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RESUMO

Estudos de pré-formulacdo compreendem uma etapa relevante do processo de pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos. Englobam ensaios de caracteriza¢do fisico-quimica e
avaliacdo da estabilidade do farmaco. No presente trabalho foram avaliadas a estabilidade
polimorfica do farmaco fosamprenavir calcio e sua estabilidade quimica através de ensaios de
degradacéo forcada e estudos de compatibilidade farmaco-excipiente. O fosamprenavir calcio
foi obtido a partir do medicamento Telzir® e caracterizado pelas técnicas de ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia no infravermelho (FTIR), espectrometria de massas
(EM), difratometria de raios X em p6 (PXRD), difratometria de raios X em monocristal
(SXRD), termogravimetria (TG), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Em seguida foi desenvolvido um método indicativo de
estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para verificar a pureza do
farmaco obtido, avaliar sua estabilidade intrinseca através de estudos de degradacédo forcada e
ser utilizado nos ensaios de compatibilidade. O farmaco obtido apresentou pureza
cromatografica de 99,95%, compativel para ser utilizado como padrdo de trabalho. Nos
estudos de degradacdo forcada, o fosamprenavir demonstrou ser estavel as condicBes
avaliadas de calor, umidade, luz e hidrdlise neutra. Apresentou degradagdo significativa
guando submetido a hidrolise acida, basica e solucdo oxidativa. Dentre os produtos de
degradacdo detectados, dois tiveram suas estruturas determinadas através de experimentos de
espectrometria de massas sequencial e seus mecanismos reacionais foram propostos. Nos
estudos de compatibilidade farmaco-excipiente as amostras foram analisadas imediatamente
apos o seu preparo empregando as técnicas de FTIR e CLAE. Posteriormente foram
incubadas em cémara de estabilidade a 40°C + 2°C e 75% % 5% de umidade relativa e
analisadas novamente ap6s 3 e 6 meses de incubacdo. O fosamprenavir calcico demostrou ser
compativel quimicamente com os excipientes povidona K-30, crospovidona, croscarmelose
sodica, opadry rosa, amido glicolato de sodio, estearato de magnésio e silica anidra coloidal.
Na avaliacdo da estabilidade polimorfica do farmaco, os resultados das amostras 3 e 6 meses
de incubacdo foram comparados com os resultados iniciais. Foram empregadas as técnicas de
FTIR e PXRD. Os resultados demostraram que a forma cristalina | do fosamprenavir célcico é

estavel nas condicdes avaliadas.

Palavras chave: Fosamprenavir. Compatibilidade. Estabilidade. Produtos de degradacao.



ABSTRACT

Preformulation studies comprise a relevant stage of the drug research and development
process. They include solid-state physical-chemical characterization and evaluation of drug
stability. The present study evaluated the polymorphic stability of the drug fosamprenavir
calcium and its chemical stability through forced degradation tests and drug-excipient
compatibility studies. Fosamprenavir calcium was obtained from Telzir® and characterized
by nuclear magnetic resonance (NMR), spectroscopy Fourier Transform infrared (FTIR),
mass spectrometry (MS), powder X-ray diffraction (PXRD), single X-ray diffraction (SXRD),
thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry (DSC) and scanning electron
microscopy (SEM). A stability indicating high performance liquid chromatography (HPLC)
method was development and used to verify the purity of fosamprenavir calcium obtained, to
evaluate its intrinsic stability through forced degradation studies and to be employed in the
compatibility tests. The obtained drug showed a chromatographic purity of 99.95%,
compatible to be used as working standard. On forced degradation studies, fosamprenavir was
stable under thermal, humidity, photolysis and neutral hydrolysis. Significant degradation was
observed when the drug was subject to acid and base hydrolysis and oxidative conditions.
Two degradation products were characterized by tandem mass spectrometry and their
reactional mechanisms were proposed. On the drug-excipient compatibility studies the
samples were analyzed immediately after preparation using FTIR and HPLC. Afterwards they
were incubated in a stability chamber at 40°C + 2°C and 75% + 5% of relative humidity and
analyzed again after 3 and 6 months of incubation. Fosamprenavir calcium has shown to be
chemically compatible with the excipients povidone K-30, crospovidone, croscarmellose
sodium, opadry, starch, magnesium stearate and colloidal anhydrous silica. For the evaluation
of the polymorphic stability of the drug, the results of incubated samples were compared with
the initial results by FTIR and PXRD. The results demonstrated that the crystalline form | of

fosamprenavir calcium is stable under the conditions evaluated.

Key words: Fosamprenavir. Compatibility. Stability. Degradation products.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que aproximadamente 36,7 milhdes de pessoas em todo o mundo sejam
portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Tais estimativas revelam um
crescente aumento do numero de infeccBes e, consequentemente, uma maior demanda a
terapia antirretroviral de combate a sindrome. Entretanto, a mortalidade relacionada a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) sofreu uma reducgdo significativa nos
ultimos anos. Tal declinio pode ser atribuido parcialmente ao desenvolvimento de novos
agentes antirretrovirais (RAO et al., 2014; UNAIDS/WHO, 2016).

Dentre estes, destaca-se o fosamprenavir calcico, um pré-farmaco pertencente a classe
dos inibidores da protease reversa, o qual € hidrolisado a sua forma ativa, o0 amprenavir. O
fosamprenavir possui vantagens farmacocinéticas em relacdo ao amprenavir, como a elevada
biodisponibilidade e maior solubilidade em &gua. Tais vantagens permitem uma melhor
posologia e menores doses, facilitando a aderéncia dos pacientes ao tratamento (CORBETT,;
KASHUBA, 2002; GOODMAN; GILMAN, 2015).

Paralelamente ao desenvolvimento de novos farmacos, verifica-se nos Gltimos anos
uma maior severidade das agéncias reguladoras quanto aos aspectos cientificos e técnicos
relacionados ao registro de medicamentos, de forma a garantir os parametros de seguranga,
eficacia e qualidade das preparacdes farmacéuticas (SINGH et al., 2012).

Um ponto crucial referente a qualidade dos produtos farmacéuticos ¢ a estabilidade de
farmacos. Estudos de estabilidade compreendem uma etapa relevante do processo de pesquisa
e desenvolvimento de novos medicamentos. Iniciam-se nas fases de desenvolvimento de uma
molécula candidata a farmaco e estendem-se por toda a vida de prateleira da formulacéo final
(ABDALLAH; AL-GHOBASHY; LOTFY, 2015; ICH, 2003).

No inicio do desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica, a estabilidade de
farmacos deve ser avaliada através dos chamados estudos de pré-formulacdo. Estes estudos
abrangem ensaios de caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo da estabilidade de uma
molécula sob diferentes aspectos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2011; ICH, 2003).

Dentre os aspectos relacionados a estabilidade fisica de um farmaco, € relevante a
avaliacdo de sua estabilidade polimorfica. Diferentes polimorfos de um mesmo composto
podem apresentar propriedades fisico-quimicas distintas, as quais impactam diretamente nas
caracteristicas do farmaco e podem ser decisivas para 0 sucesso terapéutico de uma

formulacdo. Sendo assim, a selecdo de uma fase cristalina estavel e com propriedades
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adequadas é fundamental para a qualidade de uma preparacao farmacéutica (SANTOS et al.,
2016).

Do ponto de vista quimico, a estabilidade de farmacos esta relacionada a manutencéo
de sua integridade quimica e poténcia declarada. A decomposic¢do do farmaco, causada por
fatores intrinsecos ou extrinsecos, acarreta na diminuicdo da dose destinada ao paciente e na
formagéo de produtos de degradacéo, os quais podem apresentar elevada toxicidade. Sendo
assim, em estudos de pre-formulacéo, é fundamental a avaliacdo da estabilidade intrinseca do
farmaco objetivando conhecer seus subprodutos e determinar suas vias de degradacgdo
(BRASIL, 2012a). Além disso, a avaliacdo da estabilidade do farmaco na presenca dos
excipientes que se pretende utilizar consiste em uma etapa importante para a obtencdo de uma
formulacdo segura e eficaz (CARSTENSEN, 2002; KAUR; GOINDI; KATARE, 2016).

Embora aprovado e comercializado desde 2003, ndo foram encontrados artigos
referentes a caraterizacdo de polimorfos ou ensaios de pré-formulagéo para o fosamprenavir
calcico. Além disso, ndo foram verificados estudos abordando a determinacdo da estrutura
cristalogréfica das diferentes formas cristalinas do farmaco, o que consiste em uma importante
ferramenta para o entendimento de suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou realizar estudos de pré-formulacdo com o
farmaco fosamprenavir calcico, abordando ensaios de caracterizacdo fisico-quimica e
avaliacdo de sua estabilidade polimdrfica e quimica. Esta ultima avaliada através de ensaios

de degradacéo forcada e estudos de compatibilidade farmaco-excipiente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nos itens a seguir, é apresentada uma breve revisdo dos topicos abordados neste
trabalho.

2.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquira foi descrita inicialmente na década de 80.
Em aproximadamente 37 anos, significativos avancos foram obtidos no combate a sua
proliferagdo. Entretanto, a AIDS continua sendo um dos maiores problemas mundiais em
salde publica, comprometendo a satde de milhdes de pessoas em todo mundo, das quais 1,8
milhdes sdo criancas (GRANICH et al., 2015; UNAIDS/WHO, 2016).

A AIDS constitui um conjunto de infeccdes e doencas oportunistas que podem se
manifestar ap6s a contaminagdo do organismo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana. O
HIV é um retrovirus que apresenta predilecdo por glicoproteinas do tipo CD4 presentes na
superficie de linfocitos, macréfagos e células dendriticas. Dentre os linfocitos T existe uma
classe denominada T4 (T CD4+), que tem um papel de extrema importancia no desencadear
da resposta imunitaria e na sua coordenacdo. Esse tipo de célula constitui o principal alvo do
HIV e a sua destruicdo leva ao colapso do sistema imunoldgico e, consequentemente, ao
aparecimento de doencas oportunistas, neurolégicas, depressdo da medula éssea, canceres,
lesbes cardiovasculares, danos renais e, finalmente, a morte do paciente (KATZUNG, 2003;
RANG; DALE; RITTER, 2001).

Dois tipos de retrovirus estdo associados ao desenvolvimento da AIDS, o HIV tipo |
(HIV-1) e o HIV tipo Il (HIV-Il). Ambos sdo semelhantes quanto a morfologia e tropismo
celular, entretanto diferem principalmente quanto a viruléncia e transmissibilidade. O
primeiro apresenta maiores taxas de viremia, sendo o responsavel pela pandemia da AIDS. Ja
0 segundo leva a uma evolucdo lenta da sindrome e esta relacionado a casos esporadicos
(SILVEIRA, 2011).

Na etapa inicial de replicacdo viral, o HIV liga-se aos receptores CD4 das células alvo
utilizando glicoproteinas presentes no envelope do virus e funde-se a célula hospedeira. Apds

a fusdo, a enzima transcriptase reversa (TR) promove a transcricdo de uma cadeia de acido
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desoxirribonucleico (ADN) a partir do &cido ribonucleico (ARN) viral. Além disso, a TR atua
como uma enzima polimerase, produzindo uma segunda cadeia de ADN. A dupla fita de
ADN penetra no nucleo da célula hospedeira e por acdo da enzima integrase é incorporada ao
genoma da célula. Utilizando os constituintes da célula hospedeira, proteinas virais sao
traduzidas e virions imaturos sdo produzidos. Os virions imaturos sdo liberados por
brotamento. Durante essa etapa, a enzima protease cliva e estrutura as proteinas virais GAG e
GAG-POL, tornando a particula viral madura e capaz de infectar novas células (RANG;
DALE; RITTER, 2001; ROSSI, 2011).

Em funcdo do compartilhamento de diversos processos metabolitos da célula
hospedeira, tornar-se dificil encontrar farmacos seletivos para o patégeno. Entretanto, existem
algumas enzimas que séo especificas do virus, sendo utilizadas como alvos potenciais para
farmacos (KATZUNG, 2003).

Atualmente seis diferentes classes de farmacos tém sido empregados no combate a
AIDS, atuando em diferentes etapas do ciclo de replicacéo viral. Estes sdo classificados em
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa, inibidores ndo-nucleosidicos da transcriptase
reversa, inibidores de protease (IP), inibidores de fusdo, inibidores de entrada antagonista do
co-receptor CCR5 e inibidores da integrase (ROSSI, 2011).

A combinacdo de diferentes agentes antirretrovirais é recomendada para o tratamento
de pacientes ja nas etapas iniciais da infecgdo pelo HIV. Isso permite aumentar a poténcia dos
farmacos e retardar o desenvolvimento de resisténcia do virus (KATZUNG, 2003;
UNAIDS/WHO, 2016). A terapia antirretroviral combinada foi introduzida em 1996,
permitindo uma reducdo significativa da mortalidade e morbidade associadas a AIDS.
Atualmente, devido as campanhas de conscientizacdo e politicas de saude publica mais
efetivas, estima-se que aproximadamente 18 milhdes de pessoas portadoras do virus tém
acesso a esse tipo de terapia (UNAIDS/WHO, 2016).

2.2 FOSAMPRENAVIR CALCICO

A elucidacdo das etapas de replicagdo do HIV permitiu um grande avango no
desenvolvimento de farmacos mais efetivos no combate a AIDS. Dentre esses, 0s inibidores
de protease. A determinacdo da conformacéo grafica tridimensional da protease reversa (PR)

permitiu o desenvolvimento de moléculas capazes de interagir e ocupar de forma competitiva
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o sitio ativo da enzima (FIGURA 1). Sendo assim, 0 excesso de farmaco no interior da célula
em relacdo ao substrato natural, as poliproteinas virais, faz com que este ocupe 0s sitios ativos
da PR, impedindo a replicacéo viral (SILVEIRA, 2011).

Inibidor da PR

Poliproteina

Initigio d2 PR, inibez
" ivagemda poliprotaing
il | =consaguents e
do HIV-1

Ligagio do IP com
aPR

EMA Viral

Figura 1 - Mecanismo de acdo dos inibidores de protease.
Fonte: Adaptada de www.medscape.com

O pro-farmaco fosamprenavir € um sal célcico do éster de fosfato do inibidor de
protease amprenavir. E produzido pelas indGstrias Vertex Pharmaceutical e GlaxoSmithKline,
sendo comercializado na forma de comprimidos e suspensdo oral. O fosamprenavir é obtido a
partir da fosforilagdo de uma hidroxila presente na molécula do amprenavir, objetivando
aumentar a solubilidade do farmaco original (EMA, 2010; FURFUINE et al., 2004;
GOODMAN; GILMAN, 2015).

O amprenavir é um farmaco de baixa solubilidade aquosa (0,04 mg.mL™) e alta
permeabilidade. E comercializado sob o nome Agenerase®, o qual apresenta-se na forma de
capsulas gelatinosas contendo o amprenavir solubilizado em excipientes oleosos. Em funcgéo
da baixa concentracdo da substancia ativa (150 mg) por cépsula do Agenerase® e do regime
posoldgico recomendado de 1200 mg, sdo necessarias 8 capsulas do medicamento duas vezes
ao dia, gerando grande desconforto por parte dos pacientes e falta de adesédo ao tratamento
(EMA, 2005).

