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RESUMO 
 
 A leflunomida é um pró-fármaco anti-reumático encontrado na forma de 

comprimidos revestidos com  nome comercial ARAVA que, in vivo, é rápida e 

extensamente convertida a seu metabólito ativo A77 1726. Considerando a 

ausência de metodologia de controle de qualidade na literatura para a leflunomida, 

foram desenvolvidos métodos de caracterização e quantificação da leflunomida 

matéria-prima e na forma de comprimido, além de estudo preliminar de sua 

estabilidade. As técnicas de ponto de fusão, espectroscopia no IV, RMN 1H e 13C e 

CLAE associada a detector de arranjo de diiodos foram utilizadas para 

identificação e caracterização da leflunomida. O A77 1726 foi sintetizado e 

caracterizado pelas técnicas de espectroscopia no IV, RMN 1H e 13C, CLAE e 

DSC. Foi desenvolvido e validado método analítico para quantificação da 

leflunomida em comprimidos por CLAE utilizando coluna C18,  ACN:água (50:50) 

como fase móvel e detecção em 254 nm. O método apresentou parâmetros 

cromatográficos adequados e parâmetros de desempenho analítico satisfatórios, 

com limite de detecção de 10 ng/mL. Método por espectroscopia derivada no UV 

foi desenvolvido e validado como alternativa para quantificação da leflunomida em 

comprimidos. A comparação do método por UV derivada com a CLAE, para 

determinação da leflunomida em comprimidos, mostrou que os métodos são 

intercambiáveis, creditando a técnica de UV para testes de controle de qualidade 

de rotina. Foram realizados estudos de degradação forçada dos comprimidos de 

leflunomida submetendo amostras à temperatura de 80 ºC ou exposição à 

radiação UV a 254 nm com lâmpada germicida. O principal produto de degradação 

encontrado foi o A77 1726. Além disso, outro produto de degradação, com tempo 

de retenção de 5,5 min (CLAE), apresentou quantidades significativas no estudo 

de degradação térmica.  

 
Palavras-chave: leflunomida, A77 1726, validação de métodos analíticos, detector 

de arranjo de diiodos, espectroscopia derivada no UV, degradação forçada. 

 



ABSTRACT 
 

VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS AND  
PRELIMINARY STABILITY STUDY OF LEFLUNOMIDE 

 
 
 Leflunomide (ARAVA) is an antirheumatic prodrug available as coated 

tablets, which is rapidly and extensively metabolized to its active metabolite       

A77 1726. The lack of methodology in literature for leflunomide quality control gave 

rise to development and validation of methods to characterize and quantifies this 

drug on bulk and tablet dosage form. Moreover, stress testing was carried out to 

evaluate its stability. Leflunomide was characterized by following techniques: 

melting point, IR spectroscopy, NMR 1H and 13C, and HPLC coupled with diode-

array detection. A77 1726 was synthesized and afterward characterized by IR 

spectroscopy, NMR 1H and 13C, HPLC and DSC. HPLC analytical method was 

developed and validated to determinate leflunomide in tablets, using reversed-

phase column C18, mobile phase ACN:water (50:50) and UV detection set at      

254 nm. This method shows suitable chromatographic parameters and appropriate 

analytical performance characteristics with 10 ng/mL detection limit. Derivative UV 

method was developed and validated as an alternative to quantify leflunomide in 

tablets. The resulting data of tablets determination by HPLC and derivative UV 

methods were similar, proving that UV derivative can be used as quality control 

routine method. Samples of leflunomide tablets were exposed to UV light (254 nm) 

and thermal treatment at 80 ºC. The mainly degradation product founded was   

A77 1726. Another important thermal degradation product was detected with 

retention time of 5,5 min (HPLC). 

 

Key words: leflunomide, A77 1726, validation of analytical methods, diode array 

detector, UV derivative spectroscopy, stress testing. 
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A validação de ensaios de controle de qualidade é essencial na fabricação de 

produtos farmacêuticos, registro de novos medicamentos, bem como em 

laboratórios de controle de qualidade, pois é uma ferramenta que assegura e 

permite realizar a análise de insumos e produtos farmacêuticos com 

confiabilidade. Segundo a Resolução da Diretoria Colegiada da Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária 210/03, os estudos de validação constituem parte essencial 

das Boas Práticas de Fabricação de Medicamentos (BPFM) e devem ser 

conduzidos de acordo com protocolos pré-definidos. Além disso, deve ser mantido 

relatório com o resumo dos resultados obtidos e conclusões (BRASIL, 2003a). 

