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Avaliacaodo Oxido de FerrocomoAtenuante para Degradacao
Fotolitica do Farmaco Montelucaste

Evaluation of Iron Oxide as an Attenuant for Photolytic Degradation of
Montelukast Drug

Guilherme Mendes Duarte,? Luciana Rebelo Guilherme?*

Montelukast sodium (MTK) is a leukotriene receptor antagonist used to treat asthma and relieve
symptoms of seasonal allergies in children and adults. MTK is known to be photosensitive, however, to
minimize the effects of photodegradation, it is common to sell it in blisters, which considerably increase
itis final product price. An alternative to blister packs could be the insertion of nanoexcipients capable of
promoting a photoprotection effect of MTK in formulations. To elucidate the stability of the drug using
appropriate analytical methodology, as well as to suggest the reduction of MTK photodegradation by
the nanoexcipient iron oxide, this study was carried out. Two types of iron oxide were used in this study,
one of industrial oxide and the other synthesized specifically for this study. The synthesized iron oxide
was prepared from the coprecipitation reaction of iron (II) and iron (III) ions, followed by oxidation by
adding HNO, and Fe(NO,),, obtaining colloidal suspension, purification by dialysis and vacuum oven
drying. The characterizations of the synthesized iron oxide and industrial iron oxide, in addition to the
evaluation of the degradation profile of the raw material and chewable tablet MTK, were carried out
by the techniques of vibrational spectroscopy in the Infrared region with Fourier transformed (FTIR),
microscopy transmission electronics (MET), X-ray diffraction (XRD), Mdossbauer spectroscopy and
high-performance liquid chromatography (HPLC). Toward develop adequate analytical methodology,
the raw material and chewable tablet MTK were exposed to degradation pathways in acid (HCI) and basic
(NaOH), oxidation (H,0,), thermolysis (60 °C) and photolysis. The XRD and Mdssbauer spectroscopy
techniques indicate that the synthesized iron oxide is maghemite phase (y-Fe,O,) and industrial iron
oxide was predicted to be formed by 100 % hematite phase (a-Fe,0,). The average size obtained, by
means of MET, for the synthesized iron oxide was 8.37 + (SD =2.18) nm and for the industrial iron oxide
it was 26.66 * (SD = 53.69) nm. The analytical methodology using the liquid chromatography technique
(HPLC) proved to be efficient for elucidating the degradation products and MTK. The observed results
indicated an extreme susceptibility of MTK to photodegradation. The synthesized iron oxide was able
to attenuate the photolytic effect on the drug, in the chewable formulation of MTK. This study suggests
that the use of maghemite iron oxide as a nanoexcipient could act as a photoprotector of photosensitive
drugs such as MTK.
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1. Introducgao

O montelucaste de s6dio (MTK) de férmula molecular C,H, .CINaNO,S, conhecido
quimicamente como [I-[[[(1R)-1-[3-[-[(E)-2-(7-2-cloroquinolil) etenil] fenill]
3-[2-(1-hidréxilmetill etil) fenil] propil] sulfanil] metil] ciclopropil] acetato (Figura 1), €
um antagonista do receptor de leucotrienos utilizado para o tratamento de asma e alivio dos
sintomas de alergias sazonais em criangas e adultos. A avaliacdo da qualidade do insumo ativo
MTK se faz necessdria devido a necessidade de garantir a seguranga da populagdo que faz
uso do MTK nas formulagdes farmacé€uticas. Deste modo, agéncias reguladoras compdem o
ICH (International Conference on Harmonisation - Comité Internacional de Harmonizagao de
Requisitos Técnicos para o Registro de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano) normatizam
e regulamentam o registro do MTK para uso humano. A fim de proteger a populagdo de possiveis
danos ao organismo que tal firmaco poderia gerar, como por exemplo a presenca de provaveis
impurezas genotdxicas advindas do MTK no decorrer de sua estabilidade fisico-quimica !

O propésito de um estudo de estabilidade do perfil de degradacdo de farmacos € fornecer
evidéncias sobre como a qualidade, de um farmaco ou de um produto farmacéutico, pode
variar com o tempo. A estabilidade pode variar em funcdo de uma variedade de fatores
ambientais e quimicos, tais como: temperatura, umidade, luz e a presenca de excipientes na
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Figura 1. Representagio da estrutura quimica do montelucaste de sédio
(MTK)

formulacdo. As ferramentas de determinacdo do MTK para
monitorar a sua qualidade mais observadas na literatura sdo
as técnicas de: espectrofotometria, cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE/HPLC), cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas
(CLAE-EM/HPLC-MS), espectrometro de massas (EM/
MS), espectroscopia de ressonincia magnética nuclear
(RMN/NMR) e espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A
técnica utilizada neste estudo € a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector em fotodiodo (Photodiode
Array). Tal técnica € preditiva de avaliar o mecanismo de
degradacgdo de firmacos, tais como o MTK.!>1

O farmaco MTK ¢ suscetivel a degradacido em hidrdlise
sob meio 4cido, oxidativo e criticamente instavel por meio da
fotolise advinda da incidéncia da luz. Os principais produtos
de degradacdo do MTK observados sdo as impurezas: 1, 2,
5, 6 e 7 (Figura 2 e Figura 3). Os alvos de ataques dos meios

