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"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UMA COMPOSICAO FARMACEUTICA

ESTAVEL DE ESTER DE FOSFATO DISSODICO DE

3-(HIDROXIMETIL)-5,5-DIFENIL-HIDANTOINA"

MEMORIA DESCRITIVA

Antecedentes da Invencao

A 5,5-difenil-hidantoina, fenitoina, e um fErmaco{uti]i—
zado vu]garmente'no tratamento e controle da epilepsia e de ‘ou-
tros estados convulsivos. Embora a fenitoina seja largamente
utilizada para o tratamento destas condicoes, tem uma solubilida
dé extremamente baixa e, consequentemente, uma baixa biodisponi-
bilidade. A fenitoina & um farmaco constituido por um acido fra
co, com um ponto de fusao elevado e com fraquissima solubilidade
na agua. Estas propriedades conduzem a uma absor¢ao estranha
apos uma administracao oral quer do acido livre quer do sal de
sodio. Ver os artigos de S. A. Varia et al.; "Journal of Phar-
maceutical Sciences"; 73(8); Ag. 1984; p. 1068-1090. Para utili
zacao parenterica, formula-se a fenitoina de sodio no seio de um
meio aquoso alcalino de pH 12 contendo 40% de propilenoglicol e
10% de etanol. A forma de administracio parentetica pode ser
penosa se a injeccao intravenosa for rapida e o acido livre pre
cipita nos locais da injeccao intramuscular. A utilizacio de
emergencia de fenitoina por via parenterica, nomeadamente em ca

sos de controle de ataques em doentes com feridas na cabeca, po



de requerer a administracao do firmaco por via intramuscular
Para ser aéeitive], do ponto de vista clinico, a administracio
intramuscular de um farmaco deve causar um estrago do tecido
minimo no local da injeccio. A administracao intramuscular de
fenitoina de sodio tem sido referida como dolorosa, provavelmen
te devido a precipitacdo da fenitona. Verificou-se que causa
hemorragia, hematoma e necrose no local de injeccao em gatos e

coelhos.

A patente de invencao nQ 4 260 769, depositada em 7 de
Abril de 1981, e os artigos previamente referenciados de S. A.
Varia et al. no Journal of Pharmaceutical Sciences, descrevem varios pro-
farmacos de fenitoina com propriedades fisico-quimicas mais deseja-
veis. Em particular a patente de invencdo nQ 4 260 769 e as re
feridas publicacoes descrevem o pro-farmaco de aster de fosfato
dissodico de fenitoina 3-(hidroximetil)-5,5-difenil-hidantoina
como tendo propriedades fisico-quimicas que s3ao desejaveis para
um pro-farmaco de fenitoina para uso parenterico. S. A. Varia
e V. J. Stella, nas paginas 1087-1090 no Journal of Pharmaceuti
cal Sciences referem que o composto n3ao causa qualquer dano ao
tecido apos administracdo subcutdnea ou intramuscular e assim &
um candidato desejavel a pro-farmaco para administracio intra-
muscular de fenitoina. Contudo, este pro-firmaco tende a degra
dar-se com a consequente precipitacio de fenitoina. Os metodos
habituais utilizados para adiar o ponto de precipitacao envolve
a modificacao da formulacdo de modo a conter agentes que possam
solubilizar quantidades maiores do produto de degradacdo. Estes
agentes incluem alcool, propileno-glicol, L-arginina, desoxico-

lato de sodio, polissorbato-80 e viarias combinacoes destes com-



postos.

Sumario da Invencao

Verificou-se que o pro-farmaco de ester de fosfato disso
dico de fenitoina 3-(hidroximetil)-5,5-difenil-hidantoina & esta
vel num sistema aquoso quando se mantém a um pH compreendido en-
tre cerca de 8,3 e 9,4, para produzir difenilglicinamida como o
agente de degradacao primaria com quantidades minimas de fenitoi
na. Uma composicao farmaceutica preferida contera 35 a 130 mg/ml

do pro-farmaco e uma solucdo tampio entre 0,05 e 0,2M.

Descricao Detalhada da Invencio

A estabilidade do pro-farmaco esti sempre limitada pela
ocorréncia de precipitacio no produto. Esta precipitacio tem
sido relacionada com a degradacdao do pro-farmaco que se transfor

ma em fenitoina com a consequente precipitacao de fenitoina.

Uma composicao farmacéutica preferida contera:

pro-farmaco 35 a 180 mg/ml
alcool USP 0 a 25%
propileno-glicol 0 a 25%
L-argfnina 0 a 0,2M
desoxicolato de sodio 0 a 0,IM
polissorbato-80 0 a 1,5%

trometamina 0,05 a 0,2M



em agua para injeccao com o pH ajustado entre 8 e 10 por meio de

acido cloridrico ou hidroxido de sodio.