 

O principal objetivo de uma validação é demonstrar que o método é apropriado 

para a finalidade pretendida e a responsabilidade de identificar parâmetros 

relevantes, elaborar um protocolo de validação e estipular critérios de aceitação 

são inteiramente do analista. A exatidão e confiabilidade dos resultados analíticos 

são cruciais para garantir a qualidade, segurança e eficácia dos produtos 

farmacêuticos. Conseqüentemente, a validação de métodos analíticos tem estado 

em foco e é uma exigência de agências reguladoras da área farmacêutica. No 

entanto, um método bem caracterizado também é essencial sob perspectiva 

financeira, pois os dados analíticos são a base de muitas decisões como liberação 

de lote e estabelecimento/verificação do prazo de validade (CARTESEN; 

RHODES, 2000). 

  

A leflunomida é um pró-fármaco usado no tratamento da artrite reumatóide 

como agente imunomodulatório por impedir a proliferação dos linfócitos T 

ativados, através da inibição da síntese de novo  da pirimidina (RUCKEMANN, 

1998). Foi obtida em um programa de desenvolvimento de fármacos 

antiinflamatórios da empresa alemã Hoechst na década de 1980 (FOX et al., 

1999). Trata-se de um derivado do isoxazol que estruturalmente não é relacionado 

a nenhum fármaco anti-reumático. Após administração oral, a leflunomida é rápida 

e extensamente convertida a seu metabólito ativo A77 1726, o qual é responsável 

pelas atividades in vivo (USHIPAR, 1998). 
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Comercialmente é encontrada na forma de comprimidos para administração 

oral de 10, 20 e 100 mg com nome ARAVA® (USHIPAR, 1998). É comercializado 

pela empresa francesa Aventis Pharmaceuticals, porém as patentes relacionadas 

à obtenção da leflunomida e uso como anti-reumático são da empresa alemã 

Hoechst e, além disso, a obtenção e uso do metabólito também estão protegidos 

por patente que expira em 21 de outubro de 2014 (HOESCHST, 1994).   

 

No que diz respeito à avaliação do fármaco, foram encontrados na literatura 

métodos, por cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE), para determinação 

da leflunomida e/ou seu metabólito ativo A77 1726 em fluídos biológicos, cultura 

de células e produtos de síntese. Porém, não é relatado método para 

determinação do fármaco na forma farmacêutica comprimido, o que fortalece a 

importância deste estudo.   
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2.1 Objetivo geral 
 
 Desenvolver e validar métodos analíticos para avaliar qualitativa e 

quantitativamente o fármaco leflunomida na forma farmacêutica comprimido e 

realizar estudo preliminar de sua estabilidade. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

¾ Identificar e caracterizar a leflunomida substância química de referência (SQR) 

com auxílio de técnicas de análise adequadas;  

 

¾ Extrair a leflunomida dos comprimidos comerciais para obtenção de 

leflunomida substância de trabalho (ST); 

 

¾ Identificar e caracterizar a leflunomida ST com auxílio de técnicas de análise 

apropriadas;   

 

¾ Desenvolver e validar método para identificação e quantificação da leflunomida 

em comprimidos comerciais por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE); 

  

¾ Desenvolver e validar método para identificação e quantificação da leflunomida 

por espectrofotometria derivada no ultravioleta; 

 

¾ Realizar estudos preliminares de estabilidade térmica e fotoestabilidade da 

leflunomida; 
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3.1 Artrite reumatóide 
 
 A artrite reumatóide (AR) é uma doença auto-imune de etiologia 
desconhecida, caracterizada pela inflamação não purulenta das articulações 
sinoviais (SCUTELLARI; ORZINCOLO, 1998). Os principais sintomas são: dor, 
inchação e sensibilidade nas articulações que causam dificuldade para 
locomoção. A maioria dos pacientes apresenta rigidez matinal, fraqueza, fadiga, 
anorexia e conseqüente perda de peso. Quando envolve outros órgãos, a 
morbidade e a gravidade da doença são maiores, podendo diminuir a expectativa 
de vida em 5 a 10 anos (LIPSKI, 1998). Com a progressão da doença, os 
pacientes com AR desenvolvem incapacidade para realização de suas atividades 
tanto de vida diária quanto profissional, com impacto significativo para o paciente e 
sociedade (LAURINDO et al, 2002). 
   