Impureza Isémero 1
Impureza Isémero 2

Impureza 3

de degradag@o sdo os agrupamentos funcionais que possuem
capacidade de interagir com a condicio de estresse em que
lhes € submetida. A degradacdo fotolitica do MTK pode
proporcionar reagdes de fotoisomerizagdes em sua estrutura
quimica, como por exemplo em locais de dupla ligacdes
levando a isomerizacdo da geometria estrutural do MTK.
Tais mudangas nas estruturas quimicas podem vir a formar
impurezas com potenciais danos genotoxicos a saidde. A
literatura de Pounikar ez al. (2020), relatam os principais grupos
funcionais de estruturas quimicas orgéanicas que sao destacados
como alarmantes por possuirem atividade genotdxica. Dentre
os agrupamentos relatados estd o grupo dos metildis, que
compdem as estruturas das impurezas 1, 2, 4, 6 e 7 do MTK.
Existem vérios estudos sobre a identificacio, quantificacio e
caracterizacido de impurezas em medicamentos. A literatura
cientifica € limitada sobre a investigacdo de toxicidades das
impurezas. No entanto, Emerce et al. (2015) relataram que as
impurezas 1 e 2 (sulféxido MTK) sdo citotdxicas em funcao
da dose aplicada em linfécitos periféricos humanos.”!¢%

Frente a esse cendrio a utilizacdo de blisteres ALU/
ALU (Aluminio/Aluminio) e diéxido de titdnio seriam uma
alternativa para resolu¢do do problema de degradacdo do
farmaco e formacdo de impurezas desconhecidas e conhecidas,
porém sado recursos com altos dispéndios financeiros.

O MTK apresenta em sua formula¢do comprimido um
promissor atenuante a degradacdo fotolitica, o 6xido de
ferro. Esse, no entanto, € utilizado na formulagdo como
apenas como excipiente, com a func¢ao de corante em uma
propor¢ao de 0,03%. Os 6xidos de ferro sdo compostos
amplamente encontrados na: hidrosfera, litosfera, atmosfera
e biosfera. Sdo conhecidos como 6xidos de ferro os
compostos que sdo constituidos pelos elementos quimicos

Impureza 4 Impureza 5

Figura 2. Representagao das férmulas estruturais das impurezas 1 a 5

Impurez®

Impurez&

Figura 3. Representagio das férmulas estruturais das impurezas 6 e 7
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ferro (Fe) ligados com oxigénio (O), tais como: magnetita
(Fe,0,), maghemita (y-Fe,0,) e hematita (a-Fe,0,). Os
oxidos de ferro sdo candidatos favordveis para muitas
aplicacdes industriais, tanto para a indtstria alimenticia
quanto para a farmacéutica, devido as suas exclusivas
propriedades fisico-quimicas (altas dreas de superficie e
grandes propriedades eletronicas) e a alta biodisponibilidade
na natureza devido sua baixa toxicidade.?"*

Comumente no que se refere em relag@o a toxicidade
de nanoparticulas de 6xido de ferro, estas ndo liberam
substancias nocivas ao organismo e sao biocompativeis,
tornando-as candidatas atrativas para inser¢do como
nanoexcipiente em aplicagdes biomédicas. Para fundamentar
essa ideia, um estudo conduzido por Lewis RJ (2004)
demonstra que a dose letal (DL, ), de 6xido de ferro para 50
% de uma populacdo de ratos € 5,4 g/Kg, logo a dose letal
para um rato de 250 g seria de 1,35 g de 6xido de ferro. Isso
sugere que, nesta concentracdo, € infima a possibilidade de
prejudicar o organismo de um humano.*

Os estudos dos fatores de degradacdo mencionados
anteriormente, bem como a avaliacdo do farmaco frente aos
excipientes de ferro, possibilitam também estabelecer as condi¢des
ideais de armazenamento e os prazos de validade recomendados.
Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa,
essa interacdo fdrmaco versus 6xido de ferro, apresentaram
promissores resultados nesse contexto. Pois, observou-se que, a
rifampicina foi protegida da fotodecomposi¢io, na presenga do
nanoexcipiente 6xido de ferro.!31427-28

Os objetivos desse estudo foram avaliar o perfil de degradagao
do MTK matéria-prima e comprimido a fim de elucidar a
estabilidade do medicamento, bem como sugerir a reducdo
da fotodegradacio do farmaco pela nanoparticula de 6xido de
ferro empregando uma metodologia analitica desenvolvida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2. Metodologia

2.1. Reagentes, Insumos e Equipamentos

Os reagentes utilizados nesta pesquisa foram: cloreto
de ferro(Il) tetrahidratado (FeCl,.4H,O) (Marca Sigma-
Aldrich); cloreto de ferro(I1l) hexahidratado (FeCl,.6H,0)
(Marca Sigma-Aldrich); nitrato de ferro [Fe(NO,)] (Marca
Synth); hidréxido de aménio (NH,OH) (Marca Synth); dcido
nitrico (HNO,) (Marca Synth); metanol (CH,OH) (Marca JT
Baker); 4cido cloridrico (HCI) (Marca Synth); hidréxido de
s6dio (NaOH) (Marca Dinamica); per6xido de hidrogénio
(H,0,) (Marca Biograde); dcido fosférico (H,PO,) (Marca
JT Baker) e acetonitrila (C,H,N) (Marca Merck).

Os insumos empregados no estudo foram: Padrdo
primdrio de Montelucaste e Impurezas: Farmacopeia
Americana (USP-United States Pharmacopoeia) e
britanica (BP- British Pharmacopoeia); os comprimidos
foram adquiridos em drogarias localizadas no municipio
de Anépolis, estado de Goids. A matéria-prima de MTK
(IFA) e o placebo do comprimido mastigdvel (aroma de
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cereja, celulose microcristalina, corante 6xido de ferro
vermelho, croscarmelose sédica, estearato de magnésio,
hiprolose, manitol e aspartamo) foram obtidos através da
doagdo de uma industria farmacéutica paulista, cujo nome
serd mantido em sigilo.

