopiranose e para o qual a USP disponibiliza um padrdo de referéncia. A sua

estrutura quimica pode ser visualizada na Figura 4.
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Figura 4 - Composto relacionado A do topiramato

HO.

HiC, O o

Fonte: CERTIFICADO... (2011)

A Unica metodologia de analise de TPM preconizada por um compéndio oficial
baseia-se na técnica de CLAE associada a deteccédo refratométrica. O detector de
indice de refracdo é um detector sensivel a massa, cujo principio de operagéo
fundamenta-se na medicdo da diferenca entre os indices de refracdo da amostra e
da célula de referéncia. E um detector ndo especifico, por isso bastante versatil. No
entanto, devido as diferencas relativamente pequenas entre os indices de refracédo
absolutos de varias substancias comumente analisadas por CLAE, a sensibilidade
deste tipo de equipamento € geralmente menor que a obtida com detectores
espectrofotométricos e fluorimétricos. Além disso, a grande dependéncia do indice
de refracdo em relacdo a temperatura torna necessario o controle rigoroso desta
propriedade durante as andlises, a fim de eliminar qualquer diferenca de
temperatura entre as duas células de fluxo. Por fim, este tipo de detector também é
sensivel a variacbes de pressdo, e sua resposta € afetada por mudancas na
composicdo da fase movel, dificultando a realizacdo de andlises que empregam a
técnica de eluicdo por gradiente (KRSTULOVIC; BROWN, 1982).

1.2.7 Estabilidade

No estado solido e sob condicbes normais de estocagem, o TPM é muito
estavel, mas sofre degradacao a alta temperatura e umidade (KLOCKOW-BECK et
al., 1998), originando produtos de degradacdo organicos, produtos poliméricos

insolUveis e os anions inorganicos sulfato e sulfamato, como mostra a Figura 5.
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Figura 5 - Vias de degradacéo do topiramato
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Fonte: KLOCKOW-BECK et al. (1998)

Através da realizacdo de testes de estresse em condi¢ces extremas, Bird e
colaboradores (2006) determinaram as possiveis formas de decomposicdo e 0s
produtos de degradacdo do TPM. A Figura 6 mostra as estruturas do TPM e de
suas impurezas. As impurezas 1 e 3 sdo muito polares, enquanto que as impurezas
2 e 4 tém um carater menos polar. Os ions sulfamato e sulfato foram denominados

impurezas 5 e 6, respectivamente.
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Figura 6 - Estruturas do topiramato e suas impurezas
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Fonte: BIRO et al. (2006)

Estes pesquisadores verificaram que a principal rota de decomposi¢cao do
TPM era a hidrélise. No meio alcalino, observou-se que o principal produto de
decomposicdo do TPM era a impureza 1, enquanto que no meio acido ou neutro, a
impureza 3 era predominante. Os mesmos produtos de degradacdo foram
encontrados na solucdo de peroxido de hidrogénio, indicando que é provavel que a
reacdo de hidrolise também tenha ocorrido nesta condi¢cdo. J4 o TPM no estado
sélido foi menos sensivel ao tratamento com calor, apds o qual foram detectados
principalmente os ions sulfato e sulfamato. Durante o ensaio de fotoestabilidade,
verificou-se somente um discreto aumento na quantidade destes dois ultimos
produtos de degradacdo. Os dados obtidos no teste de desafio indicaram que: (i) em
solugéo, os principais produtos de degradacdo do TPM sao as impurezas 1 e 3,
engquanto que, no estado soélido, sdo os ions sulfato e sulfamato; e (ii)) o TPM nao é

sensivel a luz. A Tabela 1 contém os resultados do referido estudo.
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Tabela 1 - Resumo dos dados obtidos nos testes de estresse do TPM

CondicOes de tratamento

Compostos HCI NaOH H,0,3% H,O Forno Forno Fotoesta
formados  0,1molL* 01molL™  25°C  60°C3h  80°C 80°C 4  bilidade
40°C 3h 40°C 3h 15h 70h semanas (ICH
Q1B)
Impureza 1 +++++
Impureza 2 + ++ +
Impureza 3 +++++ ++++ ++
Impureza 4
Desconhecido +++ + ++ ++
fons sulfamato - - - - - A+ +
ions sulfato - - - - - A+ +

*Quantidade de impureza na amostra em % de TPM: +: < 0,1%; ++: 0,1-0,5%; +++: 0,5-1,0%; ++++:
1,0-5,0%; e +++++: > 5,0%

Fonte: BIRO et al. (2006)

Mais recentemente, pesquisadores sul-africanos (MOHAMMADI et al., 2010)
também investigaram a estabilidade do TPM mediante testes de estresse, nos quais
avaliaram a suscetibilidade deste farmaco, separadamente, a hidrolise em condicbes
neutras, acidas e alcalinas, oxidacdo e degradacdo na presenca de alta temperatura
e luz, empregando, para isso, amostras de insumo, comprimidos e solucbes
contendo o ativo. Tais estudos concluiram que este farmaco € instavel sob alta
temperatura, e que mais de 95% do TPM sofreu decomposicao apoés trés dias de
exposicdo ao calor seco (90°C). Além disso, este farmaco mostrou-se mais estavel
em condicdes &cidas e neutras, sob estresse oxidativo e na presenca de luz, do que

em presenca de pH basico.

1.2.8 Métodos analiticos ndo normalizados

Pesquisadores utilizaram a técnica de cromatografia de troca ibnica associada
a espectrometria de massas por ionizagdo via nebulizagdo com elétrons (EM/ESI)
para identificar espécies organicas e inorganicas presentes em comprimidos de TPM
(XIANG; KO; GUH, 1996). Alguns analitos anionicos, incluindo lactato, glicolato,
cloreto, formato, sulfato e oxalato, foram identificados por meio da comparagéo entre
0S espectros de massas e tempos de retencdo exibidos pelos componentes da

amostra, e aqueles caracteristicos dos compostos originais. Este método permitiu a
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identificacdo das respostas cromatograficas geradas pelos excipientes contidos em
amostras de formulag¢des farmacéuticas contendo TPM.

Alguns cientistas tém se dedicado a desenvolver e validar métodos analiticos
alternativos, capazes de quantificar o TPM e seus produtos de degradacao,
simultaneamente, para monitoramento da estabilidade de insumos e produtos
acabados. Tal tarefa é especialmente desafiadora, uma vez que os compostos de
interesse ndo possuem cromoforos ativos acima de 190 nm — inviabilizando o uso de
detectores espectrofotomeétricos na faixa do UV/vis para a analise quantitativa direta
— e em virtude da possivel interferéncia de excipientes hidrossolUveis na analise com
deteccdo refratométrica (STYSLO-ZALASIK; LI, 2004). Além disso, sabe-se que o
TPM néo pode ser quantificado diretamente por CLAE com detec¢do fluorimétrica
(BAHRAMI; MIRZAEEI; KIANI, 2004).