 A prevalência da AR é aproximadamente de 0,8% da população (variação 

de 0,3 a 2,1%). As mulheres são, aproximadamente, três vezes mais afetadas que 

os homens. A prevalência aumenta com a idade, e a diferença entre sexos diminui 

nos idosos. A AR afeta todas as raças e o começo da doença é mais freqüente 

durante a quarta e quinta década de vida, com 80% dos pacientes desenvolvendo 

a doença com idade entre 35 e 50 anos (LIPSKY, 1998).  

 

O diagnóstico precoce e o início imediato do tratamento são fundamentais 

para o controle da atividade da doença e para prevenir incapacidade funcional e 

lesão articular irreversível (LAURINDO et al., 2002). Os objetivos principais do 

tratamento do paciente incluem: a redução da dor e da inflamação; manutenção 

das habilidades funcionais; redução na taxa de progressão da doença; e 

prevenção de efeitos adversos causados pela terapia medicamentosa (DESOKY, 

2001). 

 

   A terapêutica do paciente varia de acordo com o estágio da doença, sua 

atividade e gravidade, devendo-se ser mais agressivo no tratamento quanto mais 

agressiva for a doença. Para o controle da dor e do processo inflamatório articular, 
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é recomendado o uso de antiinflamatórios não esteróides (AINE) que devem ser 

mantidos enquanto se observa sinais inflamatórios e/ou dores articulares. Doses 

baixas de glicocorticóides (até 15 mg/dia de prednisona) podem ser usadas em 

pacientes com doença de difícil controle ou enquanto se aguarda a ação de 

fármacos modificadores do curso da doença1 (FMCD). FMCD devem ser indicados 

logo no início do tratamento para todos os pacientes com diagnóstico estabelecido 

e mantidos indefinidamente (Figura 3.1). Exemplos de FMCD incluem, 

metotrexato, sulfasalazina, hidroxicloroquina, ciclosporina, sais de ouro, 

penicilamina, azatioprina e a mais nova delas, leflunomida. A ação esperada 

destes agentes é a diminuição dos sinais de progressão da doença, verificada 

FIGURA 3.1. Procedim

através de radiografias.  

entos recomendados pela Sociedade Brasileira de 

                                           

 

ALGORITMO PARA TRATAMENTO DA ARTRITE REUMATÓIDE 
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Terapêutica 
Inicial 

• Educação do paciente; 
• Uso de DMCD: cloroquina, 
sulfasalazina, metotrexato; 
• AINHs para controle da dor e 

inflamação 

• Corticóides em doses baixas 
e/ou intraarticular; 

• Terapia física e ocupacional. 

Após 3 meses de AR e em uso de 
DMCD 

Não resposta à cloroquina ou sulfasalazina ou 
resposta parcial ou intolerância ao metotrexato 

Resposta parcial ao metotrexato Intolerância ao metotrexato 

metotrexato + cloroquina 
metotrexato + cloroquina + sulfasalazina 

leflunomida ou azatioprina  
ou ciclosporina 

Metotrexato + leflunomida ou metotrexato + ciclosporina 

Paciente sem resposta a pelo menos dois dos esquemas acima, incluindo metotrexato, considerar infliximab + metotrexato; 
Acometimento extra-articular grave, considerar corticóide e/ou ciclofosfamida via oral ou como pulsoterapia; 
Outras possibilidades em casos refratários: outros agentes biológicos, coluna de imunoabsorção. 

Reumatologia para o tratamento da AR. 
Fonte: LAURINDO et al, 2002. 
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1 FMCD – sinônimo de DMCD (Droga Modificadora do Curso da Doença) na Figura 3.1.  



A terapia combinada de FMCD tem demonstrado ser mais benéfica e 

menos

.2 Leflunomida 

A literatura sugere que a estrutura básica da leflunomida foi originada de 

Em março de 1998 a leflunomida foi submetida à aprovação do Food and 

 perigosa que a monoterapia. Para pacientes com resposta negativa para 

mais de uma FMCD, tem-se a alternativa do uso de agentes biológicos (ou novos 

FMCD) como etanercept e infliximab. Embora a eficácia clínica e aparente 

segurança dos agentes biológicos terem sido demonstradas em ensaios clínicos 

com até dois anos de duração, é conveniente que estes sejam usados apenas em 

casos extremos até que a segurança em longo prazo seja comprovada. Além 

disso, o custo e a administração via parenteral limitam a utilização destes 

(LAURINDO et al., 2002; DESOKY, 2001).  

 
 
3
  
 
um projeto de pesquisa de herbicidas agrícolas (FOOD, 1998). Modificações 

químicas e ensaios de atividade levaram ao desenvolvimento da leflunomida. 