A descoberta do fosamprenavir, um pro-farmaco do amprenavir, possibilitou uma
reducdo no regime de dosagem (2 comprimidos/dia), uma vez que este possui solubilidade

cerca de 10 vezes maior que o farmaco original (ROSSI, 2011). Além disso, sua utilizagdo
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ndo requer restricbes alimentares conforme exigido para outros inibidores da protease
previamente aprovados (GOODMAN; GILMAN, 2015; WIRE; SHELTON; STUDENBERG,
2006).

Figura 2 - Estrutura quimica do fosamprenavir calcico.
Fonte: Do autor.

O fosamprenavir célcico € um dos mais recentes inibidores da protease viral utilizado
para tratamento de pacientes infectados pelo HIV-1 (WIRE; SHELTON; STUDENBERG,
2006). Aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 2003 e pela European
Medicines Agency (EMA) em 2004, o farmaco passou a ser distribuido no Brasil a partir de
2007 (ROSSI, 2011).

A solubilidade do fosamprenavir calcico em agua é extremamente dependente do pH
do meio. Apresenta baixa solubilidade em pH 7,0 (0,31 mg.mL™) e méxima em pH entre 3,0 e
4,0 (54 mg.mL™* em pH 3,3). Em funcéo de sua baixa solubilidade aquosa em pH 7,0, o sal
calcico do fosamprenavir é denominado como tipo Il na classificacdo bio-farmacéutica,
caracterizada por farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade (FURFINE et al.,
2004; ROSSI et al., 2011).

Assim como os demais inibidores de protease, a forma ativa do fosamprenavir liga-se
ao sitio ativo da enzima do HIV-1, impedindo o processamento dos precursores virais das
poliproteinas Gag e Gag-Pol e resultando na formagdo de virions imaturos ndo infecciosos.
Tal acdo retarda o progresso da infeccdo pelo HIV e reduz a quantidade de virus no corpo,
melhorando o sistema imunolégico e reduzindo o risco de desenvolver complicagdes
associadas a infeccdo (CORBETT; KASHUBA, 2002).
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Ap06s administracdo oral, o fosamprenavir € rapidamente hidrolisado a amprenavir e
fosfato inorgénico antes de atingir a circulacdo sistémica. A conversdo do fosamprenavir em
amprenavir aparentemente ocorre no epitélio intestinal (FURFINE et al., 2004). O amprenavir
possui alta ligacéo as proteinas plasmaticas (90%), ligando-se principalmente a glicoproteina-
al acida. O pico maximo de concentragdo plasmatica é atingido entre 1,5 e 2,5 horas,
apresentando tempo de meia-vida de eliminacdo de 7,7 horas (EMA, 2010; GOODMAN,;
GILMAN, 2015).

O fosamprenavir é utilizado normalmente em associagdo com outros antirretrovirais
para ter seus efeitos farmacoldgicos amplificados. A co-administracdo fosamprenavir (700
mg) e ritonavir (100 mg), duas vezes ao dia, é indicada. Estudos farmacocinéticos
demonstraram um aumento na concentracdo plasmatica maxima de aproximadamente 51% e
um aumento de 3 a 4 vezes na area sob a curva no intervalo entre doses, quando comparado a
administracdo isolada do farmaco. Além disso, uma diminuicdo de 40% no volume aparente
de distribuicdo foi observada, provavelmente devido ao aumento da biodisponibilidade do
amprenavir (EMA, 2010; WIRE; SHELTON; STUDENBERG, 2006).

A principal via de eliminacdo da forma ativa do farmaco é a hepatica, através do
sistema enzimatico CYP450, por oxidagdo e conjugacdo. Os metabdlitos sdo excretados na
urina (14%) e nas fezes (75%). Apenas 1% de amprenavir € excretado na urina na forma
inalterada (CORBETT; KASHUDA, 2002; EMA, 2010; WIRE; SHELTON;
STUDENBERG, 2006).

A maioria das interaces medicamentosas clinicamente relevantes é devida a inibicédo
da CYP450 pelo amprenavir (TORRES; ARDUINO, 2007). Dentre as reacOes adversas
oriundas do uso do farmaco, destaca-se a ocorréncia de ndusea, diarreia, dor abdominal,
vomitos e dor de cabeca. A maioria das reacGes adversas associadas com terapias de
combinacdo, fosamprenavir/ritonavir, sao ligeiras a moderadas em gravidade, precoces na
manifestacdo e raramente limitantes quanto a adesdo a terapéutica. As reacdes adversas mais
graves, como erupcOes cutaneas, ictericia, hipersensibilidade e elevagdes das transaminases
hepéticas, também sdo observadas (GOODMAN; GILMAN, 2015; MOTA et al., 2004).

2.2.1 Reviséo sobre metodos analiticos relacionados ao fosamprenavir
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Diversos métodos sdo descritos na literatura para a analise do fosamprenavir. Os
objetivos da quantificacdo do farmaco nos estudos e as técnicas analiticas empregadas sdo
variados. A seguir sdo descritos alguns exemplos.

Furfine et al. (2004) realizaram estudos farmacocinéticos empregando sais de sodio e
calcio do fosamprenavir. Os autores concluiram que a forma sédica do farmaco ndo era
adequada para formulagbes farmacéuticas por ser amorfa e higroscopica. O sal célcico do
fosamprenavir mostrou-se adequado, apresentando biodisponibilidade semelhante a do
amprenavir quando administrado concomitantemente com acidificadores estomacais. Além
disso, os autores verificaram que o fosamprenavir calcico é hidrolisado em amprenavir e
fosfato inorgéanico antes de ser absorvido. Para a quantificacdo dos farmacos em plasma,
foram utilizados diversos métodos empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa associada a detectores do tipo fluorescéncia, ultravioleta e
espectrometria de massas.

Rebiere et al. (2007) desenvolveram dois métodos por CLAE, empregando uma
coluna C-18 e deteccdo por ultravioleta, para a quantificacdo do fosamprenavir juntamente
com outros antirretrovirais de diferentes classes terapéuticas. Os autores concluiram que 0s
métodos, quando empregados paralelamente, poderiam ser usados no controle de qualidade
dos principais antirretrovirais disponiveis na época, sendo capazes de detectar adulteraces
em produtos farmacéuticos.

Gumustas e Ozkan (2010) desenvolveram dois métodos para quantificacdo do
fosamprenavir por voltametria. Foram utilizados eletrodos de carbono vitreo e de diamante
dopado com boro para avaliacdo do comportamento oxidativo do farmaco e quantificagdo do
fosamprenavir em preparacdes farmacéuticas e amostras bioldgicas. Os métodos foram
validados e os resultados comparados com os obtidos por outro método empregando a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa acoplada a detector do tipo
ultravioleta. Nao foram verificadas diferencas significativas entre os resultados. Os métodos
eletroquimicos foram aplicados em amostras de plasma, urina e preparacdes farmacéuticas
contendo o fosamprenavir. Os autores concluiram que os métodos desenvolvidos constituem
uma boa alternativa para analise do farmaco, pois ndo requerem pré-tratamento da amostra e
ndo sofrem interferéncia das matrizes avaliadas.

Rossi et al. (2011) desenvolveram um metodo discriminativo para a dissolu¢do do
fosamprenavir em comprimidos do medicamento Telzir®, baseando-se em dados in vivo. Para
a formulacdo avaliada, a melhor condicdo obtida foi: cestos a 75 rpm e 900 ml de HCI 0,01

M. Utilizando essas condicdes, uma correlacdo nivel A foi estabelecida (R? = 0,984). A
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cinética de dissolugdo foi determinada utilizando métodos de modelos-dependentes, sendo o
modelo de liberagédo proposto por Hixson-Crowell o mais adequado. O ensaio de dissolugéo
foi validado e segundo os autores pode ser aplicado para avaliar o perfil de dissolucdo de
comprimidos contendo o fosamprenavir. Os autores quantificaram o farmaco pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa. Foi empregada uma coluna C-18 e
fase movel composta por tampdo acetato de aménio e acetonitrila na razdo 75: 25 viv. O
cromatégrafo foi operado com fluxo de 1,2 mL.min™ e volume de injecdo de 20 pL. A
deteccdo foi realizada em ultravioleta a 264 nm.

Chilukuri; Narayanareddy e Hussianreddy (2013) desenvolveram e validaram um
método indicativo de estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia para a
quantificacdo do fosamprenavir. Foi utilizada uma coluna YMC Pack ODS AQ (150 x 4,6)
mm, particula de 3,0 um, fase mdvel composta por tampéo fosfato de potéassio 0,05M (pH
6,8) e acetonitrila 60:40 (v/v), fluxo de 0,8 mL.min™, deteccdo em 265 nm e temperatura da
coluna 40°C. Os autores avaliaram a estabilidade intrinseca do farmaco através de estudos de
degradacéo forcada. Foram verificadas degradac6es significativas do fosamprenavir exposto a
hidrolise acida, basica e solucdes oxidativas. No desenvolvimento do método analitico, foram
utilizadas duas impurezas conhecidas do farmaco, as impurezas A e B. A primeira foi relatada
como uma impureza de degradacdo. J& a segunda, uma impureza de sintese, correspondendo
ao amprenavir. Os autores concluiram que o método apresentou resultados satisfatorios para
todos os parametros analiticos validados, podendo ser aplicado no controle de qualidade de
preparacdes contendo o fosamprenavir.

Ashrafi et al. (2013) desenvolveram um método eletroquimico para quantificacdo do
fosamprenavir em meio hidroalcodlico e elucidaram seu mecanismo de oxidagdo. O
comportamento eletroquimico do farmaco foi avaliado na presenca e auséncia do surfactante
Triton X-100. Os autores verificaram que a amina aromatica presente na molécula do
fosamprenavir esta relacionada com a oxidagdo do farmaco e que na presenca de Triton X-
100 os sinais eletroquimicos sdo amplificados em aproximadamente 5 vezes. O método
desenvolvido foi aplicado satisfatoriamente na quantificacdo do fosamprenavir em amostras
farmacéuticas.

Jacobs et al. (2014) avaliaram a interferéncia da combinagdo fosamprenavir/ritonavir
nas propriedades farmacocinéticas do farmaco olanzapina, um antipsicético utilizado
normalmente por pacientes portadores do HIV. Segundo os autores, estudos realizados
anteriormente demonstraram que o ritonavir, em altas dosagens, aumentava a taxa de

eliminacgdo da olanzapina. Entretanto, ndo se sabia o efeito do ritonavir quando administrado
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em baixas dosagens e concomitantemente com o fosamprenavir nesses pacientes. Amostras de
plasma foram analisadas por cromatografia liquida de ultra performance para quantificacdo
dos farmacos envolvidos no estudo. Os autores concluiram que a administracdo de
fosamprenavir 700 mg/ritonavir 100 mg induz o metabolismo da olanzapina e sugeriram um
aumento de 50% na dose do antipsicético quando administrado juntamente com inibidores de
protease.

N&o foram encontrados meétodos descritos em compéndios oficiais para o farmaco

fosamprenavir calcico, nem tampouco artigos referentes a ensaios de pré-formulacéo.

2.2.2 Polimorfismo e formas solidas do fosamprenavir calcico

O polimorfismo é definido como a capacidade de um determinado composto existir no
estado solido em mais de uma fase cristalina com diferentes arranjos e conformacGes de
atomos, ions ou moléculas (ATICI; KARLIGA, 2015; BROG et al., 2013). Um ponto
fundamental relacionado ao desenvolvimento de novos medicamentos € a determinacdo de
qual estrutura cristalina do fArmaco apresenta caracteristicas adequadas para ser utilizada em
uma preparacao farmacéutica (PINDELSKA et al., 2014; SANTOS et al., 2016).

Apesar do conceito de polimorfismo existir desde o século XVIII, o setor farmacéutico
comecou a estuda-lo com mais énfase somente nas ultimas décadas (ARAUJO et al., 2012;
BROG et al., 2013). O assunto ganhou grande destaque apds a descoberta de uma segunda
forma cristalina do antirretroviral ritonavir em 1998. Apenas uma forma cristalina do
farmaco, comercializado pela empresa Abbott Laboratories sob o nome de Norvir®, era
conhecida. Entretanto, diversos lotes do medicamento apresentaram problemas no ensaio de
dissolucdo. A investigacdo revelou a presenca de um segundo polimorfo. A nova estrutura
cristalina apresentava solubilidade reduzida em relacdo a primeira, afetando a
biodisponibilidade do farmaco. A empresa suspendeu a producdo do medicamento até a
conclusdo das investigagdes, implicando em grande prejuizo financeiro e comprometendo o
tratamento de diversos pacientes que faziam uso do produto (BAUER et al., 2001).

Devido as diferencas estruturais, polimorfos de um mesmo composto podem
apresentar propriedades fisico-quimicas distintas. Podem ser observadas diferencas de ponto
de fusdo, propriedades mecanicas, elétricas e dpticas, dureza, pressao de vapor, solubilidade,

densidade, higroscopicidade, reatividade no estado solido, estabilidade fisica, estabilidade
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quimica e comportamento térmico. Como consequéncia, diversas caracteristicas do farmaco
podem ser afetadas, como por exemplo, a velocidade de dissolugéo, a morfologia do cristal, a
compactacdo e o escoamento do pé (ATICI; KARLIGA, 2015; SILVA; SILVA; PEREIRA,
2017).

A influéncia do polimorfismo na solubilidade e, consequentemente, na
biodisponibilidade do farmaco, é considerada a consequéncia mais relevante do fendbmeno na
area farmacéutica. Apresenta grandes impactos principalmente em farmacos das classes 1l e
IV da classificacdo biofarmacéutica, os quais possuem baixa solubilidade (ARAUJO et al.,
2012; SANTOS et al., 2016).

Mudancas em variaveis termodindmicas tais como, pressdo e temperatura, podem
provocar alteracbes na forma cristalina de determinados farmacos. Além disso, formas
polimorficas metaestaveis podem se converter em estruturas mais estaveis espontaneamente
ou devido ao contato com excipientes (RENUKA; GULATI, 2014). Dessa forma, é relevante
a avaliacdo da estabilidade polimérfica do farmaco em estudos de estabilidade e
compatibilidade, tanto na matéria prima, para avaliar a influéncia das condigcdes de
estocagem, como na formulacao, para avaliar a influéncia da presenca de outros componentes.

Diante dos impactos que o polimorfismo pode acarretar na qualidade, eficacia e
seguranca de medicamentos, os 6rgaos reguladores tém atuado de modo a minimizar os riscos
a populacdo. Sendo assim, para o registro de medicamentos estdo sendo exigidos estudos que
comprovem o monitoramento e o controle de qualidade de formas cristalinas existentes (FDA,
2007; ICH, 1999).