Estudiosos desenvolveram e validaram métodos analiticos para monitorar a
degradacdo do TPM na matéria-prima e no produto acabado, mediante a
quantificacdo dos ions sulfato e sulfamato presentes (KLOCKOW-BECK et al., 1998;
MICHEEL; KO; GUH, 1998), ja que estes sdo produzidos estequiometricamente
durante a degradacdo do TPM, séo estaveis e ndo volateis e podem ser extraidos
guantitativamente a partir da matéria-prima e do produto acabado parcialmente
degradado. No método convencional, é utilizada a técnica de CLAE, na qual o
sistema cromatografico € composto por um gradiente de hidréxido de sédio como
fase movel, uma coluna de troca idnica e um anion supressor (MICHEEL; KO; GUH,
1998). Uma proposta alternativa envolve a utilizacdo da técnica de eletroforese
capilar para a determinacdo dos produtos de degradacao inorganicos do TPM, tanto
na matéria-prima como no produto acabado. Nela, os &nions de interesse sao
separados em um eletrélito contendo cromato de potassio e acido borico, sob a
influéncia de um campo elétrico, e detectados, indiretamente, por UV a 272 nm.
Estudos mostraram que este método é estatisticamente equivalente ao método
convencional, com a vantagem de possuir uma maior faixa linear, permitindo a
analise de produtos farmacéuticos contendo tanto o TPM ndo degradado quanto o
ativo em estagio avancado de degradacao, sem que haja a necessidade de etapas
adicionais de diluicdo (KLOCKOW-BECK et al., 1998).
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Posteriormente, foi proposto um método de CLAE em fase reversa, associado
a um detector de nitrogénio quimioluminescente, para a anadlise quantitativa
simultinea de TPM e de um dos seus produtos de degradacdo, o O-(1-
metiletilideno)-frutopiranose sulfamato (Figura 7), em estudos de estabilidade
envolvendo formulacdes para solugdes orais em fase de desenvolvimento. O método
foi validado, exibindo linearidade na faixa de 32 a 4800 ng de TPM, e limite de
quantificacdo de 0,1% p/p do produto de degradacdo, em relacdo ao ativo.
Entretanto, dificuldades operacionais podem inviabilizar o uso desse tipo de detector
na andlise de rotina (STYSLO-ZALASIK; LI, 2004).

Figura 7 - Estrutura do O-(1-metiletilideno)-frutopiranose sulfamato
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Fonte: STYSLO-ZALASIK; LI (2004)

Bir6 e colaboradores (2006) desenvolveram e validaram trés métodos de
CLAE para a determinacdo de impurezas idnicas e nao ibnicas (subprodutos e/ou
produtos de degradacédo) no insumo farmacéutico ativo (IFA) produzido por uma
nova rota sintética: (i) um método com eluigdo isocratica e deteccdo refratométrica;
(i) um método com eluicdo por gradiente e deteccdo por arranjo de diodo; e (iii) um
método por cromatografia de troca ibnica e deteccdo refratométrica e
espectrofotométrica inversa. Além disso, uma quarta metodologia foi desenvolvida e
validada, empregando a técnica de EM/ESI, acoplada a cromatografia liquida, a
Gnica que se mostrou capaz de detectar todas as impurezas néo iénicas do TPM em

uma Unica analise.

Mais recentemente, cientistas desenvolveram e validaram um método
indicativo de estabilidade para a determinacdo do TPM em matéria-prima,

comprimidos e amostras coletadas durante o teste de dissolucdo (MOHAMMADI et
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al., 2010). Para isso, utilizaram a técnica de CLAE com elui¢&o isocrética e deteccao
espectrofotométrica a 264 nm. Em razdo da sua baixa absortividade no UV, o TPM
foi submetido a prévia derivatizacdo com 9-fluorenil-metil cloroformato (FMOC-CI),
composto que reage com aminas primarias e secundarias, formando produtos
apolares que absorvem na regido do UV. O método desenvolvido mostrou-se
seletivo para a quantificagdo do TPM, uma vez que nao sofreu interferéncia dos
excipientes utilizados na fabricacdo dos comprimidos testados, constituindo uma
alternativa mais simples e barata ao método analitico por cromatografia liquida

associada a espectrometria de massas.

A manipulagcdo quimica (ou derivatizacdo) pré-cromatografica do TPM,
utilizando um reagente adequado para a quantificacdo de aminas, é uma alternativa
possivel, capaz de aumentar a capacidade de deteccdo deste analito com preciséo,
viabilizando o uso de outros detectores, como o fluorimétrico ou o

espectrofotométrico no UV/vis, no lugar do refratométrico.

O 1-fldor-2,4-dinitrobenzeno (FDNB) é um reagente empregado em
derivatizacdes pré-cromatograficas, gerando derivados detectaveis no UV/vis. Ele
reage com funcbes amino para formar aminas aromaticas substituidas. O FDNB é
usado como marcador para aminoglicosideos, tais como: neomicina, tobramicina,
fortimicina A, amicacina, gentamicina e sisomicina (LINGEMAN; UNDERBERG,
1990).

Os unicos métodos oficiais atualmente aceitos no Brasil, para a quantificacdo
do topiramato em matérias-primas e comprimidos, sdo oriundos da Farmacopeia
Norte-Americana 342. edicdo. Ambos utilizam a técnica de cromatografia liquida,
associada a deteccéao refratométrica. O alto custo e a dificuldade de operacédo de um
cromatografo liquido equipado com detector refratométrico, em relacdo ao provido
de detector espectrofotométrico no UV/vis, € a razao pela qual este dltimo € muito
mais comum que o primeiro, seja nos LACEN, ou mesmo nos laboratorios de
controle de qualidade de empresas farmacéuticas. Sistemas cromatograficos com
deteccdo espectrofotométrica no UV/vis tém maior sensibilidade, maior

aplicabilidade e séo operados mais facilmente.

Diante desse cenario, faz-se necessario o desenvolvimento de uma

metodologia analitica para a deteccao do TPM, utilizando a técnica de cromatografia
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liguida com deteccdo no UV/vis, associada a derivatizagdo com um reagente
apropriado para a deteccdo de aminas, a fim de que os érgéos oficiais de controle
de qualidade brasileiros tenham acesso a uma metodologia analitica mais simples e

compativel com os recursos materiais de suas unidades.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma nova metodologia analitica para a determinacdo de TPM

em comprimidos, utilizando a técnica de CLAE com detecc¢éo espectrofotométrica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Desenvolver e aperfeicoar uma técnica de derivatizacdo pré-
cromatografica para o TPM, utilizando o composto FDNB como

reagente derivatizante;

" Desenvolver e otimizar uma metodologia analitica para a quantificacdo
do TPM, utilizando a técnica de CLAE em fase reversa e deteccao

espectrofotométrica na faixa do UV/vis;

. Estudar alguns parametros de validagdo intralaboratorial, relativos a
metodologia analitica desenvolvida, estabelecidos pelos guias para
validacdo de métodos analiticos da ANVISA (BRASIL, 2003) e do
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO, 2010); e

" Aplicar a metodologia desenvolvida na determinacdo analitica do TPM,
utiizando amostras de comprimidos provenientes do mercado

brasileiro.
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3 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

3.1 EQUIPAMENTOS

. Cromatografo liqguido de alta eficiéncia acoplado a detector
espectrofotométrico na regido do UV/vis, fabricante Shimadzu, série
10;

. Cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a espectrdmetro de

massas, fabricante Shimadzu, modelo LCMS-2010;
. Aparelho de ultrassom, fabricante Branson, modelo 2510;

. Balanca analitica com resolucédo de 0,1 mg, fabricante Mettler Toledo,
modelo AG 204;

. Camara para reacao quimica, fabricante Shimadzu, modelo CRB-6A; e
. Sistema de purificagdo de agua Milli-Q, fabricante Millipore, modelo
Simplicity® UV.