Verificou-se que o pH que permite a maior estabilidade &
um pH compreendido entre cerca de 8,3 e 9,4. Nesta gama de pH a
escolha de solucoes tampao & limitada, nomeadamente a tampoes
efectivos para manter um pH entre cerca de 8 e 10. Para além da
trometamina, tris-(hidroximetil)-aminometano, podem utilizar-se
outros tampoes como bicina, acido N-N-bis-(2-hidroxietil)-2-ami-
nometanossulfonico, tricina, N-[tris-(hidroximetil)-metil-glicina;
bicarbonéto de sodio; glicilglicina; Hepes, acido N-2-hidroxi-
etilpiperazina-N'-2-etanossulfonico; Hepps, acido N-2-hidroxi-
etilpiperazina-N'-3-propano-sulfonico; fosfato de sodio; e Taps,
acido 3-§[tris-(hidroximet11)-meti]]—amino}—propanossu]f6nico.
Prefere-se trometamina, bjcina ou tricina. Osagentesvsecantesfaprg
priados para alem do polissorbato-30, sao: polioxamer 188 e ésteres
de acidos gordos de polioxietileno. Uma composicao mais especi-
fica seria o pro-farmaco 75 mg/ml, trometamina 0,1M, pH ajustado

para 9,1 com acido cloridrico.
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Inicialmente propos-se que o pro-farmaco de fenitoina
se decompusgsse atraves de um esquema em duas fases, para se ob
fer fenitoina. Contudo, verificou-se por'determinacﬁes que a
fenitoina ndo & o Unico produto de decomposicido e obtendo-se ape
nas uma parte do pro-farmaco degradado. Verificou-se que 0 es-
quema de degradacao se inicia no pro-farmaco de fenitoina passan
do pelo formaldeido, 5,5-difenil-4-imidazolidina (DI1Z), difenil-
glicinamida, difenilglicina, behzofenona e fenitoina, atraves

dos esquemas descritos.
Esquema(s) de degradagao global

0 caminho geral da degrédacéo esta indicado no esquema V.
Muitos dos passos incluem consumo de hidroxilo, indicando que 0
pH do produto formulado deve decrescer com o tempo. Isto obser-
vou-se no programa de estabilidade de rotina deste produto. E ne
cessario a adicao de uma solucdo tampao para evitar que o pH des
¢a significativamente do seu valor inicial 3 medida que o tempo
de vida do produto o exige. Ocorrem pequenas alteracdes do cami
nho de degradacao a medida que se adicionam gotas. Verificou-se
que a medida que o pH desce, a taxa de formacao de fenitoina au-
menta e a taxa de formacao de DIZ diminui. Isto indica que a
abertura do anel de hidantoina proposta, por meio do fosfato, pa
rece ser a fase de limitacao da taxa no esquema de degradacao
primaria do pro-farmaco de fenitoina. Contudo, a formacao de fe
nitoina aumenta e a solubilidade de fenitoina diminui 3 medida
que o pH diminui, diminuindo assim a vida do produto devido 2 sa
turacao da solucao aquosa e eventual precipitacio de fenitoina.

0 pH escolhido do produto final permite que a degradac3o prossi-



ga de modo que o0 agente de degradacao primario e a difenilglici
namida, enquanto se produzem quantidades minimas de fenitoina e

se maximiza a vida do produto.

Determinacao do balanco de massa

Analisaram-se varias amostras a temperatura ambiente e a
30°C, para determinar o balanco de massas. As anilises da poten
cia do pro-farmaco de fenitoina e das concentracoes de formalded -
do, 2,2-difenilglicina, 5,5-difenil-hidantoina, 5,5-difenil-4-
-imidazolidinona e benzofenona realizaram-se utilizando o metodo
HPLC do gradiente. As analises da poténcia do pro-firmaco de fe
nitoina e das concentracoes de 2,2-difenilglicina, 2,2-difenil-
glicinamida (como 2,2-difenilglicina), 5,5-difenil-hidantoina e
5,5-difeni]—4—1midazplidinona realizaram-se utilizando o metodo
HPLC isocratico. Calcularam-se os equivalentes molares e deter

minaram-se e compararam-se 0s resultados dos balancos de massa.