Os equipamentos utilizados foram: balanga analitica
com capacidade de 220g e precisdo de 0,0001g (marca
Gehaka modelo AG-200); condutivimetro (marca Gehaka
modelo CG2000); estufa a vicuo (marca ethik modelo 440-
D); banho ultrassénico (marca SolidStell modelo SSBu);
camara de fotoestabilidade (marca Ethik modelo 424-
CF); camara climatizada (marca B.O.D. modelo EL141);
cromatdgrafo liquido (marca Agilent Infinity I modelo
1290) e coluna cromatogréfica (marca Phenomenex modelo
Synergi Hydro-RP).

2.2. Sintese do oxido de ferro (Fe,0,)

As nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe,O,) foram
sintetizadas pelo método de coprecipita¢do, baseada nas
metodologias de Khalafalla (1980) e van Ewijk (1999).
Foram pesados analiticamente, 4,00 g de FeCl,.4H,0 ¢ 8,00
g de FeCl,.6H,0 e dissolvidos em 50 mL de dgua. O cloreto
férrico e o cloreto ferroso dissolvidos foram misturados em
um béquer de vidro. Foram adicionados 25 mL. de NH,OH
sob agitagdo manual. A reagdo quimica de formacao de
magnetita em meio aquoso € representada pela equacgao:

2Fe3+(aq> + lFez"(aq) +80H — Fe,O, +4HO,.

Ap6s a etapa de precipitagdo, o material foi deixado
em repouso até sua decantacdo a temperatura ambiente. O
precipitado de coloracdo preta foi isolado do sobrenadante
por decantacdo utilizando um ima de neodimio colocado
sob o béquer. Foi descartado o liquido sobrenadante que
foi lavado com NH,OH 5 %. A um béquer de 200 mL
foram adicionados 40 mL de HNO, 2 mol L' em 50 mL
da solucdo de 6xido de ferro obtida, sob agitagdo branda
por 5 minutos sendo utilizado um agitador magnético com
aquecimento. Em seguida foi adicionado 60 mL Fe(NO,),
ao meio reacional sob aquecimento (>100 °C) por 1 hora.
Obteve-se uma suspensio coloidal, que foi separada por {ma
de neodimio e submetida a lavagens com HNO, 2 mol L,
acetona e sendo por fim dispersadas em dgua destilada. A
suspensdo coloidal obtida foi dialisada em uma membrana
de celulose semipermedvel (INLAB — 10000Da). Apés
dialise, o fluido foi seco em estufa a vacuo a 40 °C.

2.3. Caracterizacdo do Oxido de Ferro Sintetizado e Oxido
de Ferro Industrial

2.3.1. Espectroscopia Vibracional na Regido do
Infravermelho (FTIR)

As andlises de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foram
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realizadas em um espectrometro Bruker (Alpha) no intervalo
de varredura entre 400 - 4.000 cm™. As amostras utilizadas
nos espectros de infravermelho foram dispersas em KBr, nas
proporcdes de 1 mg de amostra/100 mg de KBr e prensadas na
forma de pastilhas. Em seguida, com o auxilio de uma prensa
compacta MHP-1 (Shimadzu), formou-se uma pastilha de 10
mm de didmetro. Registraram-se os espectros no intervalo
correspondente a regido do infravermelho médio.

2.3.2. Espectroscopia MSssbauer

Os espectros Mossbauer foram obtidos no Laboratério de
Ciéncia de Materiais do Instituto de Fisica da Universidade
de Brasilia (UnB). As medidas foram realizadas utilizando
um transdutor WEISS de fabricagdo alema que se move com
aceleracdo constante. A fonte de radiagdo utilizada foi Co
em matriz de Rédio (Rh), calibrado com uma folha fina de Fe.

2.3.3. Difracdo de raios X (DRX)

As andlises de Difracdo de raios X (DRX) foram
realizadas na Central de Anélises do Instituto de Quimica
(IQ) da Universidade Federal de Goidas (UFG). Os
difratogramas de raios X foram obtidos das amostras na
forma de p6. Utilizou-se o equipamento Shimadzu modelo
DRX-6000, com fonte de radiagdo CuK a ( A = 1,54 /0%),
voltagem de 40 kV e corrente de 20 mA. As medidas foram
feitas em varredura continua no intervalo de 10° a 80°, a
uma velocidade de varredura de 2°/min.

2.3.4. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A Microscopia Eletronica de Transmissao foi realizada
no LabMic (Laboratério Multiusudrio de Microscopia de
Alta Resolucdo) da Universidade Federal de Goids (UFG).
As medidas foram feitas utilizando um microscépio
eletronico de transmissdo da marca Jeol, modelo JEM-2100.
As amostras foram diluidas em 4dgua ultrapura depositadas
sobre uma tela de cobre de 200 mesh, com filme de carbono
como cobertura, previamente ionizada por 20 minutos.
Aguardou-se entdo a sua evaporagdo em camara de vicuo
por 12 horas. A partir das micrografias eletrOnicas de
transmissdo obtidas, com o auxilio dos programas IPEXP4
e Excel, foi possivel fazer as contagens, as verificacdes dos
didmetros médios das nanoparticulas e obter os histogramas
de distribui¢do dos tamanhos das particulas utilizadas
neste trabalho. A determinagdo do indice de dispersdo
(ID) foi realizada segundo as Organizacdes Internacionais
de Padronizacdes (ISOs). O indice de dispersividade (ID)
€ definido como o desvio padrido (o) da distribuicdo do
didmetro das particulas dividido pelo didmetro médio das
particulas, conforme a Equagdo 1. 3%

o
ID = (—)2
(9
Equacao 1. Equagdo do indice de dispersividade
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2.4. Preparo das solu¢des — Padrdo primario MTK +
impurezas, IFA, comprimido e placebo

Foram pesados o equivalente a 20,0 mg de cada amostra
(padrdo primdrio MTK e impurezas, IFA, comprimido
e placebo) sendo transferidos para baldo volumétricos
ambar distintos de 10 mL. Apds a pesagem, os insumos
foram solubilizados em metanol sendo levados para banho
ultrassonico por 10 minutos. A concentracio de cada analito
correspondia a 2,0 mg mL".