Diferentes técnicas analiticas capazes de detectar alteracdes fisico-quimicas e
espectroscopicas do farmaco no estado sélido tém sido empregadas na avaliacdo de possiveis
alteracBes da estrutura cristalina (ZHAO; ZHENG; LI, 2016). As andlises térmicas sdo
capazes de detectar diferencas na estabilidade térmica e na temperatura e entalpia de fusdo
que podem existir entre diferentes formas polimoérficas. A espectroscopia de absor¢do no
infravermelho permite verificar alteragdes nos modos de frequéncia vibracional dos grupos
funcionais de diferentes polimorfos. A microscopia optica e a ressonancia magnética nuclear
(RMN) também sdo utilizadas (AYALA et al., 2010). Além dessas, destacam-se as técnicas
de difracdo de raios X. Essas sdo capazes de determinar a estrutura cristalina de um composto
pelo espalhamento elastico de fotons de raios X. Quando raios X de mesmo comprimento de
onda se encontram em fase, ocorre uma interferéncia construtiva, a qual constitui um padrao
difratométrico especifico para cada estrutura cristalina (KARABAS; ORKOULA,;
KONTOYANNIS, 2007).
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Apesar da importancia do fendmeno, até o momento ndo existe um sistema
internacional de nomenclatura para polimorfos. Além disso, grande divergéncia é observada
quanto a definicdo de termos como polimorfo, sélido amorfo, hidratos e solvatos. Os guias da
FDA e da International Conference on Harmonization (ICH) consideram, de modo geral, o
termo polimorfismo como a ocorréncia de diferentes formas cristalinas de um mesmo
farmaco, abrangendo dentro do termo polimorfo, os solvatos, hidratos e substancias amorfas
(FDA, 2007; ICH, 1999). Uma critica a essa terminologia foi realizada por Aitipamula et al.
(2012) e uma nova proposta para definicdo das formas do estado sélido foi apresentada

conforme a Figura 3.
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Figura 3 -Proposta de classificagdo das formas no estado solido para insumos farmacéuticos ativos -
IFA's.
Fonte: AITIPAMULA et al., 2012.

A nova terminologia separa o estado sélido em substancias cristalinas e amorfas, as
quais, por sua vez, sdo divididas em formas mono-componente e multi-componentes,
englobando todas as possiveis combinacdes que farmacos no estado solido apresentam. A
terminologia proposta considera o termo polimorfismo somente entre substancias de mesma
composi¢do quimica (AITIPAMULA et al., 2012).
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Enguanto ndo se obtém um consenso quanto as terminologias e defini¢cbes a serem
adotadas, as companhias farmacéuticas enxergam no fendmeno do polimorfismo uma
oportunidade para a obtencdo de formas solidas com caracteristicas mais favoraveis, além da
propriedade intelectual relacionada as novas descobertas. Nesse sentido, diferentes formas
solidas de farmacos ja comercializados estdo sendo constantemente descobertas (LEKSIC;
SEPAC; PAVLICIC, 2011; SILVA,; SILVA; PEREIRA, 2017).

Para o farmaco fosamprenavir calcico, a primeira forma cristalina, denominada de
forma I, é descrita na patente US6514953 B1 por Armitage, Searle e Singh (2003). Segundo
os autores, diversos sais do fosamprenavir foram obtidos, entretanto somente o sal célcico
apresentou caracteristicas adequadas para ser empregado em preparagdes farmacéuticas. Os
autores descreveram o processo de sintese do farmaco e realizaram ensaios de caracterizacdo
pelas técnicas de RMN e difratometria de raios X por policristais (PXRD). Além disso,
avaliaram a solubilidade do fosamprenavir calcico em diferentes faixas de pH e concluiram
que o mesmo apresenta solubilidade maior que o amprenavir.

A forma Il do farmaco € descrita na patente US20120208787 Al por Bhoge et al.
(2012). Os autores descrevem o método de obtencéo da nova forma cristalina e apresentam os
difratogramas e espectros de absor¢do no infravermelho para as formas | e Il do
fosamprenavir célcico.

Diferentes formas sélidas do fosamprenavir célcico sdo descritas Leksic; Sepac e
Pavlicic (2011) na patente US20110165202 Al. Sdo apresentados os métodos de cristalizacao
das formas denominadas de Ill, IV e P e seus respectivos difratogramas. A forma IV ¢é
descrita como um solvato de acetona. Além disso, os autores relatam a existéncia de duas
formas amorfas do farmaco. Uma de formato esférico e outra apresentando estruturas
alongadas, conforme as microfotografias apresentadas. De acordo com 0s autores, a forma
amorfa alongada apresenta caracteristicas semelhantes as estruturas cristalinas, maior
solubilidade do que estas e auséncia de problemas relacionados ao desenvolvimento
farmacotécnico.

Jetti, Bhagavatula e Gorantla (2013) relatam na patente US 0317236 Al a existéncia
de outra forma sélida do fosamprenavir célcico, denominada de forma A, a qual corresponde
a um hidrato contendo de 2% a 7% de agua. Os autores descrevem 0s métodos de
cristalizacdo utilizados e apresentam os difratogramas, espectros no infravermelho e curvas
térmicas obtidas para a nova forma solida do farmaco.

Outra forma cristalina do fosamprenavir calcio, denominada de H1, é apresentada na
patente US 0025040 Al por Reddy et al. (2015). Os autores descrevem os métodos de
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cristalizacdo empregados e apresentam os difratogramas e microfotografias da nova forma
cristalina. Também é descrito um meétodo de obtencdo da forma amorfa do farmaco. Na
comparacao visual entre os difratogramas apresentados para a forma H1 e a forma A (descrita
na patente US 0317236 Al) ndo sdo observadas diferencas entre os picos de Bragg.
Entretanto, os autores descrevem a forma H1 como uma nova forma sélida do fosamprenavir
calcico.

Embora as patentes demonstrem a existéncia de diversas formas soélidas do
fosamprenavir calcico, ndo foram encontrados artigos referentes a caracterizacdo ou
determinacéo estrutural dessas formas, nem tampouco ensaios de estabilidade sob condicdes

variadas de temperatura e umidade.

2.3 ESTUDOS DE PRE-FORMULAGCAO

O aparecimento de novos farmacos implicou no desenvolvimento de técnicas
analiticas capazes de determinar com precisdo suas caracteristicas fisico-quimicas. Dessa
forma, tornou-se possivel a selecdo de moléculas com propriedades adequadas para serem
utilizadas nas diversas formas farmacéuticas, de modo a exercerem uma acdo terapéutica
eficiente. O conhecimento prévio das propriedades fisico-quimicas de moléculas candidatas a
farmacos passou a representar um passo fundamental e obrigatorio para o desenvolvimento de
preparacOes farmacéuticas adequadas. Este procedimento, denominado de etapa de pré-
formulagdo, surgiu nos finais dos anos 50 e inicio da década de 60 e resultou em uma
mudanca na politica de desenvolvimento de medicamentos (CARSTENSEN, 2002).

Os estudos de pré-formulacdo permitem revelar instabilidades ndo previamente
conhecidas e também a reformulacdo de medicamentos sempre que necessario, objetivando
assegurar um produto final com caracteristicas de qualidade. A selecdo de moléculas com
propriedades adequadas para uma formulacdo, bem como o conhecimento prévio de suas
compatibilidades e incompatibilidades, sdo fatores relevantes para a obtencdo de produtos
farmacéuticos eficazes. Dessa forma, os estudos de pré-formulagdo, ao considerarem as
propriedades fisico-quimicas do farmaco, o seu perfil farmacocinético e suas compatibilidades
e incompatibilidades, possibilitam o desenvolvimento de formulagdes onde é maximizada a
qualidade, eficicia e seguranca do medicamento (DANIEL et al., 2013; GIBSON, 2009;
VERONEZ et al., 2013).
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Os estudos de pré-formulacdo podem ser definidos como uma etapa que antecede a
formulacdo, onde um farmaco, com determinadas propriedades fisico-quimicas, é avaliado
qguanto a sua viabilidade terapéutica na forma farmacéutica pretendida. Constituem uma
avaliacdo minuciosa das caracteristicas dos insumos farmacéuticos (ativos e excipientes) e dos
impactos que essas caracteristicas podem ocasionar na formulagéo e na via de administracdo
do farmaco (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2011).

Os estudos de pré-formulacdo sdo uma etapa fundamental para o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos. Englobam testes de caracterizacao fisico-quimica do farmaco e
excipientes, estudos de estabilidade intrinseca e ensaios de compatibilidade farmaco-
excipiente (CHADHA; BHANDARI, 2014; JACKSON; YOUNG; PANT, 2000; VERONEZ
etal., 2013).

2.3.1 Caracterizacdo fisico-quimica

Os farmacos sdo normalmente administrados como parte de uma formulacéo, contendo
diferentes componentes com funcOes variadas e especializadas. Para o desenvolvimento de
uma preparacao farmacéutica segura, eficaz e estavel é necessario considerar as caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas de todos os ingredientes utilizados na fabricacdo do produto
final. A caracterizacdo de farmacos e excipientes € a primeira etapa de um estudo de pré-
formulagdo. Permite criar uma gama de informacdes Uteis no desenvolvimento de produtos, as
quais podem ser utilizadas também para a selecdo de fornecedores com qualidade desejada
(MATQOS, 2014).

A caracterizacdo de farmacos e de suas estruturas cristalinas constitui uma area de
intensa atividade de pesquisa nas industrias farmacéuticas. Tal fato deve-se as exigéncias das
agéncias reguladoras nos processos de aquisicdo de patentes e registro, além do atendimento
as normas para aprovacao de novos produtos para o mercado (FDA, 2007; ICH, 1999).

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas de um farmaco e de seu padrédo de
liberacdo da forma farmacéutica esta intimamente relacionado a sua quantidade e velocidade
de absorcdo pelo organismo. Dessa forma torna-se imperativo selecionar os tipos de
excipientes mais adequados, prever a inclusdo de aditivos especificos e selecionar embalagens
apropriadas, os quais sao fatores decisivos para a integridade do farmaco no produto final. As

propriedades fisico-quimicas de farmacos e excipientes constituem um fator essencial no
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desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas, uma vez que aspectos como a
biodisponibilidade, solubilidade e condi¢fes de administragédo estédo intimamente relacionados
a essas caracteristicas (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2011; BISSA, 2013).

Diferentes propriedades devem ser avaliadas nessa etapa dos estudos de pré-
formulagdo. Dentre essas, podemos citar: a verificagdo da forma polimorfica, tamanho de
particulas, morfologia do pd, ponto de fusdo, cristalinidade, estabilidade térmica, transi¢do
vitrea, calor especifico, escoamento dos pds, coeficiente de parti¢do, solubilidade, constante
de dissociacdo, permeabilidade cutdnea e area de superficie (DANIEL et al., 2013;
VERONEZ et al., 2013).

Conforme dito anteriormente, nos estudos caracterizagdo é essencial a determinagédo
das propriedades fisico-quimicas dos farmacos e excipientes que se pretende utilizar na
formulacdo do produto final, uma vez que variacdes dessas propriedades podem estar
relacionadas a alteracBes na seguranca e eficicia do farmaco. Dessa forma, devem ser
utilizadas técnicas analiticas apropriadas para obtencdo de informacBes sobre essas
caracteristicas ainda no estagio inicial de desenvolvimento. Essas mesmas técnicas devem ser
utilizadas nos estudos de compatibilidade para verificar se o farmaco mantém as suas
propriedades ao longo do estudo. Dessa forma, pode-se prever a estabilidade do produto final
e garantir que o farmaco mantém suas propriedades iniciais durante todo o tempo de prateleira
até chegar ao consumidor (DANIEL, et al., 2013).

Diferentes técnicas analiticas tém sido empregadas na caracterizacdo de farmacos e
excipientes. Dentre essas, destacam-se as técnicas termoanaliticas e métodos
espectroscopicos, pois sdo relativamente simples e fornecem resultados imediatos
(CHADHA; BHANDARI, 2014).

Nos itens a seguir serdo descritas as técnicas empregadas neste estudo para a

caracterizacdo fisico-quimica do farmaco fosamprenavir célcico.

2.3.1.1 Analises térmicas

Aguecer uma amostra e observar 0 seu comportamento € uma maneira simples de se
estudar um material, uma vez que as propriedades termodinamicas, como a capacidade
calorifica, entalpia e entropia, sdo caracteristicas individuais de cada substancia (HAINES,

2002). Em funcdo disso, os metodos de anélise térmica objetivam estudar o comportamento
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termodindmico de uma amostra, cujas propriedades fisicas sdo medidas em funcdo da
temperatura ou do tempo, constituindo uma valiosa ferramenta para a caracterizagéo e analise
de farmacos e medicamentos (COLMAN et al., 2016; GIRON, 1998).

A caracterizacdo de um solido puro em determinada fase cristalina fornece curvas
termoanaliticas caracteristicas, permitindo obter informacdes como a temperatura de fuséo,
entalpia de mudanca de fase e temperatura de decomposi¢cdo. Em misturas de sélidos, como
no caso de estudos de compatibilidade ou em uma formulagédo, onde o farmaco esta associado
a um ou mais excipientes, podem ocorrer interacdes entre as substancias, as quais podem
provocar alteracfes nas propriedades do farmaco que séo reveladas por mudancgas nas curvas
termoanaliticas. Dessa forma, as anélises térmicas permitem o estudo dessas interagdes, as
quais podem impactar na qualidade do produto final (BISSA, 2013; MOTHE; AZEVEDO,
2002).

A aplicacdo das analises térmicas em estudos de pré-formulacdo vem ganhando
importancia entre os pesquisadores. Destacam-se as técnicas de termogravimetria (TG) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), as quais normalmente sdo utilizadas em estudos
de caracterizacdo e compatibilidade por fornecerem informacdes imediatas, com baixo custo e
consumo minimo de amostra (ALVES-SILVA et al., 2014; CHADHA; BHANDARI, 2014;
COSTA etal., 2013).

2.3.1.1.1 Termogravimetria

A termogravimetria ou analise termogravimétrica baseia-se no estudo da variacdo de
massa de uma amostra, resultante de uma transformacédo fisica (sublimacdo, evaporacéo,
condensacdo) ou quimica (degradacdo, decomposicdo, oxidacdo), determinada por uma
termobalanca, em funcdo da temperatura ou do tempo (MOTHE; AZEVEDO, 2002). A
variacdo de massa pode ser estudada a uma temperatura constante, sob aguecimento ou
resfriamento. Além disso, pode-se empregar uma combinacdo desses métodos. A variacao
mais comumente observada é a perda de massa devido a decomposicdo térmica da amostra.
Entretanto, ganhos de massa podem ocorrer quando a amostra reage com algum componente
da atmosfera (HAINES, 2002).

A técnica tem sido utilizada em estudos diversos, objetivando avaliar a decomposicéo

térmica de materiais organicos, inorganicos e biologicos, determinacdo de umidade e em
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estudos de corrosdo de materiais sob diferentes atmosferas (CHADHA; BHANDARI, 2014,
COLMAN et al., 2016; HAINES, 2002).