3.2 REAGENTES E MATERIAIS

. Agua deionizada, grau 1, filtrada com membrana de 0,22 pm;

. Acetonitrila (ACN), grau HPLC, fabricante Merck;

. Trietilamina (TEA) para sintese, fabricante Merck;

. 1-Fldor-2,4-dinitrobenzeno, teor = 99 %, fabricante Sigma-Aldrich;

. Acido fosférico, grau PA, fabricante Proquimios;

. Coluna de fase reversa de silica, com octilsilano quimicamente ligado

(C8), com tamanho de particula de 5 pm e dimensdes de (250 x 4,6)
mm, fabricante Ace, lote DV06-1119;

. Pipetas automaticas; e

. Vidrarias de uso comum no laboratério.
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3.3 PADROES

. Topiramato, insumo farmacéutico ativo (IFA), fabricante Sun
Pharmaceutical Industries Ltda., fornecedor EMS S/A, lote EL-
02/L031/M/09002, teor 100,2%, validade agosto de 2014; e

. Composto Relacionado A do Topiramato (CRT), Padrao de Referéncia
USP, lote FOF279, teor 100,0%, validade junho de 2013.

3.4 PRODUTOS

. Comprimidos revestidos de Topiramato 50 mg, nome comercial
Topamax®, fabricante Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda., lote
ALS0700, validade novembro de 2012 (medicamento referéncia

adquirido no comércio local); e

. Comprimidos revestidos de Topiramato 100 mg, fabricante EMS S/A,
lote 315330, validade agosto de 2012 (medicamento genérico enviado

ao INCQS para analise).
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4 METODOLOGIA
4.1 SOLUCOES PADROES
Todas as solucdes padrbes utilizadas neste trabalho foram preparadas e

estocadas a 4°C, ao abrigo da luz. O Quadro 4 resume as caracteristicas destas

solucdes e a técnica de preparo de cada uma delas.

Quadro 4 - Soluctes padrdes (estoque) utilizadas no presente estudo

Solucdes Solvente  Concentracéo Método de Material Tempo
real homogeneizacdo  constitutivo maximo de
do recipiente  estocagem
de estocagem nas
condicbes
descritas
Topiramato Acetonitrila 1,012x10° Ultrassom por Vidro 30 dias
grau HPLC pg.mL™ 10min borossilicato
Composto Acetonitrila 1,022x10° Ultrassom por Vidro 30 dias
Relacionado1  grau HPLC pg.mL™ 10min borossilicato
do Topiramato
1-FlGor-2,4- Acetonitrila 2,220x10" Agitacdo manual Polipropileno 7 dias
Dinitrobenzeno  grau HPLC ug.mL"l

Fonte: elaborado pela autora (2011)

4.2 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETERMINACAO DO TEOR DE TPM POR CLAE/UV, EM FASE REVERSA,
USANDO O FDNB COMO AGENTE DERIVATIZANTE

4.2.1 Estudo da reacao de derivatizacdo do TPM

O procedimento de derivatizacdo pré-cromatografica do TPM foi estudado,
mediante a realizacdo de alguns experimentos, nos quais foi investigada a influéncia
de certos parametros fundamentais, separadamente, sobre a velocidade e a

extensdo da reagao do analito com o composto FDNB.

Conforme o parédmetro sob investigagdo, os reagentes necessarios foram
acrescentados a um tubo de ensaio de vidro, sempre na mesma ordem — padrao do
analito (400uL) + TEA (10 pL) + solucdo de derivatizante (500 pL) -
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homogeneizados e colocados na camara para reac¢ao quimica. Paralelamente, foram

realizados também ensaios em branco, utilizando apenas FDNB e TEA. O residuo

seco resultante da reacao foi redissolvido em 10 mL de ACN e, entdo, submetido a

separacao por CLAE em fase reversa com deteccéo espectrofotométrica no UV/vis.

As variaveis estudadas, separadamente, foram as seguintes:

Temperatura da reacdo. Foram realizados ensaios a fim de investigar a
possivel ocorréncia de derivatizacdo do TPM a 60°C e a 100°C, por 60
minutos. Mediante a separacdo por CLAE/UV em fase reversa, foram
obtidos cromatogramas, que foram comparados com o0 do ensaio em

branco, realizado em paralelo.

Tempo de reacdo. O TPM foi submetido a reagédo de derivatizacdo a
100°C, por 40 e 60 minutos, separadamente. Entdo, ambas as
amostras foram submetidas a separacdo por CLAE/UV em fase
reversa, e os cromatogramas gerados foram comparados com o do

ensaio em branco.

Raz&o minima entre a concentracdo molar do agente derivatizante e do
TPM. Em cinco tubos de ensaio, procedeu-se a reacdo de
derivatizacdo do TPM (400 pL) em meio bésico, a 100°C, durante 60
minutos, variando apenas o volume de solugdo de FDNB adicionado:
100 pL (10:1); 200 pL (20:1); 300 pL (30:1); 400 pL (40:1); e 500 pL
(50:1). A seguir, as cinco amostras foram submetidas a separacdo por
CLAE/UV em fase reversa, e 0s cromatogramas obtidos foram
comparados com o gerado pelo ensaio em branco, realizado em

paralelo.

Influéncia da presenca de TEA no meio reacional. Investigou-se se a
reacao de derivatizacdo ocorre mesmo na auséncia de TEA. Com esse
objetivo, realizou-se um experimento no qual o analito foi submetido a
reacdo com o FDNB, a 100°C, durante 60 minutos, na presenca e na
auséncia de TEA. Paralelamente, foi realizado um ensaio em branco.
Em seguida, as trés amostras foram separadas por CLAE/UV, e os

cromatogramas assim obtidos foram comparados.
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" Comportamento da impureza CRT frente ao FDNB. O proposito deste
estudo foi investigar se ocorre reagédo entre o CRT e o FDNB ou se
este reativo pode ser utilizado como marcador especifico para o TPM.
O procedimento adotado foi o seguinte: adicionou-se a um tubo de
ensaio 200 pL de solucéo de CRT, 10 puL de TEA e 500 uL de FDNB e
submeteu-se esse material ao procedimento de derivatizagdo a 100°C
por 60 minutos, em paralelo com um ensaio controle (contendo 200 pL
de TPM e as mesmas quantidades de TEA e FDNB) e um branco (que
incluia somente TEA e FDNB). A seguir, os produtos formados em
cada um dos trés ensaios foram separados por CLAE e detectados por
espectrofotometria no UV/vis, gerando cromatogramas que foram

posteriormente comparados.

. Estudo da influéncia da presenca de produtos de degradacdo do TPM
sobre a reacao de derivatizacdo. A degradacdo do TPM foi induzida,
submetendo-se aproximadamente 10 mg do IFA a tratamento com
calor umido, a 80°C, por 3 horas. Entdo, o residuo resultante foi
acondicionado em dessecador durante 72 horas e, apds este periodo,
ressuspendido em 10 mL de ACN. Esta mistura foi homogeneizada em
ultrassom por 10 minutos e, em seguida, a solucdo foi filtrada em
membrana de 0,22 um. Utilizando uma aliquota de 1000 pL desta
amostra, procedeu-se a rea¢cdo com o derivatizante em meio basico, a
100°C, durante 60 minutos, realizada em paralelo com um ensaio em
branco. As duas amostras foram entdo submetidas a separacao por
CLAE/UV em fase reversa, e 0s cromatogramas obtidos foram

comparados.

A partir dos experimentos acima descritos, foi definido o procedimento de

derivatizacado mais adequado, que foi utilizado nos estudos subsequentes.