As solucdes foram filtradas em membrana PVDF
(Fluoreto de polivinilideno) 0,45 um e injetadas em CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia), previamente
diluindo 1 mL de cada solucdo para um baldo volumétrico
ambar de 10 mL, com concentracio de cada analito igual a
0,2 mg mL™"

2.5. Preparo dos testes de degradagéao

As solugdes das amostras degradadas foram preparadas
conforme descrito anteriormente no preparo das solucdes,
tanto para a condicao controle (sem degradantes) quando
para as condicdes das amostras expostas aos degradantes,
vide Tabela 1.

A condicdo de degradagdo fotolitica foi realizada
através da utiliza¢do de uma camara de fotoestabilidade. A
matéria-prima e o comprimido mastigavel foram pesados e
transferidos para placa de Petri e mantidos a uma distancia
de 30 cm da radiac@o da luz. A degradacio se deu a partir
da incidéncia de luz fluorescente branca e luz fluorescente
ultravioleta com espectro distribuido entre 320 e 400 nm nas
respectivas exposi¢des citadas na Tabela 1. Através de dois
ciclos de exposi¢do, sendo a segunda exposi¢do o dobro da
primeira exposi¢do. O tempo de exposi¢do de 120 horas foi
dividido em 96 horas de exposicao a luz branca e 24 horas na
luz ultravioleta. Os preparos das solucdes apds exposi¢oes
seguiram o mesmo protocolo avaliado para as condi¢des
controle. Nos testes em que se envolvia a utilizagdo de
estufas com controle acurado de temperatura e umidade,
foi utilizada uma cimara climatizada.

2.6. Preparo das amostras MTK + 6xido de ferro — Teste
de atenuante para a fotodegradacao

Foram realizados dois testes de fotodegradacdo. No
primeiro teste, foram preparadas pastilhas de 2 mm de
espessura de MTK com massa igual a 20 mg. Da mesma
forma, foram preparadas as pastilhas de 6xido de ferro nas
proporg¢des de 8, 16 e 20 mg. As pastilhas de 6xido foram
colocadas sobre as pastilhas de MTK antes que as amostras
fossem levadas a cAmara de fotoestabilidade. No segundo
teste, foram pesadas as mesmas proporcdes do primeiro
teste, sendo feita uma mistura de MTK e 6xido de ferro em
grau e pistilo. As pastilhas do primeiro teste e as misturas
do segundo teste foram colocadas separadamente em placas
de Petri e levadas a cAmara de fotoestabilidade para serem
expostas a condicdo de radiacdo de luz. Apds os tempos
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Tabela 1. Condig¢des de Degradacdo do MTK e MTK comprimido mastigével

Condicao Condicio Estressante Volume de Degradante (mL) Tempo de Exposi¢io (horas)
Hidrélise Acida HCI 2,5 mol/L 10,0 48,0
Hidrdlise Basica NaOH 0,1mol/L 10,0 240,0
Oxidativa H,0, 0,5% (m/v) 10,0 2,0
Térmica Seca Estufa 60°C - 240,0
Térmica Umida Estufa 45°C/75%UR - 240,0

Fotdlise 1° Ciclo 1200 klux hora e 200 Watt hora/m?

Fotolise 2° Ciclo

2x 1200 klux hora e 200 Watt hora/m?

de fotélise (Tabela 1), as amostras foram transferidas para
baldes volumétricos ambar sendo adicionados metanol com
posterior banho de ultrassom. As amostras foram diluidas
para a concentracdo de trabalho de 0,2 mg/mL e filtradas
em membranas PVDF 0,45 pm.

2.7. Método cromatografico

A separacdo cromatografica foi conduzida utilizando um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Agilent 1290), em
uma coluna C18 (Synergi Hydro-RP 50 mm x 4,6 mm com
didmetro de particulas de 2,5 pm). O gradiente de eluicio
empregou a solucdo A e a solu¢do B como fase mével. A
solucdo A continha 4cido fosférico 0,1% e a solucdo B de
acetonitrila. O fluxo da fase mével foi de 1,0 mL min'.
O gradiente foi programado da seguinte forma (minutos/
porcentagem): Solucdo A: 0,0/45; 18,0/31,0; 24,0/20,0;
33,0/10,0; 37,0/10,0; 37,1/45,0; Solugdo B: 0,0/55,0;
18,0/69,0; 24,0/80,0; 33,0/90,0; 37,0/90,0; 37,1/55,0. A
temperatura da coluna aferida foi de 30 °C e o comprimento
de onda fixo de detec¢do de 239 nm. O diluente do método
utilizado foi o metanol.