Método estatistica e - comparacoes

Metodo I - Método do gradiente

Desenharam-se varias curvas normalizadas das cromatogra
fias realizadas para cada composto, para a determinacao da linea
ridade do metodo. Desenharam-se as alturas das areas dos picos
em funcao das respectivas concentracoes para se encontrarem as
curvas de calibracao. Todas as curvas normalizadas tem normal-
mente um coeficiente de correlecio Superior a 0,99. Verificou-

~S€ que as alturas ou as areas dos picos normalizados estavam 4%
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dentro da linha de regressao 1iﬁear passando assim as exigéncias
de adaptabilidade do sistema pre-estabelecido. Fez-se a cromato
grafia de injeccdes replicadas de uma solucdo padrdo de cada com
posto. Os desvios padrao relativos foram inferiores a 1,7% uti-
lizando as areas de pico e {nferiores a 2,2% utilizando as altu-
ras dos picos. Estes resultados confirmam que o metodo € preci-

SO.

Utilizaram-se as mesmas diluicoes dos padrdes para a de-

terminacao do limite de deteccio e o limite de quantidade.

Fez-se cromatografia de todos os padroes. Mediram-se as
areas de picos pelo sistema de dados e confirmou-se a lTinearida
de. Recolheram-se dados das injeccoes das curvas padrao antes e
depois de um conjunto de injeccoes de amostras, para determinar

a adaptabilidade e a eficacia do sistema HPLC.

Determinou-se experimentalmente os limites de quantifi-

cacao que se mostram a sequir:

Area de pico Altura de pico
Difenilglicina 8,3 g/ml 27,7 g,/ml
Difenil-hidantoina . 0,5 g/ml - 3,0 g/ml
Difeni]—4-imidazo]idi .
nona 8,9 -¢g/ml 1,5 g/ml
Benzofenona : 0,05 g/ml g/ml

Determinaram-se experimentalmente os limites de detec-



¢ao que se mostram a seguir:

Area ou altura de pico

Difenilglicina 1,0 g/ml
Difenil-hidantoina 0,3 g/ml
Difenil-4-imidazolidinona - 0,5 g/ml
Benzofenana 0,01 g/ml

Fez-se varias vezes a cromatografié de uma curva padrao
de combinacao contendo 2,2-difenilglicina, 5,5-difenil-hidantof
na e 5,5~difen11;4-imidazoljdinona, para a determinacao da equi-
valencia com curvas padrao individuais. Desenharam-se as ireas
e alturas dos picos em funcdo das resﬁectivas concentracoes pa-

ra se encontrarem as curvas de calibracao.

Comparou-se a incliinacao ‘e as intercepc§es com y em re
lacao aos padroes individuais, confirmando a sua equivaléncia.
Fez-se a cromatografia das injeccoes replicadas de uma solucao
padrao de combinacao. 0s desvios padrao relativos eram inferio
res a 1,7% utilizando as areas de picos e inferiores a 2,0% uti
lTizando as alturas dos picos com excechO da difenilglicina que
era 1nferiof a 3,09% utilizando as alturas dos picos. Isto con-
firma que o metodo & preciso utilizando a curva padrio de combi

nacao.
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Balanco de massa

Analisaram-se varias amostras que se tinham conservado durante
varios periodos de tempo 3 temperatura ambiente e a 40°C, para
determinar o balanco de massa. Utilizou-se a potencia inicial
e corrente assim como os dados de concentracao de formaldeido
para determinar o balanco de massa. Determinaram-se as concen-
tracoes de.difeni1g]icina, difenil-hidantoina, difenil-4-imida-
zolidinona e benzofenona por cromatografia utilizando o método
I. Calculou-se o balanco de massa a partir destes dados. Con-
verteram-se os valores da potencia inicial e corrente em moles
iniciais e correntes de pro-farmaco de fenitoina. Converteram-
-se as concentracoes de formaldeido, difenilglicina, difenil-hi
dantoina, difenil-4-imidazolidinona e benzofenona em equivaﬁen-
tes molares. Utilizando o valor de moles de formaldeido, dife-
nilglicina, difenil-hidantoina e benzofenona calcularam-se as
moles do Desconhecido B (que se verificou mais tarde ser difenil

glicinamida), utiiizando a equacao 1.

Moles de Desconhecido B* = Formalde7do (moles) - difenilglicina
(moles) - difenil-hidantoina (moles)-

-benzofenona (moles) (1)

Moles determinadas = Moles correntes + Desconhecido B"(moles)* +
+ difenilglicina (moles) + difenil-hidan
toina (moles) + difenil-4-imidazolidinona

(moles) + benzofenonav(mo]es) (2)

% do inicial recuperada = Moles determinadas/Moles iniciais x

x 100 {3



* Verificou-se que o desconhecido B era difenilglicinamida

A percentagem de recuperacao das 12 amostras analisadas

foi de 98,0 a 102,6%, provando assim o balanco de massa (quadro

I).