4.2.2 Ajuste das condi¢des cromatograficas

Posteriormente ao estudo de cinética da reacdo de derivatizacdo, foram

realizadas diversas analises de uma aliquota da solucdo padrdo de TPM,
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previamente derivatizada (concentracdo de TPM na aliquota: 40,48 pg.mL™),
promovendo sucessivos ajustes na composicdo e no fluxo da fase movel. Tais
modifica¢des tinham por objetivo garantir a simetria do sinal gerado pelo TPM e uma
resolucdo adequada, em um tempo de analise razoavel. Mediante a avaliacdo de
varios cromatogramas preliminares, as condi¢des cromatograficas nas quais o
método analitico mostrava-se mais eficiente foram definidas e aplicadas nas demais

analises.

4.2.3 Calculo dos parametros de adequacéao do sistema cromatografico

A partir de um cromatograma, obtido mediante a injecdo de uma amostra
contendo 40,48 pg.mL*' de TPM pré-derivatizado, foram calculados alguns

parametros de adequacao do sistema cromatografico, segundo a USP 34. Sao eles:

. Numero de pratos tedricos (N);
. Fator de capacidade (K’);

" Fator de assimetria (TF); e

" Resolucao (Rs).

4.2 .4 Estudo da estabilidade do derivado

Foi realizado mediante a investigacdo de um possivel decaimento do sinal do
analito de interesse, em funcdo do tempo. Para isso, foram realizadas dez injecdes
consecutivas, em um intervalo de 3 horas, do produto resultante da reacdo entre
uma aliquota da solucédo padrdo (contendo 40,48 ug.mL™* de TPM) e o reativo FDNB,
nas condicdes ideais de reacdo preestabelecidas, mantendo constantes os

parametros de analise.

4.2.5 ldentificagdo positiva do derivado por espectrometria de massas

O sinal correspondente ao derivado foi coletado e a fase mével evaporada por

liofilizacdo. A seguir, o residuo foi redissolvido em 1 mL de ACN. A seguir, foi obtido
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um espectro EM/ESI, em modo positivo e com baixa voltagem de colisdo, com o
objetivo de inibir as fragmentacbes e, assim, obter informagfes mais exatas a
respeito do fon pseudomolecular [M+1]*. A amostra foi inserida diretamente no
espectrometro de massas, sem 0 uso do cromatografo, uma vez que o sinal foi

previamente isolado.

4.3 ANALISE PRELIMINAR DE ALGUNS PARAMETROS DE VALIDACAO
INTRALABORATORIAL

4.3.1Determinacgédo da seletividade do método analitico

Seletividade é a capacidade que um método tem de distinguir a resposta do
analito de interesse das de outros compostos, ditos interferentes (INMETRO, 2010).
Esta avaliacéo foi realizada mediante o estudo da pureza do pico gerado pelo analito

de interesse, pela técnica de CLAE/EM/ESI, conforme descrito no item 4.2.5.

4.3.2 Estudo da linearidade e determinacao da faixa linear de trabalho

A linearidade consiste na capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo de concentracdo especifico (BRASIL, 2003; INMETRO, 2010). A fim de
estimar a faixa de concentracdo do analito na qual o método apresenta resposta
linear, foram retiradas aliquotas da solugdo padrdo de TPM, contendo
concentracbes variaveis, que foram submetidas a reacdo de derivatizagdo, nas
condicdes pré-determinadas. Posteriormente, cada um dos nove niveis de
concentracéo utilizados (5,06; 10,12; 20,24; 30,36; 40,48; 50,60; 60,72; 80,96; e
101,20 ug.mL™) foi injetado em triplicata no sistema de CLAE/UV e, com o0s
resultados, foi estimada a faixa linear de trabalho e elaborado o gréafico das
respostas em funcdo da concentracdo do analito (curva analitica), a partir do qual
foram calculados os coeficientes da reta de regresséo, o coeficiente de correlagéo

(R) e o coeficiente de determinacéo (R?).
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4.3.4 Estimativa do limite de deteccao e limite inferior de quantificacéo

O limite de deteccéo (LD) para o TPM foi determinado graficamente, a partir
da curva analitica, com o auxilio do programa Statistica 6.0. O LD foi obtido
tracando-se uma paralela ao eixo x, a partir da intercessao do eixo y com o limite
superior do intervalo de confianca da curva. A intercessdo desta paralela com a
curva analitica forneceu um valor de x que corresponde ao LD. O limite inferior de
quantificacdo (LIQ) foi estimado prolongando-se a reta horizontal que passa pelo LD
até o limite inferior do intervalo de confianca. Entédo, a partir deste ponto, tracou-se
uma reta perpendicular até a intercessdao com o limite superior do intervalo da
regressao e, entdo, uma reta paralela ao eixo x até a reta de regressdo. A
intercessé@o entre estas duas retas forneceu o valor do LIQ (AGUIAR, 2008). A
Figura 8 mostra como foi realizado o calculo do LD e do LIQ, a partir da curva

analitica.

Figura 8 - Determinacgéo grafica do LD e do LIQ

L

area
Y
Y

| LiQ

concentragao

Fonte: elaborada pela autora (2011)
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4.3.5 Estudo da recuperacédo do analito

Foi realizado por meio da analise de amostras do medicamento fortificadas
com quantidades conhecidas do padréo, em diferentes concentracdes (BRASIL,
2003; INMETRO, 2010). Neste experimento, foi utilizado o medicamento genérico
em analise no INCQS na ocasido. Primeiramente, vinte comprimidos foram pesados
e, com os dados, foi calculado o peso médio (416,19 mg). Entdo, pesou-se o
equivalente a cerca de 100 mg de TPM (m = 416,16 mg), transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 mL, avolumou-se com ACN e homogeneizou-se em
ultrassom por 10 minutos. Entdo, foram transferidas aliquotas de 1000 pL desta
solucdo a 1000 pg.mL™ para cinco baldes volumétricos de 10 mL, que foram
acrescidos de quantidades conhecidas do padrédo de TPM e avolumados com ACN,

conforme esquematizado na Tabela 6.

Entdo, aliquotas de 500 pL de cada baldo volumétrico foram submetidas a
reacao de derivatizacdo com o FDNB, ressuspendidas em 10 pL de ACN, filtradas e
analisadas mediante a técnica de CLAE/UV. A partir dos resultados obtidos, foi
calculada a recuperacgédo, segundo a seguinte formula (INMETRO, 2010):

Recuperacgéo (%) = (C1—Cy) / C3
Sendo:

C1 = concentragao do analito na amostra fortificada;
C, = concentragao do analito na amostra nao fortificada; e

C3 = concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

O inconveniente desta técnica é que o analito adicionado ndo se encontra
necessariamente sob a mesma forma que o presente na amostra. Quando o analito
adicionado é mais facilmente detectavel que o proveniente da amostra, a

recuperacédo do analito pode ser superestimada (INMETRO, 2010).

A Tabela 2 resume os dados anteriormente citados, e inclui as concentracdes

de TPM em cada um dos niveis considerados neste estudo.



53

Tabela 2 - Estudo de recuperacdo do TPM

Nivel 1
(amostra Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5
nao
fortificada)
Massade amostra g9 999,9 999,9 999,9 999,9
(H9)
Massa de padrdo 0 506,01 1012,02 1518,03 2024,04

(Mg)

Concentracéo de
TPM em cada 99,99 150,59 201,19 251,79 302,39
baldo (ug.mL™)

Quantidade de

TPM na aliquota 49,99 75,29 100,59 125,89 151,19
(1))
Concentracéo
final de TPM na 4,99 7,53 10,06 12,59 15,12

amostra (ug.mL™)

Fonte: elaborada pela autora (2011)

4.5 APLICACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA NA DETERMINACAO
ANALITICA DO TPM EM COMPRIMIDOS

Inicialmente, determinou-se o peso médio de cada um dos medicamentos sob
analise. Entdo, foram pesadas, em triplicata, massas equivalentes a um peso médio

de cada produto.