Em estudos de caracterizacdo de farmacos, a TG tem sido amplamente utilizada para
determinacéo da estabilidade da molécula em temperaturas elevadas, avaliacdo da presenca de
agua de adsorcdo ou cristalizacgdo na amostra, determinacdo de pardmetros cinéticos e
caracterizacdo de polimorfos. Além disso, a técnica tem sido empregada em estudos de
compatibilidade, uma vez que alteracdo de parametros como a temperatura de decomposicéo,
pode estar associada a uma interacdo entre o farmaco e excipientes (CORREA et al., 2015;
DANIEL et al., 2013; PAISANA; WAHL,; PINTO, 2016; VERONEZ et al., 2013).

2.3.1.1.2 Calorimetria exploratoria diferencial

Quando uma determinada substancia é aquecida, diferentes transformacoes fisicas ou
qguimicas envolvendo processos de absorcdo (endotérmicos) ou de libracdo de calor
(exotérmicos) podem ocorrer. Em geral, eventos como fusdo, desidratacdo e reducdo séo
endotérmicos; enquanto cristalizacfes, oxidacfes e condensacBes sdo exotérmicos. Ja
processos de decomposicdo podem absorver ou liberar calor (CLAS; DALTON; HANCOCK,
1999; MOTHE; AZEVEDO, 2002).

A técnica de DSC pode ser usada para detectar as transformacdes fisicas e quimicas de
substancias quando aquecidas e estimar suas propriedades térmicas, sendo utilizada na
caracterizacdo de materiais organicos, inorganicos, bioldgicos, poliméricos, farmacos,
aditivos alimentares, entre outros. Além disso, pode ser empregada para estimar a pureza de
substancias quimicas e na determinacdo qualitativa e quantitativa de transicdes de fase, tais
como a temperatura de transicdo vitrea, temperatura de fusdo, temperatura e tempo de
cristalizacdo, calor especifico, estabilidade térmica e cinética de reagdo (CHADHA,
BHANDARI, 2014; CORREA et al., 2015; MOTHE; AZEVEDO, 2002; PAISANA; WAHL;
PINTO, 2016).

A técnica de calorimetria exploratoria diferencial mede a diferenca de energia cedida a
uma amostra e a um material de referéncia, quando estes sdo submetidos a um programa
controlado de temperatura (CLAS; DALTON; HANCOCK, 1999). Dois tipos de
equipamentos sdo encontrados no mercado: DSC por compensacdo de poténcia e DSC por

fluxo de calor. Ambas as técnicas apresentam sensibilidade e exatiddo semelhantes. A escolha
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normalmente depende dos objetivos da analise. Equipamentos de fluxo de calor fornecem
uma linha de base mais estavel, enquanto os de compensacdo de poténcia possibilitam a
aplicacdo de fluxos de aquecimento e resfriamento maiores (CRAIG, 2007). As analises
apresentadas nessa dissertacdo foram realizadas em um DSC por fluxo de calor.

De modo geral, os resultados obtidos para uma analise por DSC sdo apresentados na
forma de curvas térmicas, as quais apresentam uma linha de base enquanto ndo ha variacdo de
calor ou poténcia entre a amostra e o material de referéncia. A ocorréncia de um evento
térmico na amostra é registrada na curva térmica na forma de um pico. Por convencéo,
eventos endotérmicos sdo representados por picos abaixo da linha de base, enquanto eventos
exotérmicos, representados por picos acima. Entretanto, dependo da configuracdo do
equipamento, essa convencdo pode apresentar-se invertida. Além disso, a DSC permite
verificar mudancas na capacidade calorifica da amostra, as quais sdo denominadas de
transicbes vitreas e sdo representadas por alteracBes na linearidade da linha de base,
semelhantes a degraus (BROWN, 2001; DANIEL et al., 2013; HAINES, 2002).

A calorimetria exploratoria diferencial tem se mostrado uma importante ferramenta em
estudos de pré-formulacdo. A comparacdo das temperaturas dos eventos endotérmicos e
exotérmicos e valores de entalpia, obtidos para o farmaco e excipientes isolados durante a
caracterizagdo, com os valores verificados para as misturas bindarias, permite a deteccdo
precoce de incompatibilidades, reduzindo o tempo para se alcangar uma formulacéo segura e
estavel. Entretanto, a DSC apresenta algumas limitacdes, as quais exigem uma interpretacao
cuidadosa dos resultados (CHADHA; BHANDARI, 2014; DANIEL et al., 2013; VERONEZ
et al., 2013). Apesar das inimeras vantagens, diversos autores destacam a necessidade de
interpretar os dados das andlises térmicas com cautela. Segundo esses autores, algumas
reacOes observadas podem ser causadas pelo aquecimento das amostras a elevadas
temperaturas, ndo reproduzindo o ambiente real do farmaco na formulacdo. Além disso, o
emprego de atmosferas inertes durante as analises, devido utilizagdo de gases como o
nitrogénio, ndo refletem as condi¢bes ambientais. Dessa forma, para uma interpretacao correta
dos dados, torna-se relevante o emprego de técnicas complementares como a espectroscopia
no infravermelho, microscopia, cromatografia e difratometria de raios X, a fim de evitar
conclusdes erroneas (JULIO et al., 2015; LI et al., 2016; MOTHE; AZEVEDO, 2002).

2.3.1.2 Espectroscopia de absorcéo no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
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A espectroscopia de absor¢do no infravermelho é uma técnica ndo destrutiva
amplamente utilizada na caracterizagdo de substancias quimicas, fornecendo resultados
imediatos e com baixo consumo de amostra (ROJEK; WESOLOWSKI, 2016). Fundamenta-
se na interacdo da energia eletromagnética com o movimento vibracional dos atomos em uma
molécula. Apenas liga¢gdes que tém um momento de dipolo que muda em fungdo do tempo
podem ser detectadas. Quando a molécula apresenta variagdo de momento de dipolo devido a
vibracdo, as cargas em movimento geram um campo eletromagnético que pode acoplar-se
com o campo eletromagnético da radiacdo incidente, absorvendo um foton e promovendo uma
transicdo para niveis vibracionais mais energéticos. No processo de absor¢cdo, somente as
frequéncias de radiacdo no infravermelho que equivalem as frequéncias vibracionais naturais
da molécula sdo absorvidas. A energia absorvida aumenta a amplitude dos movimentos
vibracionais das ligacbes na molécula. (PAVIA et al., 2013; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2006).

Uma vez que cada frequéncia vibracional estd relacionada a um grupo funcional
especifico, a espectroscopia no infravermelho permite obter informacdes sobre a estrutura
qguimica de um composto. Embora diferentes substancias apresentem 0S mesmos grupos
funcionais, o ambiente quimico no qual os &tomos de uma molécula se encontram, nunca sera
idéntico ao de outra molécula. Sendo assim, o espectro no infravermelho pode ser considerado
como uma impressao digital da molécula, permitindo a sua identificacdo (PAVIA et al.,
2013).

A regido do espectro eletromagnético correspondente a regido do infravermelho pode
ser divida em 3 partes: o infravermelho proximo (NIR) com nimero de onda entre 15.000 e
4.000 cm™, o infravermelho médio (MID) entre 4.000 e 400 cm™ e o infravermelho distante
(FAR) entre 400 e 10 cm™ (SKOOG et al., 2006).

O infravermelho médio é a regido do espectro onde se encontra 0 maior nimero de
aplicacbes para a analise qualitativa de compostos organicos. Embora varios grupos
funcionais também absorvam na regido do NIR, essas absor¢fes sdo menos intensas quando
comparadas as absor¢des no MID. Ja a regido do FAR tem uso restrito devido as limitacdes
instrumentais, pois sdo poucas as fontes para este tipo de radiacdo (SKOOG et al., 2006).

A espectroscopia no infravermelho é uma importante ferramenta utilizada para a
caracterizacdo de farmacos e excipientes, fornecendo informagfes complementares para os
estudos de estabilidade e compatibilidade. Isso ocorre porque uma molécula intacta apresenta
um perfil de bandas em seu espectro diretamente relacionado com sua estrutura quimica e

com as interagOes intermoleculares caracteristicas de sua estrutura cristalina. Sendo assim,
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alteracdes no perfil de bandas verificadas na espectroscopia no infravermelho permitem uma
répida deteccdo de interacGes entre os componentes de uma mistura, ocorréncia de processos
de hidratacdo, desidratacdo, mudancas de fase cristalina ou amorfizacdo de farmacos
(CHADHA; BHANDARI, 2014; DANIEL et al., 2013; JULIO et al., 2015; SILVA; SILVA;
PEREIRA, 2017).

2.3.1.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura € uma técnica versatil, sendo empregada
rotineiramente para a andlise e caracterizacdo de materiais sélidos, permitindo uma avaliacao
precisa de suas formas morfoldgicas (MALISKA, 2012).

A imagem obtida é resultante da interacdo de um feixe de elétrons com a amostra
analisada. O microscopio eletronico de varredura gera esse feixe de elétrons a partir de um
filamento de tungsténio, por exemplo, o qual passa por lentes condensadoras tendo seu
didmetro reduzido. Posteriormente, os elétrons, com auxilio de uma lente objetiva, sdo
focalizados sobre a amostra. O sinal que é detectado resulta da interacdo do feixe incidente
com a superficie da amostra e é utilizado para a formacdo da imagem. O resultado é uma
imagem de facil interpretacdo, apresentando elevada profundidade de foco, ou seja, com
aparéncia tridimensional (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007; MALISKA, 2012).

A caracterizacdo morfologica de farmacos e excipientes é importante nas etapas de
pré-formulacdo. Diferencas na estrutura morfoldgica externa podem influenciar e modificar
importantes propriedades relacionadas com o processo de fabricacdo de um medicamento e
com a eficacia da formulacdo final. Dentre essas propriedades podemos citar a fluidez,
compressibilidade, seringabilidade, estabilidade em suspensédo e a dissolucdo. Além disso, a
microscopia eletrénica de varredura permite verificar transformacBes polimdrficas de
farmacos e a avaliacdo da qualidade de medicamentos por meio da identificacdo e deteccdo de
componentes individuais presentes em uma mistura (ARAUJO et al., 2012; BISSA, 2013).

Embora a técnica ndo forneca informacgbes sobre a estrutura quimica ou o
comportamento térmico dos materiais analisados, a combinag@o da microscopia eletronica de
varredura com as técnicas termoanaliticas e espectroscOpicas constitui uma importante
ferramenta em estudos de caracterizacdo e verificagdo de incompatibilidades entre farmacos e
excipientes (CHADHA; BHANDARI, 2014).
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2.3.1.4 Difratometria de raios X em pd

Os raios X correspondem a fotons com energias intermediarias entre os raios gama e
0s raios ultravioleta. A técnica de difracdo de raios X em po é relativamente simples e direta,
ndo necessitando, na maioria das vezes, de etapas de preparo de amostra. Fundamenta-se no
espalhamento elastico de fotons de raios X quando estes incidem sobre a estrutura ordenada
de um composto cristalino. A interacdo real ocorre entre os raios X e os elétrons no cristal. O
campo elétrico oscilante dos raios X faz com que as particulas carregadas no &tomo oscilem
na mesma frequéncia. O choque do raio X com o elétron faz com que este seja ejetado da
eletrosfera do 4tomo. Elétrons de camadas superiores ocupam o espaco deixado, emitindo
fotons de raios X na mesma frequéncia do fdton incidente e retornando ao estado
fundamental. Os fétons de raios X podem ser emitidos em qualquer direcdo, entretanto
quando estes se encontram em fase, ocorre uma interferéncia construtiva, a qual constitui um
padrdo difratométrico especifico para cada estrutura cristalina (CHATTERJEE, 2001).

A difratometria de raios X em p6 consiste em uma ferramenta importante na etapa de
caracterizagdo fisico-quimica de farmacos. Ao fornecer informacdes especificas sobre a
estrutura cristalina de um determinado composto, permite a selecdo de formas sélidas com
caracteristicas adequadas para uso farmacéutico. Além disso, pode ser empregada para a
deteccdo e quantificacdo de transformacdes polimorficas que podem comprometer a
seguranca e eficacia de um medicamento. Outra aplicacdo da técnica consiste em estabelecer
o0 grau de cristalinidade de farmacos no decorrer do tempo e em func¢do do estresse aplicado
ao mesmo. Dessa forma, permite o acompanhamento das transformacgdes de uma forma
polimorfica em outra ou em formas amorfas (BERALDI et al., 2014; GIRON, 2001,
HENRIET et al., 2016; ZHAO; ZHENG,; LI, 2016).

A difratometria de raios X em p6 também tem sido aplicada em estudos de
compatibilidade, permitindo a verificagdo de transi¢des de fase ou amorfizacdo de farmacos
devido ao contato com excipientes. A possibilidade de utilizacdo da técnica para verificar a
estabilidade cristalina de farmacos nas diferentes etapas do processo de fabricacdo de
medicamentos, como por exemplo, na compressdo ou granulacdo Umida, apresenta grande

relevancia para a qualidade da formulago final (JULIO et al., 2015).

2.3.2 Estabilidade intrinseca de farmacos e produtos de degradacao
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A estabilidade pode ser definida como o tempo no qual um produto mantém, dentro
dos limites especificados e sob determinadas condicdes de estocagem, as mesmas
propriedades e caracteristicas que possuia na ocasido em que foi fabricado (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2011; ICH, 2003). A estabilidade interfere diretamente na qualidade de
um produto farmacéutico, impactando em sua eficécia e seguranca ao ser administrado a um
paciente. Para que esses parametros ndo sofram alteracBes, ¢ fundamental a realizacdo de
estudos de estabilidade de farmacos nas etapas de pre-formulacdo (KAMBERI; RAPOSA,
2016).

A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser estudada sob cinco diferentes
aspectos: quimico, fisico, microbioldgico, terapéutico e toxicolégico. Os pardmetros de
qualidade relacionados a cada um desses aspectos sdo descritos na Tabela 1. Alteracbes das
caracteristicas e propriedades de um produto farmacéutico que extrapolem os limites
aceitaveis e pré-estabelecidos colocam em risco a seguranca e eficacia desses produtos
(BRASIL, 2012a; ICH, 2003).

Tabela 1 - Aspectos relacionados a estabilidade de farmacos e medicamentos

Aspectos Parametros de qualidade

Quimico Integridade quimica, poténcia e produtos de degradagdo
dentro dos limites pré-estabelecidos.

. Manutencdo das propriedades fisicas originais (aparéncia,
Fisico cor, palatabilidade, forma polimoérfica, solubilidade,
suspensibilidade...).

Microbiologico Esterilidade  ou  resisténcia a0  crescimento
microbioldgico.

Terapéutico  Manutencio do efeito terapéutico.

Toxicologico  N3o deve ocorrer aumento da toxicidade.

Fonte: BRASIL, 2012a.

A estabilidade de farmacos depende de fatores relacionados ao proprio produto,
denominados de fatores intrinsecos, como por exemplo, a presenca de impurezas,
propriedades fisico-quimicas e processo de obtencdo. Além disso, a estabilidade também é
influenciada por fatores relacionados ao ambiente, denominados de fatores extrinsecos.
Dentre esses, destacam-se a temperatura, umidade, gases (oxigénio e dioxido de carbono) e

luz. O impacto dos fatores extrinsecos pode ser minimizado com o uso de excipientes
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especificos, embalagens apropriadas e condi¢cdes adequadas de armazenamento (BRASIL,
2012).