3. Resultados e Discussao

Através dos espectros FTIR (Figura 4), para as amostras
de 6xido de ferro observou-se intensas bandas de absor¢ao

em torno de 3425 cm™' que sdo atribuidas aos estiramentos
v(—OH) presentes nas superficies de 6xidos hidroxilados;
bandas em 1628 cm™! que sdo caracteristicas de vibragdes
6(—OH) provenientes de moléculas de dgua adsorvidas de
6xidos metalicos. As amostras de 6xido de ferro também
apresentaram em ambos os espectros uma banda em 628
cm! associada a dtomos de ferro que estdo presentes em
sitios tetraédricos e estiramentos em 581 cm™! pertencentes
a sitios octaédricos.**-*

As Figuras 5 e 6 apresentam os resultados obtidos por
microscopia eletrdnica de transmissao. Na micrografia da
amostra de 6xido de ferro sintetizado pode-se observar
particulas de dimensdes nanométricas e de formato
aproximadamente esférico (Figura 5a). O histograma
demonstrado na Figura 5b indica o didmetro médio igual a
8,37 nm para a amostra de 6xido de ferro sintetizado. O indice
de dispersao (ID) calculado foi de 0,068 indicando que a
amostra de 6xido de ferro sintetizada apresenta particulas com
distribui¢do de tamanho homogéneo segundo as Organizagdes
Internacionais de Padronizacgdes (ISO 22.412:201). Este ID,
jé era esperado para a amostra, tendo em vista que a sintese
é amplamente divulgada na literatura.®-3-%7

A micrografia da amostra de 6xido de ferro industrial
pode ser observada na Figura 6a. Observam-se particulas
com morfologias distintas coexistindo na amostra. Foram
observadas particulas esféricas com didmetro médio de
15,40 nm (n = 500) e particulas em forma de bastdes com
didmetro médio de 134,96 nm (n = 52). O histograma de

Figura 4. Espectros obtidos das amostras de 6xido de ferro sintetizado e 6xido de ferro industrial.
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distribui¢do do didmetro da amostra de 6xido industrial pode
ser observado na Figura 6b. Observa-se na Figura 6b que os
valores da média (26,66 nm), do desvio padrio (£ 53,69 nm)
e do ID (4,06) para o didmetro da amostra foi severamente
afetado pelas particulas com diferentes morfologias. O
indice de dispersédo calculado para a amostra de 6xido de
ferro industrial € maior que 0,7 e tal valor indica que a
amostra € polidispersa.’!

Na Figura 7 sdo apresentados os difratogramas dos dados
obtidos pela técnica de difracdo de raios X para as amostras
de 6xidos de ferro sintetizado e industrial. Na amostra de
6xido de ferro industrial € observado um pico de maior
intensidade em 33,34° (20) correspondente a reflexdo do
plano cristalino (104). Para o difratograma do 6xido de ferro
sintetizado, o pico de difragdo mais intenso observado esta
em 35,74° (20) ao qual corresponde a reflexdo do plano
cristalino (311). Pelas andlises dos difratogramas € possivel
predizer a existéncia da fase cristalina de a-Fe O, (hematita
com carta cristalografica referente a JCPDS-33-0664)
que foi evidenciada pelo caracteristico pico de maior
intensidade em 33,34° para o 6xido de ferro industrial, e a
presenca da fase cristalina referente a y-Fe,O, maghemita
(carta cristalogréfica igual a JCPDS-391346) atribuido ao
pico de maior intensidade em 35,74° para o 6xido de ferro
sintetizado. O tamanho médio dos cristalitos (D, ) das
amostras foram calculados a partir da largura a meia altura

do pico de maior intensidade (FWHM). Esses dados foram
utilizados na Equacéo de Scherrer, Equagéo 2.

Equacao 2. Equagio de Scherrer

Na equagdo de Scherrer, k € a constante de
proporcionalidade que apresenta valor igual a 0,9, este
valor esta relacionado com a forma esférica da particula; A
¢ o comprimento de onda da radiacio CuKa (1,54818A);
B € o resultado da diferenca entre a largura a meia altura
do pico mais intenso (B) e a largura intrinseca do cristal
padrio feito de silicio (b), no qual pode representado por
(B>-b?*)'2;, 8 € o angulo de difracdo de Bragg do pico mais
intenso. O 6xido de ferro sintetizado e o 6xido de ferro
industrial apresentaram dimensdes médias de cristalitos de
9,15 e 37,84 nm respectivamente. Por apresentarem sinais
de difracdo que se sobrepdem foi necessario a realizagdo de
espectroscopia de Mossbauer para realizar a distingdo entre
as fases magnetita e/ou maghemita, para caracterizagdo do
6xido de ferro sintetizado.

Os espectros Mossbauer das amostras de 6xido de
ferro industrial (Figura 8) e 6xido de ferro sintetizado
(Figura 9) foram obtidos a temperatura ambiente (298 K) e
os pardmetros ajustados foram os valores de deslocamento

Sintetizada

diametro médio(nm) = 8,37
desvio padrao(nm) = 2,18
804 n=634

ID =0,068

/]

40

Frequéncia (%)

Diametro (nm)

Figura 5. (a) Micrografia obtida por MET e (b) Histograma da amostra de 6xido de ferro sintetizado
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Figura 6. (a) Micrografia obtida por MET e (b) Histograma da amostra de 6xido de ferro da industria
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Figura 7. Difratogramas das amostras de 6xido de ferro sintetizado (---) e 6xido de ferro industrial (---)

isomérico (DI), desdobramento quadrupolar (DQ), campo
magnético hiperfino (Bhf) e drea relativa (%).