Em seguida, procedeu-se ao preparo das amostras do medicamento
referéncia da seguinte forma: cada massa pesada foi transferida para um balédo
volumétrico de 50 mL, que foi avolumado com ACN e homogeneizado em ultrassom
por 10 minutos. Entéo, retirou-se uma aliquota de 1500 uL desta amostra e diluiu-se
com ACN em baldo volumétrico de 5 mL. Aliquotas de 1000 pL de cada amostra
foram submetidas a reacdo de derivatizacdo com o FDNB, ressuspendidas em 10
mL de ACN, filtradas e analisadas por CLAE/UV (amostras R;, Rz e Rj).
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As amostras do medicamento genérico foram preparadas segundo o
procedimento a seguir: cada massa pesada foi transferida para um baléao
volumétrico de 100 mL, que foi avolumado com ACN, seguido de homogeneizacéo
em ultrassom por 10 minutos. Entdo, tomou-se uma aliquota de 1500 pL desta
amostra e diluiu-se com ACN em baldo volumétrico de 5 mL. Aliquotas de 1000 pL
destas amostras foram entdo submetidas a reagdo de derivatizagdo com o FDNB,
ressuspendidas em 10 mL de ACN, filtradas e analisadas por CLAE/UV (amostras
Gy, Gz e Gj).

O teor de TPM nos medicamentos em estudo foi determinado por interpolacao
na curva analitica elaborada no item 4.3.2, contendo sete niveis de concentracéo do
padrdao (método da padronizacdo externa). Em paralelo a esse ensaio, trés aliquotas
(100, 300 e 500 pL) da solucdo padrdao de TPM em trés diferentes niveis de
concentracdo (P1, P> e Ps, respectivamente) foram submetidas a reacdo de
derivatizacdo sob as mesmas condi¢cdes da amostra e, apds ressuspendidas em 10
mL de ACN, foram filtradas e analisadas por CLAE/UV, em triplicata, a fim de checar

a adequabilidade do método.

Os dados pertinentes a este estudo estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Determinagéo analitica do TPM em comprimidos

MEDICAMENTO MEDICAMENTO

- GENERICO PADRAO
REFERENCIA
TOPAMAX® 50 mg TOPIRiAOI\(/)I,?nTgO EMS TPM
Peso médio (mg) 162,87 417,39
162,8 (Mg1) 417,32 (Mgy)
Massas pesadas (mg) 162,8 (Mgy) 417,40 (mg,) 20,2 (mp)
162,9 (mg3) 417,33 (mgs)
Concentracéo da 29,99 (Ry) 29,99 (Gy) 10,12 (Py)
amostra / padréo apéls 29,99 (R,) 30,00 (Gy) 30,36 (Py)
derivatizacdo (ug.mL™) 30,01 (R3) 30,00 (G3) 50,60 (P3)

Fonte: elaborada pela autora (2011)

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DA REACAO DE DERIVATIZACAO DO TPM
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A molécula do TPM, por conter apenas grupos alquila, éter e sulfamato, é
praticamente transparente na faixa de trabalho comum a espectrofotometria UV. A
regido de absorcdo maxima esta localizada em torno de 195 a 205 nm, gracas a
existéncia de grupos cromoforos, contendo atomos de nitrogénio e oxigénio, que

possuem dois elétrons desemparelhados.

Com isso, quaisquer metodologias baseadas em CLAE, com detecgao por
UV, apresentariam uma série de inconvenientes. A faixa linear de trabalho seria
estreita, e 0os aumentos nas concentracdes de TPM, a fim de compensar a baixa
absortividade molar intrinseca, poderiam causar desvios na Lei de Lambert-Beer.
Além da necessidade de se trabalhar numa regido de baixa seletividade, muito
provavelmente isso acarretaria comprometimento dos parametros de adequacéo do
sistema cromatografico, com a obtencao de sinais inadequados, especialmente no

gue concerne a simetria e ao numero de pratos tedricos.

Objetivando-se elaborar um método quantitativo coerente para o TPM, por
cromatografia liquida com deteccdo na regido do UV, foi necessério incorporar

grupos croméforos a molécula original, por meio de uma reacao de derivatizacao.

Neste estudo, optou-se pela utilizacdo do reagente 1-flior-2,4-dinitrobenzeno
(Figura 9), também conhecido como reagente de Sanger, que € comumente usado
para a derivatizacdo de aminoglicosideos e fendis. Segundo a literatura, essa reacao
requer um tempo razoavelmente longo para ocorrer (30 a 60 minutos), altas
temperaturas (entre 60 e 100°C) e pH alcalino. O comprimento de onda de deteccéo
do derivado é normalmente em torno de 350 nm (LINGEMAN; UNDERBERG, 1990).
A Figura 10 mostra a representacdo esquematica da reacdo do FDNB com uma

amina primaria.

Figura 9 - Estrutura quimica do FDNB (MM: 186,10)

Fonte: adaptada de LINGEMAN; UNDERBERG
(1990)
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Figura 10 - Reagdo de derivatizagdo de aminas primarias com o FDNB

O,N NO,

02N N02
@ +H,NR —= @[ +HF

F NR;
Fonte: LINGEMAN; UNDERBERG (1990)

A partir dos ensaios realizados, foram determinadas as condi¢cdes em que se

processa a reacdo de derivatizacdo do TPM. Sé&o elas:

. Temperatura: 100°C;

" Tempo de reagéo: 60 minutos;
. A trietilamina é essencial a reacéo; e
. A razdo minima empregada (10 mols de FDNB para cada 1 mol de

TPM) ja é suficiente para que a reacao de derivatizacao seja completa.

Os resultados obtidos estdo plenamente de acordo com os dados coletados
na literatura. A Figura 11 mostra os cromatogramas gerados pela determinacgao
analitica do ensaio em branco (A), contendo apenas FDNB e TEA, e do meio
reacional contendo o derivado do TPM (B), cujo sinal aparece indicado por uma
seta. Ja a Figura 12 apresenta uma comparacao entre 0s cromatogramas obtidos a
partir da analise do TPM submetido a reacdo de derivatizacdo em presenca de
trietilamina (A) e na auséncia desta base (B). A seta indica o sinal correspondente
ao derivado. A dependéncia da reacdo em relacdo a presenca de TEA poderia ser
explicada pelo aumento da nucleofilicidade do meio proporcionado por esta base,

contribuindo assim para a estabilizagéo do estado de transicdo do derivado.

Os resultados demonstram que o estudo da razdo entre as concentragdes de
FDNB e TPM ainda nao foi esgotado. Como perspectiva futura, sugere-se que novos
ensaios sejam realizados, no intuito de avaliar o efeito da utlizacdo de razdes

derivatizante x analito ainda menores, a fim de otimizar o método, buscando a
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utilizacéo de quantidades minimas de FDNB e, consequentemente, menores custos

ana

liticos.