Metodo II - Metodo isocratico
Linearidade

Prepararam-se as curvas padr3o e fez-se a injeccao para
determinar a linearidade do metodo isocratico. Em cada caso as
lTinhas de regressao linear para a difenilglicina, 5,5-difenil-4-
-imidazolidinona e fenitoina tinham caeficientes de correlacio
superiores a 0,999. Identificou-se a difenilglicinamida como
um composto de degradacao, previamente referidb como Desconheci
do B. Como nao ha padroes para a difenilglicinamida, utilizou-
-se a curva da difenilglicina para determinar as concentracoes

das amostras.

Verificou-se a precisido do método isocratico sd pelas ana
Tises de varios lotes de pro-farmaco degradado e por comparacao
dos resultados com os resultados do metodo do gradiente (ver qua
dros II e III). O0s resultados mostraram comparac5e$ muito favo-
raveis para todos os agentes de degradacao. A maior diferenca
verificou-se nos niveis de difenilglicinamida (previamente refe
rida como Desconhecido B). Como se quantificou utilizando dife

nilglicina como padrao em vez da diferenca (equacao 1), observou-



-se uma ligeira diminuicao. Estes resultados indicam que a quan

tificacdo por diferenca so & afectada pela variacao no ensaio de
formaldeijdo.

-
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REIVINDICACOTES S
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l.- Processo para a preparacgzo de uma composicao farmac
ca aguosa injectével de éster de fosfato cdissddico de 3-(hidroxi-

metil)-5,5-difenil-hicdantoina (prd-£firmazco de hidantoina), carac-

0,05 2 0,2M, tendo a composigao um pH compreendido entrs cerca de
€,3 2 9,4 e transformando-se o prd-firmzco no seio de uma solucao

aguosa para prcduzir difenilglicinamida como orimeiro acente ce
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transformacéo, com a crocdugao de gu

actuanco o pH da referida composigao dz forma a permitir cus a

transiormacgao crossicga de modo a maxizizar o tempo de vida do prd-



-farmaco.

2.- Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado

pelo facto de se escolher a solucao tampdo entre trometamina,

bicina e tricina.

3.- Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizaco

pelo facto de a solugdo tampio ser trometamina.
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. Processo de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado

pelo facto de o prd-firmaco estar presente em uma quantidade de

75 mg/ml.

5.- rocesso de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado

pelo facto de o pH estar compreendido entre cerca de 8,3 e 9.

6.- Processo de tratamento de estados convulsivos em mamifg
ros, caracterizado pelo facto de se administrar per via subcuta-
nea ou intramuscular, aos mamiferos necessitados deste tratamento,
uma guantidade anti-convulsiva de uma composigao farmacéutica es-
tavel do prd-firmaco dé ester de fosfatoc dissddico de 3-(hidroxi-
metil)-5,5-diZenil-hidantoina, contendo a refericda composicao cer
ca de 35 a 130 mg/ml do pro-firmaco e unma gquantidade efectiva de

uma solugao tampio cerca de 0,05 a 2M para manter um pH de cerca

cde 8,3 a 9,4. Cohgorte CHIo A Dol vae o iney
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"PROCESSO PAR2 A PRIPARAGCAO DZ UMA COMPOSICAQ
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FARMACZUTICA ESTAVEL D: STER DE FOSFATO DIS

SODICO de 3*(HIDROXIMETIL)—5,5-DIFENIL—HIDAN

TOINA"

Descreve-se um processo para a preparacdo de uma composi=-

th

ato
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c2o farmaceéutica &quosa, injectavel, estivel de éster de fo

Ih
n

dissddico de 3—(hidroximetil)—S,S—difenil—hidantoina / pro-firma-

co de 5,5-difenil-hidantoina (fenitoina) 7, que consiste em mis-

fturar cerca de 35 ng 2 cerca de 180 ng ce pro-farmaco por mili-
litro cde solucio, com uma solucao tampéo 0,05 a 0,2M. Esta compo-

sicao utiliza-se vulgarnente para o trztemento e controle da epi-
lepsia e cde ou:zros tiocs de estados comvulsivos. Verificoujse cus
se pocde controlar a transformacdo do cré-firmaco em fenitoina con
trolendo o p# da composicio. a manutenca2o do pH entre 8,3 e 9,2
Oorigina a produgzo de difenilglici;a&ida ccmo primeiro acente céa
transformagao e minimiza a transformagic em fenitoina. Se o oH
tiver valo;es infericres ou superiores, zntZo muda-se o esguena

de transformacio, com o desaparecinentz éo produto mais cedo do

Gue O esperaco. Q Agente Oficial dc Propriedade Industal
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