Originalmente, a leflunomida foi desenvolvida como um agente antiinflamatório 

porém, devido a sua atividade imunomodulatória acabou encontrando uso no 

tratamento de doenças auto-imunes (FOX et al., 1999). O principal efeito 

farmacológico deste pró-fármaco está relacionado à inibição da síntese de 

pirimidina que impede a proliferação dos linfócitos. No entanto, a inibição da 

tirosina quinase e da fosfolipase A2 (PLA2) podem contribuir para eficácia da 

leflunomida (FOX et al., 1999; HOECHST, 1998).  

 

 

Drug Administration (FDA) como um novo fármaco, pela Hoechst Marion Roussel. 

Em 10 de setembro do mesmo ano foram aprovados os comprimidos de ARAVA 

(Leflunomida) de 10, 20 e 100 mg, para o tratamento de adultos com artrite 

reumatóide por reduzir os sinais e sintomas da doença e retardar as erosões 

ósseas e o estreitamento do espaço entre as articulações, evidenciados por raio-X 

(FOOD, 1998). Recentemente, em junho de 2003, a leflunomida recebeu 

 13 



expansão de indicação, pelo FDA, sendo utilizada para melhoria das funções 

(habilidades) físicas dos pacientes com AR. Esta nova indicação reforça a 

significância dos benefícios associados ao tratamento com ARAVA® (AVENTIS, 

2003). 

 
 
3.3 Descrição  

Quimicamente, leflunomida é N-[(4-trifluorometil)fenil]-5-metilisoxazole-4-

car

FIGURA 3.2. Estrutura química do fármaco leflunomida. 

A leflunomida é um derivado do isoxazol que estruturalmente não é 

                                           

 

boxamida, que possui os seguintes sinônimos: HWA486 e SU101, além do 

nome comercial ARAVA. Possui número de registro CAS 75706-12-6, peso 

molecular de 270,2 e pKa igual a 10,8 a 23 ºC. Apresenta-se como um pó 

cristalino branco com duas formas polimórficas2; ponto de fusão 166,5 ºC; é 

praticamente insolúvel em água e solúvel em metanol, etanol, isopropanol, acetato 

de etila e acetonitrila. (HOECHST, 1998; HOECHST, 1979). Sua fórmula empírica 

é C12H9F3N2O2 e a estrutura química está ilustrada na Figura 3.2 (HOECHST, 

1998; GRAUL; CASTANER, 1998). 

 F

F

F

NH
O

N

O CH3

 

 

 

 

 

 

 
 

relacionado a nenhum fármaco anti-reumático. Trata-se de um pró-fármaco que é 

rapidamente convertido, in vivo, em seu metabólito ativo A77 1726, também 

encontrado como SU0020 ou 2-ciano-3-hidróxi-N-[4-(trifluorometil)fenil]but-2-

enamida (Figura 3.3). 

 
2 A literatura não diferencia o ponto de fusão das formas polimórficas. 
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FIGURA 3.3. Metabólito ativo da leflunomida – A77 1726  

F

F

F

NH

OH

CH3

CN

O

 
 A conformação estrutural do A77 1726 foi caracterizada por cristalografia de 

raio-X que determinou sua estrutura como praticamente planar, com o grupo 

carbonila da amida formando forte ligação de hidrogênio intramolecular com o 

grupamento hidroxila enólico. Assim, fica caracterizada a configuração Z do 

grupamento enol que favorece a formação de um anel de seis membros 

estabilizado pela ligação de hidrogênio intramolecular enol – carbonila da amida. A 

geometria Z é preferida por 6 Kcal/mol à conformação E-enol, onde a ligação de 

hidrogênio intramolecular não é possível de ser formada, e aproximadamente 8 

Kcal/mol à outra conformação Z-enol onde a ligação de hidrogênio forma um anel 

de seis membros não planar (Figura 3.4). Além disso, a presença possível de 

tautomerismo ceto-enólico  em solução foi descartada pela análise por RMN  em 

DMSO-d6/D2O que não evidenciou a presença de cetona ou mistura de isômeros 

(BERTOLINI et al., 1997; PAPAGEORGIOU et al., 1997). 

 
 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
F
A
 

 

 

 

IGURA 3.4. Conformação e entalpia relativa de formação dos isômeros do      
77 1726.  
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3.4 Apresentação 
 
 Os comprimidos de leflunomida (ARAVA®) de 10 e 20 mg são 

acondicionados em frascos e os de 100 mg em blíster e devem ser estocados a 

temperatura ambiente e protegidos da luz. A Tabela 3.1 apresenta os aspectos 

dos comprimidos de leflunomida. No Brasil são comercializadas as doses de 20 e 

100 mg. 