Figura 11 - Comparagdo entre os cromatogramas obtidos na determinagdo analitica do ensaio em
branco (A) e do derivado gerado a partir do TPM (B)

mV_ Datal:TESTBRUV.DO1 Data2:TESTPDUV.DO1 Atten:9

nv

400

*Condi¢des analiticas: coluna C8 (5 um, 250 x 4,6 mm d.i.); fase movel acetonitrila; fluxo
1,0 mL.min™; deteccédo 350 nm; e volume de injecdo 15 pL.
Fonte: elaborada pela autora (2011)
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Figura 12 - Comparacédo entre os cromatogramas obtidos na presenca (A) e na auséncia (B) de TEA

mV - Datal:TCTEA.DO1l Data2:TSTEA.DO1 Atten: 9

i
200 @

mV

400

15 20
min

*Condi¢des analiticas: coluna C8 (5 um, 250 x 4,6 mm d.i.); fase movel acetonitrila; fluxo
1,0 mL.min™"; detecgdo 350 nm; e volume de injegdo 15 pL.
Fonte: elaborada pela autora (2011)

Através dos ensaios preliminares para estudo da reacdo de derivatizacdo,
verificou-se que o CRT né&o reage com o FDNB, logo néo interfere na deteccdo do
TPM. A Figura 13 demonstra tal afirmativa, mediante a comparacdo dos
cromatogramas obtidos a partir da analise de um ensaio em branco (A), contendo
apenas FDNB e TEA, da solucdo contendo CRT, FDNB e TEA (B) e do meio
reacional que continha TPM e derivatizante em pH basico (C), onde a seta mostra o
sinal produzido pelo derivado do TPM. Tal fato condiz com a estrutura quimica desta
impureza, que pode ser visualizada na Figura 4. A auséncia do grupo amino justifica
a nao reatividade frente ao FNDB e torna esta reacdo adequada a deteccéo
especifica do TPM.
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Figura 13 - Comparacéo entre os cromatogramas obtidos para o ensaio em branco (A), com o CRT
(B) e com o analito de interesse (C)

200

min

*Condicdes analiticas: coluna C8 (5 pm, 250 x 4,6 mm d.i.); fase moével gradiente de
acetonitrila : acido fosférico 0,1% v/v em agua (55:45) até acetonitrila : acido fosférico 0,1%
v/v.em agua (70:30); fluxo 1,0 mL.min; deteccédo 350 nm; e volume de injecédo 15 pL.
Fonte: elaborada pela autora (2011)

O ensaio no qual se induziu a decomposi¢cdo do TPM por calor tmido, nas
condicdes descritas no item 4.2.1, a fim de se comparar 0s sinais cromatogréficos
gerados pela derivatizacdo em presenca de produtos de degradacéo deste farmaco
(Figura 14 B), em relagédo aos do ensaio em branco (Figura 14 A), evidenciou o
aparecimento de alguns sinais adicionais no cromatograma da amostra. Além disso,
um sinal possivelmente devido ao derivado do TPM (tempo de retencdo de 18,9
minutos, indicado pela seta) foi detectado, com resolucéo satisfatoria, 0 que sugere

que a presenca de tais produtos de degradacdo nao interfere na deteccao do analito
de interesse.
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Figura 14 - Comparacédo entre 0os cromatogramas obtidos para o ensaio em branco (A) e para 0s
produtos da degradacao do TPM por calor imido (B)

** Chromatogram *** Filename:BRANCO.C02
mV

* Chromatogram ***
Vv

*Condi¢Bes analiticas: coluna C8 (5 ym, 250 x 4,6 mm d.i.); fase mével gradiente de
acetonitrila : acido fosforico 0,1% v/v em agua (55:45) até acetonitrila : 4cido fosférico 0,1%
viv em agua (70:30); fluxo 1,0 mL.min™"; detecgdo 350 nm; e volume de injecéo 15 pL.
Fonte: elaborada pela autora (2011)

Através de injecdes consecutivas de uma concentracdo conhecida de TPM,
submetido a reacdo de derivatizacdo pré-cromatografica e analisado sob as mesmas
condicdes — coluna C8 (5 um, 250 x 4,6 mm d.i.); fase movel acetonitrila; fluxo 1,0
mL.min™; deteccéo 350 nm; volume de injecdo 15 pL; e tempo de andlise 20 minutos
— observou-se que os sinais ndao sofreram decaimento durante as dez analises
efetuadas, o que sugere que o derivado produzido mantém-se estavel por, pelo
menos, 3 horas.

A evidéncia de que o sinal cromatografico observado é de fato oriundo do
derivado produzido pela reacdo entre o TPM e o FDNB foi obtida mediante a técnica
de EM/ESI, associada a CLAE. O resultado obtido sugere que, muito provavelmente,
houve a formacéo do bis-(2,4-dinitrobenzeno)-topiramato (Figura 15), uma vez que o
jon pseudomolecular [M+1]" encontrado (indicado por uma seta) possui razdo

massa/carga de 672. A fim de se obter informacgfes mais precisas sobre a estrutura



61

molecular do derivado, fazem-se necessarias analises adicionais a fim de avaliar o
padréo de fragmentacdo deste composto. Além disso, a utilizacdo de outras técnicas
espectroscopicas, como o infravermelho e a ressonancia magnética nuclear, pode
fornecer mais evidéncias que corroborem a estrutura molecular do derivado proposta

nesse estudo.

Figura 15 - Espectro de massas EM/ESI do suposto sinal do derivado (modo +; Q array 5 V; e RF 150
V)

Inten.(»100,000) Base Peak: 672112514
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Fonte: elaborada pela autora (2011)

No presente trabalho, utilizou-se um excesso de derivatizante (no minimo, 10
mols de derivatizante para cada 1 mol de TPM) e aquecimento a 100°C por 60
minutos, tendo sido obtido o bis-(2,4-dinitrobenzeno)-topiramato, através da dupla
substituicdo aromatica nucleofilica diretamente, nos grupos terminais N-amino da
funcdo sulfamato do TPM (Figura 16). A Figura 17 mostra o provavel arranjo

tridimensional dos &tomos na molécula do bis-(2,4-dinitrobenzeno)-topiramato.

Figura 16 - Reagdo do TPM com duas moléculas de FDNB, produzindo o bis-(2,4-dinitrobenzeno)-
topiramato (MM: 671,544)

Nl
0
I F %
0 i : Q [
HC \(\ —hHy W +0
¢ >{ L o, + 2 IN"—’/ Y S HaC}<D o 5 N ) HE
LA ° o = HC o o ?E_ - '
"F'HC'- .N'-:D D_\_\?LCH:J e o | ©
HiC o HiC —
N

Fonte: elaborada pela autora (2011)
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Figura 17 - Arranjo espacial mais provavel do bis-(2,4-dinitrobenzeno)-topiramato, obtido pela
analise conformacional da molécula, utilizando o programa ChemOffice 4.0

Fonte: elaborada pela autora (2011)

Tais resultados sugerem que, caso fosse utilizada a estequiometria 1:1,
ocorreria a formacédo do mono-(2,4-dinitrobenzeno)-topiramato (Figura 18). Contudo,
optou-se pela utilizacdo do excesso de reagente, devido a maior protecdo do grupo
funcional do derivado, acarretando maior estabilizagdo do composto por ressonancia
e, também, ganho de absortividade molar, pelo aumento do nimero de grupos

cromo6foros na molécula.
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Figura 18 - Reacdo do TPM com uma molécula de FDNB, produzindo o mono-(2,4-dinitrobenzeno)
topiramato (MM: 505,453)
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Fonte: elaborada pela autora (2011)

5.2 DETERMINACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E CALCULO DE
PARAMETROS DE ADEQUAGCAO DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

Paralelamente ao estudo da cinética da reacdo de derivatizacdo, 0s
parametros cromatograficos foram ajustados de forma a garantir uma resolucao
adequada a analise. ApoOs varios ensaios, foram determinadas as condi¢cbes

cromatograficas mais favoraveis, que estao dispostas no Quadro a seguir.