Por meio da espectroscopia Mossbauer do 6xido de
ferro industrial foi possivel confirmar a presenca de 100
% de hemat\ita (a-Fe,0,) através dos parametros ajustados
(Tabela 2). A temperatura ambiente, as hematitas (a-Fe,O,)
sd0 magneticamente ordenadas e podem ser reconhecidas
por apresentarem campo magnético hiperfino relativamente
alto. Na literatura € observado que a hematita pura apresenta
B,, =518 T, DI = 0,37 mm s, e DQ = -0,22 mm s™.
Observa-se que nio foi identificada nenhuma absor¢@o na
parte central do espectro, o que remete afirmar a auséncia
de fend6menos de superparamagnetismo.>!38-40

A espectroscopia Mossbauer do 6xido de ferro
sintetizado sugere a presenca de fase de maghemita na
amostra através dos parimetros ajustados utilizando dois
sextetos (Tabela 2). E possivel observar um relaxamento
superparamagnético dominante mais intenso, o que sugere
a dispersidade do tamanho da amostra com consequente
distribui¢do do campo hiperfino. Em temperatura ambiente
o espectro Mossbauer de maghemita consiste em um sexteto
de linhas largas, o que indica a existéncia de multiplos sitios
em sua estrutura. O B, . € caracteristico para fons ferro(IIl)

spin alto com valores assumidos na faixa de 45 a 52T, DI =
0,32 mm s e DQ = 0,02 mm s Os parAmetros hiperfinos
associados ao segundo sexteto ‘estdo dentro da faixa de
valores caracteristicos da fase maghemita.*-+

Para o método analitico de cromatografia desenvolvido
nesse estudo, inicialmente foram testados os pardmetros
de adequabilidade ideal do sistema (DPR 4rea, DPR
tempo de reten¢do, assimetria de pico, pratos tedricos) e os
parametros de valida¢ao (seletividade, linearidade, precisao,
exatiddo) de acordo com o ICH (International Conference
on Harmonisation — Comité mundial Internacional de
Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para o Registro de
Produtos Farmacéuticos para Uso Humano), RDC 166
ANVISA (Agéncia Nacional brasileira de Vigilancia da
Satdde). Os resultados estdo mostrados na Tabela 3. Na
Figura 10 estd representado o cromatograma do MTK na
presenga de suas impurezas conhecidas.

O cromatograma da Figura 10 apresenta uma satisfatdria
separagdo entre MTK e suas impurezas conhecidas pois 0s
resultados dos parametros para de adequacdo do sistema
indicaram que o método € adequado para continuidade
aos estudos de estabilidade do MTK, devido ao desvio
padrdo relativo (DPR) das inje¢Oes apresentar-se menor

Figura 8. Espectro Mdssbauer para a amostra de 6xido de ferro industrial
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Figura 9. Espectro Mossbauer para a amostra de 6xido de ferro sintetizado

Tabela 2. Pardmetros ajustados dos espectros de Mossbauer das amostras de 6xido de ferro industrial e 6xido de ferro sintetizado.

Amostra DI (mm/s) DQ (mm/s) B, (Tesla) Razao A/B Conclusao
Oxido de Ferro Industrial 0,3738 (+£0,0010) 0,2250 (+0,0021) 51,2410 (+0,0081) 100% Hematita
Oxido de Ferro Sintetizado ~ 0,3194 (£0,0346) 0,0253 (+0,0681) 45,0030 (+0,3351) ;;‘;Zj g Maghemita
s ‘0

que 2 para drea e tempo de retencdo, assimetria do pico
de MTK menor que 2, os pratos tedricos igual 12735 o
que estd intrinsicamente ligado a alta eficiéncia da coluna
cromatogréfica, e a resolugdo entre os picos das impurezas
e do farmaco. O método apresentou-se validado através dos
parmetros de precisdo, linearidade e exatidao visto que tais

Tabela 3. Resultados obtidos para os pardmetros de validagdo

apresentaram resultados de recuperacdo e resposta linear
com coeficiente de correla¢do igual a 0,99991.

Para a avalia¢do do perfil de degradacao do MTK
analisou-se as amostras submetidas as condigdes de estresse
correlacionando com as amostras controle (sem contato
com degradantes). O farmaco foi submetido as condicdes:
hidrélise dcida, hidrélise bdsica, oxidagdo, calor seco

Parametro

Critério de Aceitacio

Resultado Obtido

DPR Area <2,0 %
DRP Tempo Retengdo < 2,0 %

Adequabilidade do Sistema

DPR Area = 0,073
DRP Tempo Retengdo = 0,087

Pratos Tedricos > 2000 12735
Assimetria < 2,0 0,97

Precisdo — Repetibilidade

DPR Area < 10 %

Inter DPR = 1,97
Intra DPR = 1,80

Precisdo — Intermedidria DPR Area< 10 % DPR =1,79
Linearidade Coeficiente (r) > 0,99 (r) =0,99991
Exatiddo Recuperagdo 90 % - 110 % Meédia = 105,45 %

Figura 10. Cromatograma do MTK com as Impurezas
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(térmica seca), umidade e fotdlise. O MTK apresentou
susceptibilidade, decaimento acima de 10 % do teor do
farmaco, nas seguintes condi¢des: hidrélise dcida, meio
oxidativo e meio fotolitico, sendo esta tdltima condi¢do a
mais critica de degradacao do MTK.

Observa-se pela Tabela 4 que na condic¢do 4cida houve a
reducdo do teor do farmaco para 87,00 % para matéria-prima e
89,02 % para o comprimido mastigavel. As rea¢des de hidrolise
sdo, tipicamente, catalisadas por dcido ou base. Tais condi¢des
devem, portanto, ser empregadas para induzir potenciais
reagdes hidroliticas e isto € especialmente importante quando
0 composto que estd sendo testado possui grupos funcionais
ionizdveis, como o MTK, além de poder existir em diferentes
estados de ionizagdo em condigOes aquosas relevantes.'?