 

TABELA 3.1. Aspecto dos comprimidos de leflunomida. 
Dose 
(mg) Quantidade Descrição 

10  30 ou 100 comprimidos Comprimido branco, circular, revestido, com 
“ZBN” gravado em uma das faces 

   

20  30 ou 100 comprimidos 
Comprimido amarelo luminoso, triangular, 
revestido, com “ZBO” gravado em uma das 
faces 

   

100  3 comprimidos Comprimido branco, circular, revestido com 
“ZBP” gravado em uma das faces 

 

 
3.5 Mecanismo de ação e características farmacocinéticas 

 

 ARAVA® é usado no tratamento da AR como agente imunomodulatório por 

impedir a proliferação dos linfócitos T ativados, através da inibição da enzima 

diidroorotato desidrogenase (RUCKEMANN, 1998). A leflunomida é um pró-

fármaco e a inibição da enzima é creditada ao metabólito ativo A77 1726 (FOX et 

al., 1999; GOLDENBERG, 1999).       

 

A leflunomida, após administração oral, é convertida em seu principal 

metabólito A77 1726 o qual é responsável pela atividade in vivo (USHIPAR, 1998). 

A leflunomida foi desenvolvida como um pró-fármaco com a intenção de reduzir a 

irritação gastrointestinal causada pelo metabólito ativo que tem sido administrado 

por via intravenosa em protocolos de imunossupressão. A conversão da 

leflunomida em seu metabólito ativo acontece rapidamente e após   6 h de infusão 
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as concentrações plasmáticas de A77 1726 são 100 vezes maiores que  do pró-

fármaco (DIAS et al., 1995). FOX e colaboradores (1999) afirmam que a 

conversão da leflunomida em A77 1726 ocorre, predominantemente, através de 

reação não-enzimática na mucosa intestinal e no plasma, porém frações hepáticas 

citosólicas e microssomais têm demonstrado serem locais de metabolismo em 

menor extensão. 

 

Com relação aos metabólitos em menor quantidade no plasma, apenas o 4-

trifluormetilanilina é quantificável (HSIEH, 1995; USHIPAR, 1998; ZHANG et al., 

2002). 
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Considerações Finais 

 O controle de qualidade está integrado a todos processos industriais 

modernos e a indústria farmacêutica mundial emprega equipamentos e técnicas 

sofisticadas para desenvolver e garantir a qualidade, segurança e eficácia dos 

produtos farmacêuticos. Neste contexto, fica clara a necessidade de 

interdisciplinaridade e colaboração de diversas áreas do conhecimento para o 

estudo adequado de produtos farmacêuticos. Estes aspectos foram fundamentais 

para execução deste trabalho que contou com staff e equipamentos qualificados, 

com destaque para o Laboratório de Ensino e Pesquisa em Controle de Qualidade 

(LEPCQ) e o laboratório da Rede Brasileira de Laboratórios Analíticos (REBLAS), 

desta Universidade.  

 

O desenvolvimento de métodos e a avaliação da estabilidade de produtos 

farmacêuticos constituem linhas de pesquisa deste Programa de Pós-Graduação 

(PPG), o que viabilizou o desenvolvimento dos métodos de caracterização e 

quantificação da leflunomida, além do estudo preliminar de sua estabilidade.  

 

Os parâmetros de desempenho analítico apresentaram resultados 

satisfatórios para os métodos analíticos desenvolvidos (CLAE e UV d1), podendo-

se considerar ambos os métodos validados, com aplicação na quantificação da 

leflunomida em comprimidos. Além disso, os estudos pré-validação mostraram-se 

fundamentais para obtenção de métodos capazes de gerar resultados confiáveis. 

  

O estudo de degradação forçada, apesar de breve, foi capaz de identificar 

dois potenciais produtos de degradação da leflunomida e abre a perspectiva de 

trabalho mais extenso sobre a estabilidade do fármaco em questão.  

 

 Espera-se que os resultados e discussões deste trabalho contribuam como 

material de apoio para novos estudos na área. A leflunomida não possui 

metodologia descrita nos compêndios oficiais consultados e, por isso, os 

resultados da CLAE e UV d1 estão sendo dispostos na forma de artigo para 

submissão a periódico concernente à área.  
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Considerações Finais 

 A dificuldade em obtenção de SQR de fármacos sob patente é uma 

realidade para laboratórios de pesquisa que trabalham com medicamentos novos. 

Por isso, a síntese de fármacos e produtos de degradação, identificação e 

determinação da pureza das matérias-primas devem ser encorajadas.  
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