A temperatura € o fator extrinseco mais relevante para a estabilidade de farmacos. O
seu aumento esta relacionado, na maioria das vezes, com um incremento na velocidade de
degradacdo quimica. Em geral, a velocidade de uma reagdo aumenta exponencialmente com o
aumento de temperatura. Essa relacdo é normalmente verificada para reagdes de hidrdlise de
farmacos e algumas reacfes de oxidacdo. Por outro lado, o congelamento pode resultar na
formacéo de polimorfos menos sollveis. A influéncia da temperatura pode ser reduzida pela
correta selecdo da forma de armazenamento (BRASIL, 2012a; BISSA, 2013).

A umidade é outro fator extrinseco de grande relevancia para a estabilidade de
farmacos e produtos farmacéuticos. Esta relacionada as reacdes de degradacdo quimica
catalisadas por moléculas de agua. Reacbes de hidrdlise, hidratacdo, isomerizacdo podem
conduzir a decomposicao de farmacos. Além disso, a agua pode ser adsorvida a superficie do
produto, formando uma camada de hidratacdo na qual o farmaco é dissolvido e degradado.
Reaces de hidrolise sdo normalmente observadas em produtos farmacéuticos, uma vez que
muitos insumos ativos apresentam em sua estrutura grupamentos funcionais como ésteres,
amidas secundarias, lactonas e lactamas. A influéncia da umidade na estabilidade de produtos
farmacéuticos pode ser minimizada pela utilizacdo de embalagens impermeéaveis (LEITE,
2006; YOSHIOKA; STELLA, 2002).

A luz e o oxigénio também sdo fatores ambientais que podem impactar na estabilidade
de produtos farmacéuticos. A luz pode fornecer a energia de ativacdo necessaria para iniciar
reacfes de oxidacdo, reducdo, rearranjo de anéis, polimerizacdo, rupturas de ligacGes,
isomerizacdes e racemizacBes. Ja 0 oxigénio, por sua vez, além das reaces de oxidacdo de
farmacos, pode estar envolvido em reacGes de fotodegradacao. As vias de degradacdo quimica
envolvendo gases atmosféricos normalmente sdo bem estabelecidas, uma vez que estes sdo
abundantes no ambiente onde os produtos farmacéuticos sdo processados e armazenados
(LEITE, 2006; YOSHIOKA; STELLA, 2002).

As razbes para a determinacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos
fundamentam-se, entre outras, na preocupacdo com a salde publica. A perda da estabilidade
de um farmaco ou medicamento pode estar diretamente relacionada com a auséncia do efeito
terapéutico ou com a formacdo de produtos de degradacdo toxicos (ABDALLAH; AL-
GHOBASHY:; LOTFY, 2015).

Dentre os estudos de estabilidade recomendados pelos 6rgdos reguladores nas etapas

de pré-formulacdo estdo a avaliacdo da estabilidade intrinseca do farmaco e também a
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avaliacdo de sua estabilidade na presengca dos excipientes que se pretende utilizar na
formulagdo final, o que caracteriza os estudos de compatibilidade farmaco-excipiente
(ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2011; BRASIL, 2012; ICH, 2003).

A avaliacdo da estabilidade intrinseca de farmacos constitui uma das etapas mais
importantes dos estudos de pré-formulacdo. Este tipo de estabilidade estd relacionado
exclusivamente a propria molécula do farmaco. Independe da presenga de outros
componentes que serdo usados na formulacdo do medicamento. E realizada através de estudos
de degradacao forcada, também chamados de testes de estresse. Nestes ocorre a exposi¢do do
farmaco a condicGes severas, como por exemplo, meios oxidativos, temperatura e umidade
elevadas e ampla faixa de pH (ICH, 2003). As condi¢fes de estresse sdo varidveis de acordo
com a estrutura quimica de cada farmaco (SILVA et al., 2009). Posteriormente, deve-se
desenvolver um método analitico capaz de separar os produtos de degradacdo formados do
farmaco de origem. Geralmente, sdo empregadas as técnicas de cromatografia liquida ou
gasosa a fim de se determinar a extensdo de degradacdo do farmaco em cada um dos
ambientes em que foi submetido (SINGH et al., 2012).

A identificacdo e caracterizacdo estrutural dos produtos de degradacdo oriundos do
teste de estresse constitui uma etapa crucial para o controle desses subprodutos na formulagéo
final do medicamento. A partir da elucidacdo estrutural é possivel determinar o perfil de
degradacdo do farmaco e propor reacfes que conduzam a formacdo de seus subprodutos
(ABDALLAH; AL-GHOBASHY; LOTFY, 2015; NARAYANAM et al., 2014; RAO et al.,
2014; SINGH et al., 2012).

A avaliacdo da estabilidade intrinseca de farmacos através de estudos de degradacdo
forcada é recomendada por agéncias reguladoras internacionais e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como forma de avaliacdo da estabilidade quimica de
farmacos. Além disso, esses estudos permitem identificar os produtos de degradacédo
formados e determinar as condi¢cbes ambientais que poderiam proporcionar sua formacéo.
Dessa forma, fornecem informacgdes extremamente Uteis sobre as vias de degradacdo do
farmaco e permitem elaborar alternativas farmacotécnicas, logisticas e de embalagem que
possam prolongar a vida de prateleira da formulacéo final (BRSIL, 2013; ICH, 2003).

Os produtos de degradacdo sdo definidos como impurezas organicas, quimicamente
derivadas do farmaco, que podem ser formadas durante o processo de fabricacdo ou periodo
de estocagem (ICH, 2003). Podem ocorrer devido a instabilidade intrinseca do farmaco a

condigdes adversas ou devido ao contato direto com excipientes utilizados na formulagdo. A
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sua presenca na formulacéo final compromete a qualidade do medicamento e pode significar
risco a saude dos pacientes (NARAYANAM et al., 2014).

Estudos indicam que alguns produtos de degradacdo estdo relacionados com efeitos
adversos causados pelo uso de medicamentos. Além disso, suas moléculas podem apresentar
potencial carcinogénico e genotdxico, causando mutacfes genéticas, quebra e rearranjo de
cromossomos e efeitos tdxicos variados (SINGH et al., 2012). Na década de sessenta, Gross
(1963) relatou que a 4-epianidrotetraciclina, subproduto da tetraciclina, estd associada ao
desenvolvimento da sindrome de Fanconi, caracterizada pela faléncia renal de pacientes. Em
outros estudos, Betto et al., (1989) e Romano et al., (1997) concluiram que produtos de
degradacdo poliméricos da ampicilina estdo associados ao desenvolvimento de reacGes
alérgicas ao uso do medicamento (SINGH et al., 2012).

Em funcdo do potencial risco a saide humana, as agéncias reguladoras de diversos
paises tém elaborado guias e resolucBes que visam controlar a presenca dos produtos de
degradacdo em medicamentos. Os primeiros guias foram publicados pela ICH, uma
organizacdo composta por autoridades reguladoras e representantes da industria farmacéutica
da Europa, Japdo e Estados Unidos, com a intencdo de discutir aspectos cientificos e técnicos,
além de elaborar guias objetivando a harmonizagdo no desenvolvimento de medicamentos
seguros, eficazes e de qualidade. (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION RESEARCH, 2015; SINGH et al., 2012).

Dentre as diretrizes da ICH relacionadas ao tema, destacam-se os guias Q3A(R2) e
Q3B(R2), os quais abordam a identificacdo, caracterizacdo e qualificacdo de impurezas para o
registro de novos farmacos e medicamentos sintéticos, respectivamente. Além disso,
estabelecem parédmetros para a conducao dos estudos de estresse.

Paralelamente a estes, o guia ICH M7 estabelece diretrizes para a verificacdo do
potencial mutagénico de impurezas de sintese ou degradacdo, objetivando controlar os riscos
carcinogénicos destes subprodutos. Estudos de toxicidade “in silico”, utilizando a técnica
Quantitative Structure-Activity Relationships (QSAR) sdo sugeridos, podendo substituir os
convencionais ensaios em animais. Neste sentido, a elucidacdo estrutural de impurezas e
produtos de degradagdo assume papel fundamental na segurancga e eficacia de medicamentos.

Os guias publicados pela ICH influenciaram as agéncias reguladoras de diversos
paises. No Brasil, a ANVISA publicou em 2005 a resolu¢do RE nimero 1, a qual preconiza a
quantificacdo dos produtos de degradacdo como parte integrante do relatorio de estudo de
estabilidade de produtos farmacéuticos (BRASIL, 2005). Em 2008, foi langcado um informe

técnico complementando a RE n° 1. Este trazia diretrizes de como proceder aos estudos de
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degradacéo forgada, a concentragdo dos degradantes empregados e a faixa de degradacéo do
farmaco a ser obtida (BRASIL, 2008). Entretanto, este informe foi revogado no mesmo ano
de sua publicacdo. Em 2012, foi publicada a resolucdo RE numero 45, a qual preconiza a
realizacdo de testes de degradacdo forcada em farmacos (BRASIL, 2012). Em dezembro de
2013, inspirada nos guias da ICH, a ANVISA langou a resolugdo RDC numero 58. Esta
estabelecia os pardmetros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de
degradacdo em medicamentos novos, genéricos e similares. Também preconizava a realizacao
de ensaios de degradacdo forcada em farmacos como método de avaliacdo da sua estabilidade
intrinseca (BRASIL, 2013). Entretanto, atendendo as solicitacdes das industrias farmacéuticas
nacionais, as quais reivindicaram mais tempo para adequacgdo as novas diretrizes, a RDC 58
foi revogada. Em seu lugar, a ANVISA publicou a resolucdo RDC numero 53 de 04 de
dezembro de 2015, a qual também estabelece parametros para a notificacdo, identificacdo e
qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos novos, genéricos e similares. Esta
norma atualiza e harmoniza as terminologias utilizadas, além disso, estabelece novos prazos

para adequacao dos produtos ja registrados conforme categorias de uso (BRASIL, 2015).

2.3.3 Compatibilidade farmaco-excipiente

Os estudos de compatibilidade farmaco-excipiente avaliam a estabilidade do farmaco
na presenca dos excipientes que se pretende utilizar na formulagéo final do medicamento. A
avaliacdo de interagcdes farmaco-excipiente constitui uma etapa crucial dos estudos de pré-
formulacdo, de modo a se obter uma forma farmacéutica estavel e de qualidade (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2011; CARSTENSEN, 2002; KAUR; GOINDI; KATARE, 2016).

A maioria dos farmacos € administrada juntamente com outras substancias
denominadas de excipientes. Estes podem apresentar diferentes func6es na formulagdo, como
por exemplo, facilitar a elaboracdo da forma farmacéutica, aumentar a estabilidade do
farmaco, conferir caracteristicas estéticas ao medicamento, promover a liberacdo e
biodisponibilidade do principio ativo. Embora sejam farmacologicamente inertes, 0s
excipientes podem interferir na estabilidade do farmaco. Sendo assim, uma selecéo criteriosa
deve ser realizada objetivando uma formulacdo adequada (JACKSON; YOUNG; PANT,
2000).
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Os estudos de compatibilidade permitem uma sele¢éo ideal dos componentes de uma
formulacdo e de suas quantidades. Além disso, permitem a identificacdo de produtos de
degradacdo e compreenséo das reacdes entre farmacos e excipientes. Diversos fatores afetam
a compatibilidade entre os componentes de uma formulagdo. Esses fatores, apresentados
esquematicamente na Figura 4, podem estar relacionados a prdpria natureza do farmaco, as
propriedades dos excipientes ou da formulacdo e também as condi¢cBes ambientais
(SCHMITT et al., 2001).

Fatores que afetam a compatibilidade farmaco-excipiente

Popedadesdo | | Propriedadesdo | | Propriedadesca | | eatores ampientals
* Esirutura quimica + Estruturaquimica . Relagiofarmaco-excipiente  ~ L2

* Formafisica + Formafisica + Granulacio + Umidade

* Tamanhodeparicula .+ Tamanhode particula « Moagemimistura + Embalagem
« Area superficial . Area superficial . Compressibiidade + Temperatura
* Maorfologia + Morfologia

* |Impurezas + Impurezas

+ Umidade + Umidade

Figura 4 - Fatores que afetam a compatibilidade fArmaco-excipiente.
Fonte: Adaptado de Schmitt et al., 2001.

As interacdes entre farmaco e excipientes podem ser de natureza fisica ou quimica.
InteracOes fisicas sdo caracterizadas pela ndo ocorréncia de reagcdes quimicas e nem sempre
significam uma incompatibilidade. Entretanto, em certos casos, podem alterar as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e interferir na sua solubilidade, dissolugdo e
biodisponibilidade. Estdo relacionadas com mudancas de cor, odor, paladar e forma
polimorfica. J& as interacBes quimicas envolvem a ocorréncia de reacfes quimicas entre o
farmaco e excipientes. Caracterizam uma incompatibilidade, pois conduzem a formagéo de
produtos de degradacdo e, consequentemente, comprometimento da seguranca e eficicia da
formulacdo (CHADA; BHANDARI, 2014; MAROTHU et al., 2015; VERONEZ et al., 2013).

Em estudos de compatibilidade geralmente s&o utilizadas misturas binéarias do farmaco

com um excipiente na proporgéo 1:1 (m/m). Estas misturas objetivam maximizar a proporgéo
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de excipientes em relacdo ao farmaco quando comparadas a formulacéo final. Desta forma, ha
maior probabilidade de identificacdo de incompatibilidades. As misturas sdo armazenadas em
camara de estabilidade, com temperatura e umidade controladas. Amostras-controle do
farmaco e dos excipientes isolados também sdo estocadas sob as mesmas condigdes. As
condicBes de estocagem sdo determinadas pela ICH de acordo com a zona climatica de cada
pais e em conformidade com os objetivos do estudo (DANIEL et al., 2013; ICH, 2003).

Antes de serem submetidas a cAmara de estabilidade, as amostras devem ter o seu teor
de farmaco e suas propriedades fisico-quimicas determinadas por meio de técnicas adequadas.
Apos determinado periodo de incubagdo, essas mesmas amostras sdo novamente avaliadas,
sob as mesmas condi¢des de analise, para observar se houve alguma alteragdo no perfil fisico-
quimico, no teor do farmaco ou formacéo de produtos de degradacéo (ICH, 2003).

Diferentes técnicas analiticas vém sendo utilizadas em estudos de compatibilidade
farmaco-excipiente. Dentre essas, as analises térmicas e métodos espectroscopicos vém
recebendo atencdo especial por parte dos pesquisadores, pois sdo técnicas relativamente
simples e que fornecem resultados imediatos. Dessa forma, permitem uma rapida triagem,
monitoramento e verificacdo de incompatibilidades (CHADA; BHANDARI, 2014
MAROTHU et al., 2015).