Sob condig¢des 4cidas, agrupamentos orginicos como
as hidroxilas podem ser eliminados em uma reacio de
desidratagdo. Conforme a literatura, a hidrdlise da ligacdo
carbono oxigénio da hidroxila (C-OH) presente na molécula
de MTK € a principal transformacdo prevista para o
meio 4cido, levando a formagdo da impureza 5 conforme
demonstrado na Figura 11. Contudo a condic¢io 4cida do meio
promoverd uma desidratagdo do dlcool terndrio na qual o
degradante 4cido (HCI) ird estabelecer uma cisdo heterolitica
da ligagdo C-OH levando a formacdo de sua correspondente
olefina, denominada de estireno, mais dgua.>'®

Observa-se a degradacio do principio ativo em ambas
as categorias (matéria-prima e comprimido mastigivel),
sendo que no comprimido mastigdvel o MTK degradou-se
menos que em relagdo ao MTK em matéria-prima, fato esse
que se explica por meio da protecdo que os excipientes do
produto acabado conferem ao principio ativo. A impureza
majoritaria observada nessa condicdo foi a impureza 5 com

uma porcentagem de formagao de 11,96 % para IFA MTK
e 6,54 % para produto acabado.

O MTK mostrou-se suscetivel também na condicio
oxidativa. Nestes estudos de degradacdo forcada o
peréxido de hidrogénio (H,0,) € largamente utilizado para
avaliar o comportamento do firmaco diante de condi¢des
oxidativas. A degradacdo oxidativa se d4 por tr€s etapas:
auto-oxidacdo, oxidagdo mediada por peréxido e oxidacao
mediada por transferéncia de elétrons. A auto-oxidagio se
d4, principalmente, devido a presenca de hidroperdxidos
orgénicos existentes em concentragdes muito pequenas
(nanomol por grama) em alguns excipientes, sendo,
também, induzidas pela luz ou por metais. Embora tenha
experimentos especificos utilizando iniciador de radicais,
observa-se que existe uma relacio entre auto-oxidacdo com
oxida¢do mediado por perdxido, oxida¢do mediada por
transferéncia de elétrons, fotdlise e até termolise.?

Na estrutura quimica do MTK observa-se a presencga de
um atomo de enxofre que, segundo a literatura de Dufresne
etal., 1996, € susceptivel a oxidagao por perdxidos, oxigénio
molecular e outros processos de oxidacdo. Tal fato se explica
devido este tioéter ser nucleofilico, levando a rdpida reacao
com os locais eletrofilicos disponiveis.5!”

E observado na Tabela 4, que o principio ativo foi
degradado em ambas as condi¢des matéria-prima e
comprimido mastigdvel, com reducao de teor de 16,39% e
10,62% respectivamente. Na Figura 12, estd demonstrada a
representacdo da estrutura quimica do principal produto de
degradagdo observado na condi¢do oxidativa, a impureza 1
(MTK Sulféxido) com 12,19 % de crescimento.

Durante os ensaios em meio fotolitico, constatou-se
que o meio degradante mais critico do firmaco se tratava

Tabela 4. Degradacao do MTK IFA e comprimido mastigavel nas condi¢des induzidas

Montelucaste de Sédio Matéria Prima

Hidrolise acida  Hidrolise Basica
87,00 % 100,37 %
13,00 % -0,37 %

Teor do fairmaco

% de degradacio do farmaco

Oxidacdo TérmicaSeca Térmicatamida Fotolise Ciclol Fotolise Ciclo 2
83,61 %
16,39 %

98,65 % 100,93 %
1,35 % -0,93%

88,65 %
11,65 %

82,04 %
17,96 %

Montelucaste de Sodio Comprimido Mastigavel

Hidrolise acida  Hidrolise Basica

Oxidacdo TérmicaSeca Térmicatmida Fotolise Ciclo1l Fotolise Ciclo 2

Teor do farmaco 89,02 % 100,50 % 89,38 % 101,00 % 99,33 % 89,36 % 81,01 %
% de degradag@o do farmaco 10,98 % -0,50 % 10,62 % -1,00 % 0,67 % 10,64 % 18,99 %
Impurezs
Figura 11. Formagao da impureza 5
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Impureza 1

Figura 12. Estrutura quimica da impureza 1 do MTK resultante da
degradagdo oxidativa (MTK Sulf6xido)

de quando as substincias eram submetidas aos ciclos de
incidéncia de radiacdo da luz UV e luz branca. O pico
do MTK apresentou-se uma queda do teor de MTK mais
abrupta para o segundo ciclo do que para o primeiro ciclo de
radiagdo, tanto para matéria-prima quanto produto acabado.

A principal via de degradac@o dessa condi¢do sob a
molécula do MTK ¢€ a fotoisomeriza¢do da dupla ligagcdo
aciclica e no agrupamento tioéter, sendo majoritariamente
formadas as impurezas conhecidas 6 e 7, bem como outros
produtos de degradagdo.!®

Na literatura foi observado a formagdo de produtos
de degradacdo frente & incidéncia de radiag¢do de luz.
Halama et al., relataram a formacgdo de quatro impurezas
nomeadas pelos pesquisadores como (Z)-montelucaste, (E)-
montelucaste sulfoxido e diasteroisomeros I e II.

Frente a esse cendrio de extrema susceptibilidade
fotolitica do farmaco MTK na condi¢do comprimido
mastigdvel, o firmaco poderia estar com sua atividade
terapéutica comprometida. Medidas de seguranca, tais
como utilizar atenuantes para a fotodegradacdo foram
tomadas a fim de evitar que o fdrmaco viesse a perder sua
efetividade.

As amostras em MTK + pelicula de 6xido de ferro e em
mistura com propor¢des de 6xido de ferro variadas, foram
sujeitas as mesmas condi¢des fotoliticas idem ao teste de estresse
do MTK matéria-prima e comprimido mastigavel. Na Tabela 5
estdo sendo demonstradas as porcentagens de MTK obtida apds
aincidéncia da luz na presenca e na auséncia de 6xido de ferro.