Quadro 5 - Condi¢des cromatogréficas para a determinagédo do TPM

PARAMETROS

CROMATOGRAFICOS CARACTERISTICAS

Coluna de fase reversa de silica C8 (5 um, 250 mm x 4,6 mm d.i.),

Fase estacionaria .
fabricante Ace

Fase movel Eluicdo isocréatica com acetonitrila
Fluxo da fase mével 1 mL.min*
Volume de injecédo 15 pL
Detector UV / vis
Comprimento de onda 350 nm
Tempo total de anélise 20 minutos

Fonte: elaborado pela autora (2011)

A fim de se trabalhar com moléculas polares em cromatografia de fase
reversa, normalmente recomendam-se as colunas com octilsilano (C8) ou

octildecilsilano (C18) quimicamente ligado. No entanto, para a separacao de
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moléculas polares por técnicas de fase reversa, colunas com fases ligadas de
cadeia curta proporcionam picos mais simétricos, em relagdo as colunas contendo
fases de cadeia longa (HORVATH, 1980). A fase estacionaria utilizada foi uma

coluna de silica, com octilsilano quimicamente ligado (C8), base desativada.

Com relagéo a fase movel, utilizou-se também, com bons resultados, elui¢cdo
por gradiente de acetonitrila:acido fosforico 0,1% viv em &gua (55:45) até
acetonitrila:acido fosférico 0,1% v/iv em agua (70:30), no tempo de analise de 30
minutos, recurso este utilizado para diminuir o uso de solvente organico durante a
operacdo do sistema. O uso do acido fosférico na fase movel tinha por objetivo
interagir com a extremidade N-terminal parcialmente substituida do grupo sulfamato
no monoderivado, composto que se acreditava ser, a principio, o produto da reacao
entre o TPM e o FDNB.

O célculo dos parametros de adequacédo do sistema cromatografico, utilizando
um cromatograma obtido na andlise do derivado com eluigdo isocrética, encontra-se

demonstrado na Figura 19. A seta mostra o sinal produzido pelo derivado do TPM.
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Figura 19 - Célculo dos parametros de adequacéo do sistema cromatografico (Shimadzu série 10)

CLASS-LC10 Ver.=1.64 SYS=1 Ch=1 REPORT.NO=4 DATA=PAD300.D04 11/06/21 19:58:52

Sample

ID s

Type : Unknown
Detector : Other:UV
Operator : mazzei
Method Name : TOPIRI.MET

*%** Chromatogram *** Filename:PAD300.C04
Vv

2004 &

e}
=N

100
[o]] IR o . | J o . \ ’ ‘,,_/k____,,‘._,_,._,ﬁ

min

*¥*% peak Report ¥+

PKNO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 11.504 3911725 259463 59.8848
2 1343196 2620356 147003 40.1152
6532081 406466 100.0000

**% Calibration Result ***
** ID Table **

IDNO NAME TIME CONC RF1 RF2
*** Peak Time Table ***
PKNO R.TIME I.TIME F.TIME A/H(sec) RRT NAME
1. 11.504 11.200 12:::250 15.08
2 13.196 12.658 14.292 17..83
*** Column Performance Report ***
k! Plate # Tailing Resolution
5,30 13931 1:14
L. 6,33 13100 A TR P .95

Fonte: elaborada pela autora (2011)

Segundo a USP 34, os testes de adequacédo do sistema cromatografico séo

essenciais para a verificagdo de que este Ultimo € adequado para a analise
pretendida.

O namero de pratos teéricos (N) é uma medida da eficiéncia da coluna e, para

picos gaussianos, é calculado de acordo com a seguinte formula:

N = 16 (TR/W)?
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Onde TR é o tempo de retencdo da substancia e W € a largura do pico na sua
base. Na USP 34, a monografia para a matéria-prima TPM estabelece que a
eficiéncia da coluna ndo deve ser menor que 1.500 pratos tedricos, sendo que a
eficiéncia da coluna calculada para a separacdo do analito de interesse nas

condi¢cOes operacionais utilizadas foi de 13.100.

O fator de capacidade k' também é conhecido como fator de retencdo. E
definido como a razdo entre a quantidade de substancia na fase estacionaria e
aguela presente na fase mével. A partir do cromatograma, o fator de capacidade K’

pode ser calculado conforme a férmula a seguir:
K=(TR-TM)/TM

Onde TM é o tempo morto, ou o tempo requerido para a eluicdo de um
composto nao retido. Os valores de fator de capacidade k' sdao caracteristicos de
solutos individuais, e a selecdo de um sistema cromatografico capaz de retardar
seletivamente os demais componentes da mistura é de suma importancia. Por meio
da selecdo de uma combinacdo apropriada de fases moveis e estacionarias, 0s
valores de k' serdo diferentes para cada componente numa dada mistura
(KRSTULOVIC; BROWN, 1982).

O fator de assimetria (TF) de um determinado pico de interesse é calculado

da seguinte forma:
TF = Wo7o5/ 2f

Sendo Wy s a largura do pico a 5% da altura e f a distancia entre o ponto
maximo do pico e a sua linha de frente, medida a 5% da altura do pico, em relacéo a
linha de base. Em monografia destinada a matéria-prima TPM, a USP 34 preconiza
gue o TF do pico do analito de interesse ndo deve ser superior a 2,0, sendo que,

nesta analise, foi obtido o valor de TF de 1,13.

A resolucéo significa a separacdo de dois componentes de uma mistura, e é

calculada por:
Rs=2 (TR —=TRy) / (W1 —W,)

Onde TR, e TR; séo os tempos de retengcédo dos dois componentes, e W, e
W, séo as larguras correspondentes nas bases dos picos. Para valor de resolucéo

igual a 1,5, considera-se a separacao essencialmente completa, com menos de 1%
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de sobreposicdo (KRSTULOVIC; BROWN, 1982), ou seja, o valor de resolucao
obtido (3,97) comprova que houve a separacdo completa do TPM pré-derivatizado

dos demais componentes da mistura.

5.3 ANALISE PRELIMINAR DE ALGUNS PARAMETROS DE VALIDACAO
INTRALABORATORIAL

O estudo da linearidade do método demonstrou que, para os dois maiores
niveis de concentracdo de TPM utilizados (80,96 e 101,20 pg.mL™), ocorreu desvio
da Lei de Lambert-Beer. Observou-se ainda haver uma relacdo linear entre a
resposta do detector e a concentracdo do analito, que pode ser comprovada pela
curva analitica do derivado (Gréafico 1), elaborada com base nos dados dispostos na
Tabela 4.

Tabela 4 - Estudo da linearidade do método desenvolvido

DESVIO

) CONCENTRACAO DE TPM | . ) PADRAO

NIVEL DERNATZAgoq@xm;S AREAS OBTIDAS MEDIA RELATIVO

(%)

437965

1 5,0601 438814 438584 0,123564
438973
807194

2 10,1202 807004 807061 0,014320
806985
1681419

3 20,2404 1689314 1688904 0,431561
1695979
2473158

4 30,3606 2448115 2450102 0,903208
2429033
3260260

5 40,4808 3235160 3240160 0,559381
3225060
3919471

6 50,6010 3922101 3921001 0,034856
3921431
4706140

7 60,7212 4710030 4709030 0,053983
4710920

Fonte: elaborada pela autora (2011)
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Grafico 1 - Curva analitica do derivado, elaborada com sete niveis de concentragcdo de TPM
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Fonte: elaborado pela autora (2011)

O valor do coeficiente de determinacdo R? obtido significa que 99,91% da
variacdo da variavel dependente (y ou area do sinal) pode ser explicada pela
variavel independente (x ou concentracdo do analito). O valor do coeficiente de
correlacdo (0,9995) evidencia a existéncia de uma relacéo linear entre as variaveis
em estudo, bem como uma correlacdo fortissima entre elas (BRITO et al., 2003). A
constatacdo da linearidade do método segundo o procedimento descrito no item
4.3.2 é mais um forte indicio da estabilidade do derivado formado.