Rojek, Wesolowski e Suchacz (2013) avaliaram a compatibilidade do farmaco
baclofeno com sete diferentes excipientes farmacéuticos utilizando as técnicas de analise
térmica (DSC e TG), PXRD, infravermelho e métodos quimiométricos. Os autores
concluiram que o farmaco apresenta incompatibilidades com os excipientes lactose, B-
ciclodextrina e meglumina.

Rojek e Wesolowski (2016) avaliaram a compatibilidade do anti-hipertensivo Atenolol
com os excipientes f-ciclodextrina, metilcelulose, talco e quitosana. Os autores utilizaram a
técnica de FTIR e métodos quimiométricos. O farmaco demonstrou ser compativel com todos
os excipientes, exceto a B-ciclodextrina. Os resultados foram comprovados pelas técnicas de
TG, DSC e PXRD.

2.3.4 Desenvolvimento de método analitico

A verificacdo de alteragdes na estabilidade quimica do farmaco durante os estudos de

pré-formulacdo deve ser determinada através do desenvolvimento de métodos analiticos
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adequados. Estes métodos, denominados de indicativos de estabilidade, devem ser capazes de
mensurar com exatiddo o insumo farmacéutico ativo e seus produtos de degradacao,
contribuindo para o desenvolvimento de medicamentos seguros e de qualidade (BRASIL,
2015).

Um método analitico consiste nas condi¢Ges de aplicagdo de uma ou mais técnicas
objetivando a determinagdo dos componentes de uma amostra. Essa determinagdo pode ser ao
nivel qualitativo ou quantitativo. Analises qualitativas objetivam identificar uma espécie ou
elemento quimico presentes na amostra. J& as analises quantitativas buscam identificar e
quantificar os analitos de interesse (SKOOG et al., 2006).

A selecdo do método analitico a ser empregado € influenciada por diversos fatores, tais
como, 0 objetivo da analise, as caracteristicas fisico-quimicas dos analitos, a faixa de
concentracdo da espécie a ser analisada, o nivel de exatiddo desejado, o tipo de matriz e
presenca de interferentes. O método escolhido deve priorizar a eficiéncia, rapidez e
simplicidade, ndo deve causar a perda dos analitos de interesse ou ser fonte de contaminantes.
Além disso, deve apresentar maxima seguranca operacional (SKOOG et al., 2006).

Para garantir que o método analitico produza informacg6es confiaveis sobre a amostra
que estd sendo analisada, este deve ser avaliado através de um processo denominado de
validacdo analitica. A validacdo de um método fornece evidéncias de que este cumpre o
objetivo a que se destina, sendo exigida pela ANVISA e por agéncias reguladoras
internacionais para o registro de novos medicamentos. Diferentes parametros analiticos
devem ser avaliados durante a validagdo, tais como a linearidade do método, limites de
deteccdo e quantificacdo, exatiddo, precisdo, robustez e seletividade. A escolha de quais
parametros serdo avaliados dependera da finalidade a que o método se destina (BRASIL,
2003; ICH, 2005; RIBANI, 2004).

Em analises com fins quantitativos, os métodos instrumentais destacam-se pela maior
sensibilidade em relacdo as analises classicas. Entre as principais técnicas utilizadas para
analises de doseamento, destacam-se a espectroscopia de absor¢do no visivel e no ultravioleta,
a espectroscopia de fluorescéncia, técnicas eletroanaliticas, a espectroscopia de absorcao
atdbmica, eletroforese capilar, a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (GIL, 2010).

Em estudos de pré-formulacdo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
especialmente o modo em fase reversa, é considerada a técnica mais eficiente para investigar

a presenca de produtos de degradacdo em farmacos e determinar as interacGes farmaco-
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excipiente. E considerada uma técnica de referéncia em estudos de estabilidade (AHUJA,
2005; MAROTHU, 2015).

A CLAE é uma evolucdo da cromatografia liquida classica, empregando como fase
estacionaria particulas de tamanho reduzido localizadas dentro de colunas cromatogréficas,
através das quais uma fase mével é bombeada sob altas pressdes. A CLAE e uma técnica de
separacgdo e devido aos avangos obtidos, hoje é utilizada rotineiramente para fins qualitativos
e quantitativos. Pode ser empregada para analise de diversos compostos quimicos presentes
em diferentes tipos de matrizes, fornecendo respostas rapidas, precisas, exatas, com alta
resolucéo, eficiéncia e detectabilidade (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A cromatografia liquida ¢ uma técnica fisico-quimica de separacdo, fundamentada na
distribuicdo dos componentes de uma amostra entre duas fases imisciveis. Uma das fases
permanece estacionaria, enquanto a outra desloca-se através dela. Os componentes de uma
amostra séo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um deles é seletivamente
retido pela fase estacionaria, gerando a migracdo diferenciada dos analitos. As separacdes
podem ocorrer por mecanismos de adsorcdo, particdo, exclusdo, troca ibnica, interacdes
estereoquimicas e por bioafinidade (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; SKOOG et al.,
2006).

No caso particular da separacdo por particdo, dois tipos de cromatografia liquida
podem ser definidos baseados nas polaridades das fases mével e estacionaria: a cromatografia
por particdo no modo normal e no modo reverso. No primeiro caso, a fase estacionaria
apresenta carater polar e a fase mdvel, carater apolar. No modo reverso, as polaridades das
fases séo invertidas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; SKOOG et al., 2006).

Apos a eluicdo dos analitos da coluna cromatografica, estes sdo detectados por um
detector fornecendo sinais na forma de picos. Diversos tipos de detectores podem ser
empregados: detector de ultravioleta, espectrometria de massas, fluorescéncia, arranjo de
diodos, corona CAD, entre outros. A escolha do detector depende da natureza da amostra e
dos objetivos da analise. Deve apresentar ampla faixa de linearidade, ser resistente a variacdes
de temperatura ou solvente e capaz de detectar os analitos na presenca de possiveis
interferentes (CORRADINI, 2011; GORECKI et al., 2006).

Ao iniciar o desenvolvimento de um método por CLAE, é imprescindivel obter
informacdes sobre a composicdo da amostra e suas propriedades. Deve-se pesquisar as
estruturas quimicas dos compostos presentes, massas molares, valores de pKa, espectros de
absorcdo no ultravioleta, concentragdo dos compostos de interesse e a solubilidade da

amostra. Amostras neutras normalmente ndo requerem a utilizacdo de fases moveis
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tamponadas ou a utilizacdo de pareadores idnicos e aminas. J& para amostras acidas ou
béasicas, 0 emprego de solu¢des tampédo na fase moével quase sempre é necessario. No caso
particular de analitos basicos, o emprego de colunas capeadas é recomendado e a utilizacdo de
aminas na fase movel pode ser necessaria (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A amostra deve ser totalmente sollvel e estavel na fase mdvel para que possa ser
transportada através da coluna sem que haja decomposicdo dos analitos. Sempre que possivel,
0 solvente da amostra deve ser a propria fase mdovel ou um de seus componentes. Dessa
forma, evita-se uma possivel precipitacdo no interior da coluna ou do cromatdgrafo, o que
pode gerar danos ao equipamento (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Os solventes orgéanicos acetonitrila e metanol, associados com agua ou solucgdes
tampdo, sdo os reagentes mais utilizados em CLAE no modo reverso. A acetonitrila apresenta
como vantagens a baixa viscosidade, o que permite reduzir a pressao no sistema e prolongar a
vida atil das colunas cromatograficas. Além disso, sua deteccdo no ultravioleta ocorre em
comprimentos de onda inferiores ao do metanol e possui maior poder eluente do que este. J& 0
metanol apresenta menor custo e € menos toxico a salde humana. Por ser mais polar, quando
utilizado em combinacdo com tampdes, hd menor risco de precipitacdo de sais no sistema
(DONG, 2006; KROMIDAS, 2005).

Como evolucdo da CLAE, observa-se o direcionamento da técnica para a realizacédo de
analises mais rapidas, sem o comprometimento do desempenho cromatografico. Essa
evolucdo, denominada de cromatografia liquida de ultra performance, emprega pressdes ainda
maiores para 0 bombeamento da fase movel, permitindo o uso de fases estacionarias com
particulas inferiores a 2 um. Em funcéo disso, ha uma reducdo no tempo de andlise, menor
consumo de reagentes quimicos, melhor resolucdo entre picos e maior sensibilidade na
deteccdo. Essas vantagens, desejaveis para os diversos fins a que a cromatografia se aplica,
inclusive em estudos de pré-formulacdo, tém contribuido para a expansdo da nova técnica
(NALWADE et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho sao:

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho objetiva realizar estudos de pré-formulacdo com o farmaco

fosamprenavir célcico, abordando sua caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo de sua

estabilidade quimica e polimérfica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

b)

f)

S0 os objetivos especificos:

obter o farmaco fosamprenavir calcico a partir preparacdes comerciais;

realizar a caracterizacdo fisico-quimica e estrutural do farmaco por meio das técnicas
de ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massas (EM), espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier, microscopia eletrénica de varredura,
difratometria de raios X em pd, difratometria de raios X em monocristal (SXRD),
termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial;

avaliar a estabilidade intrinseca do farmaco através de estudos de degradacéo forcada;
desenvolver e validar um método indicativo de estabilidade para identificacdo e
quantificacdo dos produtos de degradacéo;

elucidar a estrutura quimica dos produtos de degradacdo encontrados empregando a
técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas;

realizar estudos de compatibilidade farmaco-excipiente empregando as técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier;
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9) avaliar a estabilidade polimorfica do fArmaco empregando as técnicas de difratometria

de raios X em pd e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.
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4 MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizados os materiais e métodos descritos abaixo:

4.1 MATERIAS-PRIMAS

Devido ao alto custo de aquisicdo da substancia quimica de referéncia do
fosamprenavir célcico, optou-se por obter o farmaco a partir de amostras do produto
comercial Telzir®. Foram utilizados os lotes 7262 e 3R9G produzidos pelo laboratério Glaxo
Operations UK Limited. Este medicamento apresenta-se na forma de comprimidos revestidos,
possuindo em sua formulacdo os excipientes celulose microcristalina, croscarmelose sodica,
estearato de magnésio, silica anidra coloidal, opadry rosa e povidona K-30.

Apos a extracdo, o farmaco foi caracterizado e teve sua pureza determinada, sendo
utilizado como padréo de trabalho.

Para os estudos de compatibilidade foram utilizados os excipientes de grau
farmacéutico encontrados na formulacdo comercial e outros comumente empregados. S&o
eles: celulose microcristalina (lote: 15010075), croscarmelose sodica (lote: 15005893),
estearato de magnésio (lote: 15007050), silica anidra coloidal (lote: 15006800), povidona K30
(lote: 14007282), crospovidona (lote: 15003185), amido glicolato de sédio (lote: 15005134) e
opadry rosa (lote: 15005945).

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Foram utilizados na execugéo deste trabalho:

a) sistema UHPLC (Shimadzu, Japdo) equipado com detector UV acoplado ao
LC/MS/MS com analisador de massas tipo triplo quadrupolo, modelo LCMS-8030 -
Laboratorio de Toxicologia, UNIFAL,;



b)

d)

f)

9)
h)

)
k)
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sistema UHPLC Ultimate 3000 LC system (Thermo Scientific, USA), equipado com
bomba LPG-3400RS, desgaseificador a vacuo integrado, auto amostrador WPS-
3000RS com injetor de 100 uL, forno de coluna TCC-3000RS, detector DAD-3000RS
e Corona Ultra, software Chromeleon 6.8 - Laboratério de analise e caracterizacdo de
farmacos (LACFar), UNIFAL,;

sistema HPLC Alliance, modelo 2695 (Waters, USA), acoplado a um espectrometro de
massas, modelo quatromicro (Micromass), com analisador de massas triplo quadrupolo
e fonte de electrospray — LabMass Laboratories — Campinas-SP;

microscopio eletrénico de varredura JSSM-6340F Field Emission-JEOL - Laboratorio
de microscopia dptica e eletrénica do instituto de quimica da Unicamp — Campinas -
SP;

espectrometro de infravermelho Nicolet iS50 FTIR (Thermo Scientic, USA) acoplado a
Pike Gladi ATR Techinologies - LACFar, UNIFAL;

espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear Brucker AC-300 - Laboratério de
ressonancia magnética nuclear, UNIFAL;

pHmetro MS Tecnopon, modelo mPA210 - LACFar, UNIFAL;

balanca analitica Shimadzu, modelo AY220 - LACFar, UNIFAL,;

camara de estabilidade Biopar, modelo S150 - LACFar, UNIFAL,;

termobalanga TG/DTA7300 (SIl Nano Technology, Japdo) - LACFar, UNIFAL;

DSC Q20 (TA Instruments) - Laboratorio interdisciplinar de quimica (Labic),
UNIFAL;

difratdmetro de raios X Ultima IV (Rigaku diffractometer, Japdo) - Laboratério de
Cristalografia, UNIFAL,;

difratbmetro de raios X SuperNova (Agilent Technologies Singapore International)
equipado com um detector Atlas CCD, monocromador de grafite e tubos de raios X em
cobre ou molibdénio — Laboratério de Cristalografia do Instituto de Quimica da UFJF;
agitador de tubos tipo vortex, marca: Labnet, modelo: S0200- LACFar, UNIFAL;
agitador magnético, marca: Nova Etica, modelo: 114 - LACFar, UNIFAL;
banho-maria, marca: Cientec, modelo: CT 226 - LACFar, UNIFAL;

filtro de papel Whatman;

vidrarias de grau analitico.

4.3 REAGENTES
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Foram utilizados os seguintes reagentes: acido cloridrico (HCI) P.A., hidréxido de
sodio (NaOH) P.A., peréxido de hidrogénio (H,O) P.A., agua milli-Q, acetonitrila grau
HPLC, trietilamina P.A., metanol grau HPLC, dimetilssulféxido (DMSO) deuterado, etanol

P.A., acetato de amonio P.A. e 4cido acético P.A.

4.4 EXTRACAO DO FARMACO FOSAMPRENAVIR CALCICO

A extracdo do fosamprenavir calcico a partir do medicamento Telzir® foi realizada
baseando-se no método descrito na patente US20120208787 Al para a cristalizacdo da forma
polimorfica | do farmaco (BHOGE et al., 2012). Foram feitas adaptacdes necessarias.

Segundo a bula do produto comercial, cada comprimido revestido contém 853,2 mg de
fosamprenavir célcico, equivalentes a 700 mg de fosamprenavir.

Para realizar a extracdo do farmaco, inicialmente determinou-se o peso médio de 20
comprimidos do medicamento Telzir®. Foi verificado um valor de aproximadamente 1163,9
mg. Posteriormente o revestimento dos comprimidos foi removido e estes triturados até
obtencdo de p6 fino e homogéneo. Quantidade de amostra equivalente a cinco gramas do
farmaco (aproximadamente 6820,9 mg) foi pesada e transferida para um baldo de fundo
redondo com auxilio de uma espatula. Foram adicionados a amostra 100 mL de uma solucao
de etanol e metanol na razdo 95:5 (V/v).