Em sua formulagao mastigdavel, o MTK possui 0,03 %
de 6xido de ferro, na qual € utilizado como corante, essa
quantidade € muito baixa para fins de protecdo contra
fotodegradacdo. Em alguns paises, tais como o Estados
Unidos, a utilizacio do 6xido de ferro como corante € bem
limitada, sendo o médximo de ingestdo por dia de 5 mg.
Frente a essa legislacdo, foi estabelecido as proporcdes de
oxido de ferro para esse estudo baseando-se na dosagem de
farmaco no comprimido, correspondente a 5 mg. E possivel
observar na Tabela 5 que o MTK puro na auséncia de 6xido
de ferro apresentou-se grande capacidade em se degradar
via incidéncia da luz, com uma média de teor igual a
78,64 % sendo 21,36 % degradado. Esse comportamento
nos remete que o farmaco pode entdo vir a perder sua
eficiéncia em momentos que esteja sob o contato com a
luz. Tal fato j4 havia sido observado também nos testes de
estresse mencionados anteriormente.'*"

Na Tabela 5, referente a fotodegradagdo na presenca do
oxido de ferro sintetizado, 0o MTK apresentou-se teores de
99,49 % e 98,59 % para 6xido em pelicula pastilhada e em
mistura com o MTK respectivamente, o que indica 0,51 %
e 1,41 % de reducdo do teor do farmaco.

A maghemita detém capacidade de refletir e dispersar
a radiacdo UV e visivel, estabelecendo assim uma
maior prote¢do ao fadrmaco. O método pelo processo de
recobrimento do firmaco MTK através de uma pelicula
pastilhada de 6xido de ferro proporcionou maior prote¢dao
ao MTK do que em relacdo ao processo de preparacio dos
analitos MTK e 6xido misturados.*

Na Figura 13a observa-se o cromatograma da solu¢do
de MTK na auséncia do 6xido de ferro, na Figura 13b a
solu¢do do MTK na presenca do 6xido de ferro em pelicula
e Figura 13c a mistura entre MTK e 6xido. Mesmo devido a
baixa degradacdo do farmaco nas condi¢des citadas houve
o aparecimento de algumas impurezas conhecidas, como
observado nos cromatogramas. Para a condi¢do sem o
6xido de ferro nota-se a formacao de um alto percentual de
impurezas como observado no cromatograma da Figura 13a.

Deste modo, em ambas as categorias, o firmaco
apresentou-se resguardado da fotodegradacido em relacao
a auséncia do 6xido de ferro. Portanto o 6xido de ferro
obtido detém uma propriedade eficaz de proteger o MTK na
formulag@o comprimido mastigdvel em qualquer propor¢do
de Fe,O, (2 mg a 5 mg) respeitando a dosagem maxima
didria de 5 mg 6xido de ferro.

Tabela 5. Teor de MTK apés fotodegradacdo na presenga e na auséncia de 6xido de ferro.

MTK na presenca de 6xido de ferro

MTK na auséncia do éxido de ferro

Massa de Massa de Oxido MTK + Pelicula de MTK + Oxido de Massa de MTK ~ Massa de Oxido de MTK (%)
MTK (mg) de Ferro (mg) Oxido de Ferro (%) Ferro Misturas (%) (mg) Ferro (mg)
20,00 8,00 99,27 98,70 20,00 0,00 74,41
20,00 16,00 99,01 97,23 20,00 0,00 79,33
20,00 20,00 100,2 99,85 20,00 0,00 82,17
Média - 99,49 98,59 Média - 78,64
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Figura 13. Cromatograma representativo da fotodegrada¢do do MTK (a) na auséncia do 6xido de ferro; (b) na presenga do 6xido de ferro formato MTK
pastilha + Oxido de Ferro pastilha e (c) na presenga do 6xido de ferro formato MTK + Oxido de Ferro mistura.

4, Conclusao

Com o intuito de comparar as fases formadas pelo
oxido, foi feita a caracteriza¢do do 6xido de ferro industrial,
utilizado na indistria como corante. O 6xido de ferro
sintetizado foi caracterizado como sendo formado pela
fase maghemita (y-Fe,O,) sendo confirmado pela técnica
de difracdo de raios X e espectroscopia de Mdossbauer.
Conclui-se que o 6xido de ferro industrial possui 100 % de
fase hematita (a-Fe,O,), com particulas de diferentes formas
e dimensdes o que sugere a falta de controle de tamanho na
sintese do corante industrial.

O método analitico cromatogréfico utilizado € indicativo
de estabilidade para o MTK comprimido mastigdvel 5 mg,
sendo possivel observar o perfil de degradacio do farmaco
frente as condicdes de estresse elucidando as impurezas
formadas majoritariamente em cada condi¢do. As condigdes
em que o farmaco se apresentou suscetivel foram por meio
das degradacdes via hidrdlise 4cida, oxidativa e fotolitica. A
condi¢ao de degradacgao mais critica do MTK foi a fotolitica.
A fotodegradacdo do formaco em presenca de 5 mg de 6xido
de ferro, sugere que o 6xido de ferro sintetizado foi capaz de
atenuar o efeito fotolitico sobre o farmaco, na formulacao
mastigavel do MTK.

Vol. 13, No. 4, 2021

O uso do 6xido de ferro como nanoexcipiente
poderia ser uma alternativa para reduzir custos com
o acondicionamento de fdrmacos fotossensiveis
como MTK. Frente a este cenario o usuario, do MTK
comprimido mastigdvel 5 mg, deveria ser orientado a
ndo permitir que o medicamento seja mantido ao ar livre
ou exposto a luz solar e/ou artificial no modo atualmente
acondicionado.
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