A inclinacdo da curva de calibracdo (coeficiente angular a = 76723) € um
parametro que expressa a variacdo da resposta em fungdo da concentragéo, ou
seja, a sensibilidade (INMETRO, 2010). Dessa forma, pode-se afirmar que a
metodologia desenvolvida é sensivel, uma vez que uma pequena diferenca na
concentracdo do analito resulta em uma grande variagdo no valor do sinal analitico

gerado.

A partir da curva analitica obtida, foram calculados os limites de deteccgédo e
inferior de quantificacdo, embora a avaliacdo destes parametros seja exigida apenas
em se tratando de testes qualitativos ou ensaios limites para a determinagdo de
impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas
(BRASIL, 2003; INMETRO, 2010). O limite de deteccdo é a menor concentracdo de
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um composto que o método analitico consegue diferenciar do ruido de fundo com
confiabilidade. J& o limite inferior de quantificacdo corresponde a menor quantidade
de um analito em uma amostra, que pode ser determinada quantitativamente com
precisdo e exatidao aceitaveis. O Grafico 2 mostra os valores de LD e LIQ obtidos,
mediante o tratamento estatistico da curva analitica usando o programa Statistica
6.0.

Graéfico 2 - Calculo do LD e LIQ, a partir da curva analitica (Statistica 6.0)
LD E LI
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Fonte: elaborado pela autora (2011)

O estudo preliminar da recuperacdo do analito, antes da validagcao
propriamente dita de um novo método analitico, € um indicativo da eficiéncia do
procedimento de extragdo. Porcentagens de recuperacdo do analito proéximas a
100% séo as ideais, segundo a Resolugédo-RE n° 899/2003, embora sejam admitidos
valores menores, desde que a recuperacao seja precisa e exata. A recuperacao esta

relacionada com a exatiddo de um método analitico, pois evidencia a quantidade de



70

hY

determinado analito, recuperado na metodologia, em relagdo a quantidade real
presente na amostra (BRITO et al., 2003). Os valores de recuperagdao do analito
calculados para os diversos niveis de concentracdo de TPM foram os seguintes:
98,2% (nivel 2), 97,4% (nivel 3), 99,1% (nivel 4) e 101,2% (nivel 5). Para o nivel 2
(concentracdo de TPM = 0,753%), o intervalo de recuperacdo aceito € de 95 a
105%, enquanto que para 0s niveis 3 (concentragdo de TPM = 1,006%), 4
(concentracdo de TPM = 1,259%) e 5 (concentracdo de TPM = 1,512%), a faixa de
recuperacdo admitida é de 97 a 103% (BRITO et al., 2003). Dessa forma, o presente
estudo sugere que a recuperacdo do analito a partir da metodologia analitica
desenvolvida € satisfatoria.

Os ensaios para determinacdo do teor de TPM nos dois medicamentos
analisados pelo método da padronizacdo externa tiveram o0s seguintes resultados:
99,4%, 97,2% e 99,1% do valor declarado (medicamento referéncia); e 97,0%,
96,2% e 95,8% (medicamento genérico). Ambos os produtos encontram-se dentro
da faixa de teor preconizada pela USP 34 (90 a 110%), no entanto a diferenca entre
os resultados obtidos para cada produto pode ser decorrente da diversidade das
matrizes analisadas, uma vez que cada produto possui uma composi¢cao prépria
(Quadro 6). Vale ressaltar que o ensaio preliminar para a determinacdo do
percentual de recuperacdo do analito foi realizado somente com o medicamento

referéncia.

Quadro 6 - Composicdo dos medicamentos utilizados no presente estudo

Produto Composicéo
Topamax 50 mg comprimidos revestidos Amido pré-gelatinizado, amidoglicolato de sodio,
(referéncia) celulose microcristalina, cera de carnauba,

estearato de magnésio, lactose, hipromelose,
macrogol, diéxido de titnio, 6xido férrico
amarelo e polissorbato 80.

Topiramato 100 mg comprimidos revestidos Amido pré-gelatinizado, lactose monoidratada,
(genérico EMS) celulose microcristalina, croscarmelose sddica,
estearato de magnésio, 6xido de ferro amarelo,
dioxido de titanio, alcool polivinilico, talco,
macrogol e agua purificada.

Fonte: BULAS... (2011)

A metodologia desenvolvida mostrou-se promissora, como uma alternativa
mais acessivel aos métodos para a determinagéo do topiramato em matérias-primas

e comprimidos preconizados pela USP 34, que utilizam a técnica de cromatografia
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liguida com deteccdo refratométrica. No entanto, em se tratando de um método
totalmente novo, é necessario assegurar que as caracteristicas de desempenho do
método atendem aos requisitos necessarios para as operacdes analiticas
pretendidas, garantindo a sua confiabilidade (INMETRO, 2010).

Dessa forma, a metodologia analitica desenvolvida no presente estudo deve
ser validada, no intuito de confirmar que o método € adequado para a determinacéo
do topiramato em matérias-primas e comprimidos. Esse estudo de validacdo deve
contemplar a avaliacdo dos seguintes parametros: especificidade e seletividade;
sensibilidade, linearidade e faixa de trabalho; precisdo; exatiddo e recuperacéao; e
robustez (BRASIL, 2003; INMETRO, 2010). Para isso, recomenda-se utilizar padrao
de referéncia USP Topiramato, ndo disponivel na ocasido em que foram conduzidos
0s estudos experimentais aqui descritos. Além disso, devem ser obedecidos o0s
requisitos necessarios para a realizacdo de experimentos completos de validacéo,
particularmente no que tange ao niumero de amostras e repeticdes e a andlise dos

dados brutos mediante tratamento estatistico apropriado.

Futuramente, o método devidamente validado poderd ser enviado para
posterior apreciacdo pela Comissdo da Farmacopéia Brasileira e certificacdo e,
sendo aprovada a monografia, esta poderd ser remetida para apreciacdo e
oficializagéo pela ANVISA.
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6 CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida, visando a determinacao do topiramato utilizando
as técnicas de derivatizagdo com FDNB e cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo espectrofotométrica, mostrou-se uma alternativa viavel ao método

oficial em vigor.

Os experimentos preliminares de validacdo sugerem que o método apresenta
sensibilidade, especificidade, linearidade e exatidao, esta Ultima evidenciada pelo
percentual de recuperacdo satisfatério, utilizando-se como amostra o0 medicamento

de referéncia.

O presente trabalho pode ser o ponto de partida para a realizagcdo de ensaios
completos de validacao, a fim de demonstrar que as caracteristicas de desempenho
do método atendem a finalidade pretendida, ou seja, a andlise quantitativa do

topiramato em matérias-primas e comprimidos.

Dessa forma, os 6rgaos publicos de controle de qualidade brasileiros poderéo
ter a sua disposicdo uma nova metodologia analitica oficial para a determinacéo do
topiramato em matérias-primas e comprimidos. O método proposto, além de mais
simples e especifico, vai ao encontro dos recursos materiais existentes nesses

laboratorios.
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