A amostra foi colocada em banho de ultrassom por vinte minutos com agitacdo
intermitente e posteriormente aquecida em banho-maria a 70°C até obten¢do de sobrenadante
limpido. Os produtos insoltveis foram removidos através de filtracdo utilizando papel de
filtro Whatman e lavados com 25 mL da solucédo de etanol e metanol.

O resfriamento da amostra devido ao procedimento de filtragdo gerou a precipitacdo
parcial do farmaco. Sendo assim, o filtrado foi aquecido novamente a 70°C até obtencdo de
solucdo limpida e 15 mL de agua milli-Q foram adicionados. Apds isso, a amostra foi
resfriada lentamente até 25°C e mantida sob agitacdo por 3 horas.

O produto resultante foi filtrado em papel Whatman, lavado com 20 mL de solugéo de
etanol e agua milli-Q na razéo 50:50 (v/v) e submetido ao mesmo procedimento de extragdo
por mais duas vezes. Em seguida, foi seco em estufa a 40°C até peso constante e caracterizado
pelas técnicas de RMN, FTIR, EM, PXRD, SXRD, TG, DSC e MEV.
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4.5 CARACTERIZACAO DO FARMACO

O farmaco obtido a partir do medicamento Telzir® foi caracterizado estruturalmente e

fisico-quimicamente de acordo com as técnicas a seguir.

4.5.1 Ressonancia magnética nuclear

A caracterizacdo por RMN foi realizada no laboratério de ressonancia magnética
nuclear da UNIFAL utilizando um espectrometro Brucker AC-300. As amostras foram
solubilizadas em DMSO deuterado e foram obtidos espectros de **C, 'H, DEPT-135 e mapas
HSQC.

4.5.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

As analises realizadas no infravermelho sob as condicdes descritas abaixo foram
utilizadas para a confirmacéo estrutural do farmaco extraido a partir do medicamento Telzir®
e também nos estudos de compatibilidade e avaliacdo da estabilidade polimérfica do farmaco.

As bandas de absor¢do caracteristicas da estrutura quimica do fosamprenavir calcico
foram obtidas por FTIR na faixa de 4000 a 400 cm™, utilizando 32 scans e resolucdo de 4cm™.
As andlises foram realizadas em um espectrometro de infravermelho Nicolet iS50 FTIR
(Thermo Scientic, USA) acoplado a Pike Gladi Attenuated Total Reflectance (ATR)
Techinologies, disponivel no laboratério de analise e caracterizacdo de farmacos da UNIFAL.

4.5.3 Espectrometria de massas

Os espectros de massa foram obtidos utilizando um sistema UHPLC Shimadzu

acoplado a um analisador de massas triplo quadrupolo, modelo LCMS-8030, disponivel no
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laboratério de toxicologia da UNIFAL. As amostras foram injetadas diretamente no
espectrOmetro sem a utilizacdo de coluna cromatogréfica. Foram realizados experimentos de
espectrometria de massas sequencial (MS/MS) operando o equipamento no modo de
monitoramento de rea¢es maltiplas (MRM). A ionizacdo por electrospray no modo positivo
mostrou-se mais adequada a anélise, operando nas seguintes condi¢des: nitrogénio como gas
de nebulizacdo (2 L.min™), gas de secagem (15 L.min™) e gés de colisdo; temperatura da linha
de dessolvatacdo 250°C, temperatura do bloco de secagem 400°C, tensdo no capilar 4 kV e
tensdo no cone 30 V. Para obtencdo dos ions filho de relacdo m/z 418, 245 e 156 foram
empregadas energias de colisdo de 15eV, 25eV e 30eV, respectivamente. As amostras foram
preparadas na concentracdo de 10 ppm em fase mdvel e injetadas através do cromatdgrafo
operando a uma vazdo de 0,3 mL.min™. Foi empregado um tempo de corrida de 2 minutos

para cada injecdo de amostra.

4.5.4 Difratometria de raios X em pé

O padréo difratométrico da estrutura cristalina do farmaco foi obtido por PXRD com
varredura angular de 26 entre 3° e 40°, utilizando 40 KV e 30 mA. O difratdmetro foi operado
no modo Step Scan, com passo de 0,02° e tempo de contagem de 0,5 segundo por passo. Foi
empregado cobre como fonte de raios X (Ka médio: 1,54178). As andlises foram realizadas
em um difratbmetro de raios X Ultima IV (Rigaku diffractometer, Japdo) disponivel no
Laboratorio de Cristalografia da UNIFAL.

4.5.5 Difratometria de raios X em monocristal

Os cristais do fosamprenavir calcico foram obtidos pela técnica de evaporagéo lenta do
solvente. Aproximadamente 10 mg do farmaco foram dissolvidos em 30 mL de uma solugéo
de metanol e agua milli-Q na razdo 9:1 (v/v). Ap6s 7 dias a temperatura ambiente, foi
verificada a formacdo de cristais semelhantes a agulhas finas microcristalinas. Os cristais
foram retirados da solucdo e analisados pela técnica de difratometria de raios X em

monocristal.
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As medidas de SXRD foram realizadas a temperatura de 25°C (298 K) em um
difratdmetro Agilent SuperNova equipado com um detector Atlas CCD e um monocromador
de grafite para obtencdo de raios X monocromaticos de cobre ou molibdénio (Ka Cu ou Ka
Mo). Na analise descrita nesta dissertacdo foi empregado o cobre como fonte de raios X.

Foram utilizados os programas CrysAlis CCD e CrysAlis RED (CRYSALIS PRO,
2006) para a coleta de dados, refinamento de célula, reducdo de dados e correcéo de absor¢do
pelo método mult-scan. A estrutura foi resolvida por métodos diretos e refinada pelo método
dos minimos quadrados da matriz completa em F? empregando os softwares SHELXS-2013 e
SHELXL-2013, respectivamente (SHELDRICK, 2008). As posicdes dos atomos nao
hidrogendides na molécula do farmaco foram determinadas a partir de um mapa de densidade
eletrobnica construido por sintese de Fourier e refinadas com parametros térmicos
anisotropicos.

O software SHELXL-2013 (SHELDRICK, 2008) também foi utilizado para o
posicionamento estequiométrico dos atomos de hidrogénio ligados a atomos de carbono. Foi
utilizado um modelo rigido com comprimentos de ligacdo C-H fixos de 0,93; 0,96; 0,97 e
0,98A° para as ligacbes dos grupos aromaticos, metilas, metilénicos e metinicos,
respectivamente. J& os &tomos de hidrogénio das moléculas de 4gua, da amina aromatica e do
grupo carbamato foram livremente refinados apds atribuicdo a partir de mapas de diferenca de
Fourier. Os pardmetros térmicos isotropicos de todos os hidrogénios foram restringidos ao
deslocamento térmico isotropico equivalente dos &tomos a que estdo ligados. Foram utilizados
os seguintes valores: Uiso (H) = 1,2 Ueq (N-amina, N-amida, C-aromaético, C-metilénico, C-
metinico) ou 1,5 Ueq (O-agua e C-metila).

Os dados cristalograficos foram tratados empregando o software WingX
(FARRUGIA, 1999), o qual também foi utilizado para gerar as tabelas cristalograficas. O
programa MERCURY (MACRAE et al., 2008) foi usado na analise cristalografica e na
elaboracdo das figuras e representac@es graficas.

4.5.6 Caracterizagdo térmica

A caracterizacdo térmica foi realizada utilizando as técnicas de termogravimetria e

calorimetria exploratoria diferencial.
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A estabilidade térmica do farmaco foi avaliada em equipamento de TG. Foi
empregado um intervalo de aquecimento de 30°C a 600°C e razdo de aquecimento de
10°C.min™ em atmosfera dindmica de nitrogénio a 50 mL.min™. As analises foram realizadas
em uma Termobalanca TG/DTA 7300 (SIl Nano Technology, Japdo) empregando cadinhos de
aluminio abertos contendo aproximadamente 3 mg de amostra.

Na anélise por DSC tambeém foram utilizadas cerca de 3 mg de amostra, as quais
foram colocadas em cadinhos de aluminio abertos e analisadas no intervalo de aquecimento
de 30°C a 350°C, com razdo de aquecimento de 10°C.min™ e atmosfera dinamica de
nitrogénio a 50 mL.min™. As anélises foram realizadas em um equipamento DSC Q20 (TA

Instruments).

4.5.7 Microscopia eletronica de varredura

Eletromicrofotografias do farmaco foram obtidas em vacuo por microscopia eletrdnica
de varredura com tensdo de aceleragdo variando entre 3 kV e 6 kV. As amostras foram
recobertas com filme de ouro. As imagens foram obtidas com aumentos de 4000x, 8000x e
13000x. As andlises foram realizadas no laboratério de microscopia dptica e eletrénica do

instituto de quimica da Unicamp — Campinas - SP.

4.6 DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA ANALISE DO FOSAMPRENAVIR POR
CLAE

Foi desenvolvido um método analitico empregando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa para doseamento do farmaco e quantificacdo de seus
produtos de degradagdo. Este método também foi utilizado para determinacdo da pureza
cromatografica do farmaco extraido a partir do medicamento Telzir®.

As analises foram realizadas em um equipamento UHPLC Ultimate 3000 LC system
(Thermo Scientific, USA) equipado com detector DAD-3000RS e o software Chromeleon 6.8,

disponivel no laboratorio de anélise e caracterizagdo de fa&rmacos da UNIFAL.
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Para a preparacdo da fase movel, optou-se por utilizar um sal que possibilitasse o
acoplamento da técnica de CLAE com a detecgdo tanto por ultravioleta quanto por
espectrometria de massas. Sendo assim, foi empregada uma solucdo tampdo acetato de
amonio na concentracdo de 20 mM, a qual € volatil e compativel com a deteccdo pelas
técnicas mencionadas. J& a determinagdo do pH da solucdo tampéo baseou-se nos valores de
pKa do fosamprenavir. Segundo Gumustas e Ozkan (2010), as estimativas das constantes de
dissociacdo para o farmaco, denominadas de pkal e pKa2, apresentam valores de 1,77 e 8,36,
respectivamente. Dessa forma, objetivando a neutralizacdo de cargas parciais na molécula do
farmaco e, consequentemente, uma maior interacdo deste com a fase estacionéria apolar da
coluna cromatografica, foi utilizado um valor de pH para a solucdo tampéo intermediario aos
valores de pKa reportados. Experimentalmente, a solucdo tampdo acetato de aménio pH 6,0
apresentou melhores resultados cromatograficos.

A fase mdvel inicialmente proposta para 0 método empregou solucdo tampéo acetato
de amonio pH 6,0 e acetonitrila na razdo 60:40 (v/v). Entretanto, o farmaco apresentou um
fator de retencdo inferior a 2.0, indicando pequena interagdo com a coluna cromatografica.
Sendo assim, o conteudo de acetonitrila na fase moével foi reduzido para 32%. Nestas
condigdes o pico cromatografico do fosamprenavir apresentou assimetria elevada. Tal fato
pode ser atribuido a interacdo do grupo amino presente na molécula do farmaco com os
grupos silandis livres da fase estaciondria. Em funcdo disso, objetivando melhorar os
parametros cromatogréaficos, foi adicionado trietilamina a fase moével, a qual liga-se aos
grupos silandis e reduz a interacdo destes com as moléculas do analito.

Durante o desenvolvimento do método, a temperatura do forno da coluna demonstrou
ser um parametro critico a separacdo dos picos cromatograficos do farmaco e de seus
produtos de degradacdo. Sendo assim, houve necessidade de alterar a temperatura
inicialmente proposta de 30°C para 40°C. Dessa forma obteve-se uma resolucdo adequada
entre todos os picos observados.

A selecdo do comprimento de onda empregado na deteccdo por ultravioleta foi
realizada escolhendo-se aquele de maxima absorcdo do fosamprenavir na fase movel
utilizada. Sendo assim, no método desenvolvido empregou-se a deteccdo no ultravioleta em
266 nm.

Apos a avaliagdo e otimizagdo das condigdes de analise descritas acima, o meétodo
utilizado para analise do fosamprenavir por CLAE empregou como fase mével uma mistura
de acetato de amoénio 20 mM, contendo 0,1 % de trietilamina (pH 6,0 ajustado com acido

acetico P.A.) e acetonitrila na proporcdo de 68:32 (v/v). ApoOs o preparo, a fase movel foi
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filtrada em membrana 0,22 pm e desgaseificada. Foi empregado um fluxo de 1,1 mL.min™ e
volume de injecdo de 20 pL. A separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna
Acclaim® 120 C-8, 250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro e particula de 5 um. A
temperatura do forno da coluna foi mantida em 40°C e o comprimento de onda de 266 nm
empregado na deteccgdo por ultravioleta. O tempo de corrida foi definido em 10 minutos.

Foram preparadas solucBes estoque do farmaco na concentracdo de 1 mg.mL™*
utilizando metanol como solvente. As solugdes de trabalho foram preparadas na concentracao
de 0,2 mg.mL™, a partir das solucdes estoque, empregando a fase mével como diluente.

O método analitico foi validado segundo as diretrizes do guia ICH Q2(R1). Apoés a
validagdo, o método foi utilizado nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente.

4.7 AVALIACAO DA ESTABILIDADE INTRINSECA

O perfil de degradacdo do farmaco foi obtido a partir de amostras submetidas a
reacOes de degradacéo forcada segundo as condi¢des recomendadas pelos guias Q1A (R2) e
Q1B da ICH. O farmaco foi exposto as condi¢des de estresse descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condicfes de degradacdo utilizadas na avaliacdo da estabilidade
intrinseca do fosamprenavir calcico

Agente degradante Condicao de estresse
Calor 60°C
Umidade 75% de umidade relativa
Hidrolise acida HCI 0,1M e HCI 3M
Hidrdlise basica NaOH 0,1M e NaOH 2M
Hidrolise neutra Agua
Solucdo oxidativa H,0, 3% (v/v) e H,0, 9% (v/v)
Luz Ultravioleta e fluorescente

Fonte: ICH, 2003; ICH, 1996.

O aquecimento, a exposi¢cdo a umidade e a luz foram realizados com amostras do
farmaco no estado solido por um periodo de 10 dias. Posteriormente, essas amostras foram

dissolvidas em metanol e diluidas com fase movel para a concentracdo de trabalho do método



61

analitico (0,2 mg.mL™). O estresse por oxidagdo, hidrélise 4cida, basica e neutra foram
realizados com o farmaco em solucéo. Nestas condi¢des, as amostras foram dissolvidas em 5
mL de metanol e posteriormente foram adicionados os agentes degradantes de modo a obter
as concentragdes descritas na Tabela 2 e solugdes estoque de 1 mg.mL™ do farmaco. As
hidrélises basica, acida e neutra foram realizadas em refluxo a 60°C por um periodo de 12
horas, 6 horas e 18 horas, respectivamente. A exposicao do farmaco as condi¢es oxidativas
foi realizada a temperatura ambiente por um periodo de 5 dias. Apos o0 periodo de estresse, as
amostras foram diluidas em fase modvel para a concentracdo de trabalho do método
cromatogréfico.

As amostras submetidas as condi¢des de degradacdo forcada foram utilizadas na
validacdao do método desenvolvido por CLAE e os produtos de degradacdo encontrados foram
caracterizados estruturalmente pela técnica de cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas.

4.7.1 Caracterizacao estrutural dos produtos de degradacao

A caracterizacdo estrutural dos produtos de degradacdo verificados no estudo da
estabilidade intrinseca do fosamprenavir calcico foi realizada empregando a técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. As andlises foram realizadas no
laboratério LabMass, em Campinas-SP, empregando um cromatografo liquido de alta
performance Alliance, modelo 2695 (Waters, USA), acoplado a um espectrémetro de massas,
modelo quatromicro (Micromass), com analisador de massas triplo quadrupolo e fonte de
electrospray.

As amostras foram injetadas no espectrémetro através do cromatografo operando
segundo as condigdes descritas no item 4.6. Foi realizada uma varredura de cada amostra
objetivando determinar o modo de ionizacdo mais adequado e a relagdo m/z dos subprodutos.
Os espectros de fragmentacdo dos ions correspondentes a cada um dos produtos de
degradacdo foram obtidos por espectrometria de massas sequencial, utilizando o modo de
monitoramento de reacdes multiplas. A ionizagdo no modo positivo foi mais adequada as
andlises, sendo utilizada nas seguintes condi¢des: nitrogénio como gas de nebulizagdo (100
L.h™") e gas de secagem (200 L.h™), temperatura da linha de dessolvatagdo 250°C, temperatura

da fonte 120°C, tenséo no capilar 4 kV, tenséo no cone 30 V e energia de colisdo 15 eV.
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4.8 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE

Nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente foram utilizadas como amostras o
fosamprenavir calcico e os excipientes celulose microcristalina, croscarmelose sddica,
estearato de magnésio, silica anidra coloidal, povidona K30, crospovidona, amido glicolato de
sodio e opadry rosa, além de misturas binarias 1:1 m/m do farmaco com cada um dos
excipientes. As misturas foram homogeneizadas empregando agitador de tubos tipo vortex.

As amostras foram analisadas imediatamente apds o seu preparo pelas técnicas de
CLAE e FTIR segundo as condic¢Oes descritas nos itens 4.6 e 4.5.2, respectivamente. Em
sequida, foram incubadas em camara de estabilidade a 75% + 5% de umidade relativa e
temperatura de 40°C + 2°C a fim de avaliar a influéncia desses parametros na estabilidade
quimica do farmaco e das misturas. As andlises foram realizadas novamente ap6s 3 e 6 meses

de incubacgdo empregando as mesmas técnicas analiticas.

4.9 ESTUDO DA ESTABILIDADE POLIMORFICA DO FARMACO

A estabilidade polimorfica foi avaliada somente no farmaco isolado. Objetivando
verificar possiveis alteracdes na estrutura cristalina do fosamprenavir célcio, foram utilizadas
as técnicas de PXRD e FTIR conforme as condi¢cBes descritas nos itens 4.5.4 e 4.5.2,
respectivamente.

Apds analise do farmaco pelas técnicas descritas, aliquotas do mesmo material foram
incubadas em estufa a 40°C + 2°C e 75% + 5% de umidade relativa, objetivando avaliar a
influéncia desses parametros na estabilidade polimoérfica do fosamprenavir calcico. As
analises foram realizadas novamente ap6s 3 e 6 meses de incubacdo empregando as mesmas

técnicas analiticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados os resultados das andlises realizadas e a discussdo dos

mesmaos.

5.1 EXTRACAO DO FARMACO FOSAMPRENAVIR CALCICO

A extracdo do fosamprenavir calcico a partir do medicamento Telzir® foi realizada
objetivando a obtencdo do farmaco na sua forma sélida comercial, denominada de forma I, e
com pureza adequada para ser utilizado como padrdo de trabalho neste estudo. O método
descrito por Bhode e colaboradores (2012) para a obtencéo dessa forma cristalina do farmaco
foi utilizado como referéncia, sendo realizadas algumas adaptacdes. Além disso, o método de
extracdo levou em consideracdo a solubilidade do farmaco e dos excipientes encontrados na
formulacdo. A solubilidade do revestimento dos comprimidos ndo foi considerada, uma vez
que este foi removido antes do preparo da amostra.

A formulacdo do medicamento Telzir® é composta pelo farmaco fosamprenavir
calcico e os excipientes celulose microcristalina, croscarmelose sodica, estearato de magnésio,
silica anidra coloidal e povidona. A celulose microcristalina, croscarmelose sddica, estearato
de magnésio e silica anidra coloidal s&o descritos como praticamente insolGveis em etanol. J&
a povidona e o fosamprenavir célcico sdo soltveis nesse solvente (RSC, 2013). Em funcao
disso, no procedimento de extracdo foi utilizado etanol como solvente (95%) e metanol como
co-solvente (5%), a fim de aumentar a solubilidade do farmaco.

A adicdo de 100 mL da solucdo de etanol e metanol 95:5 (v/v) a amostra do
medicamento Telzir®, equivalente a 5 g do fosamprenavir calcico, gerou uma suspensao do
farmaco e dos excipientes. O banho de ultrassom associado ao aquecimento em banho-maria a
70°C permitiu a solubilizacdo do farmaco presente na suspensdo, gerando um sobrenadante
limpido e permitindo a retirada dos excipientes insollveis através de filtracdo em papel
Whatman. Objetivando retirar parte do farmaco que tenha ficado aderido aos excipientes
insolUveis e aumentar o rendimento da extracdo, estes foram lavados com 25 mL da solugéo

de etanol e metanol.
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O procedimento de filtracdo gerou o resfriamento da amostra e a precipitacéo parcial
do farmaco. Em funcédo disso, o filtrado obtido correspondendo & uma solucdo saturada do
fosamprenavir calcico e contendo a povidona presente na formulacdo, foi aquecido
novamente a 70°C até obtencdo de uma solucdo limpida. A quebra da estabilidade da solucao
saturada foi realizada pela adi¢do de agua, resfriamento e agitacdo, gerando a precipitacdo do
farmaco. J& a povidona, totalmente soltvel em etanol, metanol e &gua, permaneceu na fase
liqguida e foi descartada. Entretanto, objetivando remover uma possivel quantidade de
povidona que tenha ficado aderida ao farmaco, este foi lavado com 20 ml de uma solucdo de
etanol e &gua milli-Q na razdo 50:50 (v/v).

Para aumentar a pureza do farmaco, o procedimento de extracdo foi repetido mais duas
vezes utilizando o precipitado final. Ao término do processo, o material obtido foi seco em
estufa a 40°C até peso constante, gerando um rendimento de aproximadamente 75%. O
produto obtido foi caracterizado estruturalmente e fisico-quimicamente pelas técnicas de
RMN, FTIR, EM, PXRD, SXRD, DSC, TG e MEV. A pureza cromatografica do farmaco foi
determinada por CLAE.

5.2 CARACTERIZACAO DO FARMACO

O fosamprenavir célcico foi caracterizado pelas técnicas a seguir.

5.2.1 Ressonancia magnética nuclear

Foram empregadas as técnicas de RMN descritas abaixo:

5.2.1.1 Ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN de *3C)
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O espectro de RMN de *3C foi obtido operando o espectrometro a 75 MHz. A amostra
foi solubilizada em DMSO deuterado. O espectro obtido é apresentado na Figura 5 e suas
respectivas atribuicdes sdo descritas a seqguir.

O numero de sinais observados foi condizente com a quantidade de carbonos presentes
na molécula do fosamprenavir. Além disso, os deslocamentos quimicos estdo em

conformidade com os valores esperados (PAVIA et al. 2013).
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Figura 5 - Espectro de RMN de **C obtido para o farmaco extraido do medicamento Telzir®.
Fonte: Do autor.

RMN 3C (6 ppm, DMSO-d, 75 MHz): 156,19 (C); 144,70 (C,); 139,28 (Cs); 131,40 (Cy);
130,01 (Cs e Cg); 129,73 (C7 e Cg); 128,69 (Cg e Cao); 126,81 (C11); 119,75 (C1z € Ci3); 77,95
(C14); 75,26 (Cys); 73,16 (Cys); 66,93 (C17); 58,46 (Cis); 53,55 (C1g); 51,15 (C20); 33,81 (Cau);
32,62 (C2); 27,15 (Ca3); 20,75 (C24); 20,56 (Cs).

5.2.1.2 DEPT-135

A técnica de intensificagdo sem distor¢do por transferéncia de polarizagdo (do inglés,
“distortionless enhancement by polarization transfer” — DEPT) baseia-se na irradiacdo da

amostra com uma sequéncia complexa de pulsos. Como resultado, os sinais de **C dos atomos
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de carbono presentes na molécula apresentam fases diferentes dependendo do numero de
hidrogénios ligados a cada carbono. No DEPT-135, todos os carbonos hidrogenados
produzem um sinal, mas a fase do sinal sera distinta, dependo se 0o nimero de hidrogénios
ligados € par ou impar. Grupos CH e CH3 ddo origem a sinais positivos, enquanto grupos CH,
originam sinais negativos (PAVIA et al. 2013).

O espectro DEPT-135 obtido para o farmaco extraido da formulacdo comercial é
apresentado na Figura 6. Observa-se que os deslocamentos quimicos sdo semelhantes aos
observados no espectro de *3C e que no séo verificados sinais correspondentes aos carbonos

ndo hidrogenados presentes na molécula do fosamprenavir, corroborando com as atribuicoes
previamente realizadas.
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Figura 6 - Espectro DEPT-135 obtido para o farmaco extraido do medicamento Telzir®.
Fonte: Do autor.

RMN DEPT-135 (5 ppm, DMSO-d): 130,00 (Cs e Cg); 129,72 (C; e Cs); 128,68 (Co € Cio);

126,81 (Cll); 119,75 (C12 (] C13); 77,88 (C14); 75,26 (C15); 73,16 (C16); 66,92 (C17); 58,46
(C1s); 53,55 (Cug); 51,14 (Co); 33,80 (Ca1); 32,62 (Czz); 27,15 (Cas); 20,75 (Ca4); 20,56 (Cys).

5.2.1.3 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H)
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O espectro de RMN de 'H, obtido operando o espectrometro a 300 MHz, é
apresentado na Figura 7 e suas respectivas atribui¢des sao descritas a seguir. A integracdo dos
sinais observados foi condizente com a quantidade de hidrogénios presentes na molécula do
fosamprenavir calcico. Além disso, os deslocamentos quimicos estdo em conformidade com
os valores esperados (PAVIA et al. 2013).
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Figura 7 - Espectro de RMN de 'H obtido para o farmaco extraido do medicamento Telzir®.
Fonte: Do autor.

RMN *H (8 ppm, DMSO-d, 300 MHz): 7,65 (d, 2H, J = 8,63Hz, Hs, He); 7,11-7,19 (m, 7H,
Hy, Hg, Ho, Hio, Hi1, Hio, His); 4,81-4,93 (M, 1H, His); 4,32-4,34 (m, 1H, Hu): 4,04-4,11
(M, 1H, Hig): 3,45-3,65 (M, 4H, Hao, H17, Hig); 3,20 (d, 1H, J = 10,0Hz, Hig): 2,83-2,99 (m,
3H, Hat, Hao, Hig); 2,45-2,64 (M, 2H, Hor: Hig); 1,68-1,97 (M, 3H, Haz, Hag): 0,74 (d, 3H, J
= 6,45Hz, Has); 0,65 (d, 3H, J = 6,45Hz, Haq)

5.2.1.4 Correlacdo heteronuclear de um nico quantum (HSQC)

Os mapas HSQC, do inglés “Heteronuclear Single Quantum Correlation”, sdo
experimentos bidimensionais de RMN. Nestes os deslocamentos quimicos do espectro de
préton s&o registrados em um eixo e os deslocamentos do espectro de **C, da mesma amostra,

séo apresentados em um segundo eixo. A interacdo entre os sinais de ambos 0s eixos permite



68

determinar a quais &tomos de carbono cada hidrogénio esta correlacionado (PAVIA et al.
2013).

As Figuras 8 e 9 apresentam os mapas HSQC obtidos para o farmaco extraido do
medicamento Telzir®. O experimento foi dividido em duas figuras, extensdo 1 e 2, para
melhor apresentacdo gréafica. Os mapas HSQC analisados conjuntamente com 0s espectros de
RMN de 'H, °C e DEPT-135, demonstraram estar de acordo com as atribuicdes esperadas
para a molécula do fosamprenavir (PAVIA et al. 2013). A interpretacdo dos resultados é

apresentada resumidamente na Tabela 3.
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Figura 8 - Mapa HSQC (extensdo 1) obtido para o farmaco extraido do medicamento Telzir®.
Fonte: Do autor.
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Figura 9 - Mapa HSQC (extenséo 2) obtido para o farmaco extraido do medicamento Telzir®.
Fonte: Do autor.

Tabela 3 - Atribui¢des dos mapas HSQC obtidos para o farmaco extraido do medicamento Telzir®

(Continua)
Posic¢éo do carbono Deslocamento quimico (ppm) Interpretagdo
1 Né&o verificado C
2 Né&o verificado C
3 Né&o verificado C
4 Né&o verificado C
5e6 129,67 CHeCH
7e8 129,42 CHeCH
9¢e10 128,38 CHeCH
11 126,52 CH
12e13 119,39 CHeCH
14 77,66 CH
15 74,95 CH

16 72,83 CH2
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Tabela 4 - Atribuigdes dos mapas HSQC obtidos para o farmaco extraido do medicamento Telzir®
(Conclusdo)

Posic¢éao do carbono Deslocamento quimico (ppm) Interpretagdo
17 66,61 CH2
18 58,17 CH2
19 53,25 CH
20 50,90 CH2
21 33,50 CH2
22 32,33 CH2
23 26,89 CH
24 20,22 CH3
25 20,43 CH3

Fonte: Do autor.

5.2.2 Espectroscopia no infravermelho

O espectro no infravermelho descrito na literatura para a forma | do fosamprenavir
calcico € apresentado na Figura 10. Ja a Figura 11 mostra o espectro obtido para o farmaco
extraido da formulacdo do medicamento Telzir®. Percebe-se que ambos 0S espectros
apresentam bandas de absor¢do semelhantes. Sendo assim, uma vez que espectros de
infravermelho sdo Unicos para cada substancia, pode-se concluir que o produto obtido no
procedimento de extracdo se refere ao farmaco fosamprenavir célcico.

As principais bandas de absorcdo caracteristicas da estrutura do farmaco estdo
descritas na Tabela 4. As atribuicGes foram realizadas considerando a regido de absor¢éo, o
formato e a intensidade, em comparagdo com dados de literatura tabelados para os respectivos
grupos funcionais (PAVIA et al., 2013).
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Figura 10 - Espectro de infravermelho descrito para a forma cristalina | do
farmaco fosamprenavir célcico.
Fonte: Adaptado de: BHOGE et al. 2012.
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Figura 11 - Espectro de absorcdo no infravermelho na faixa de 4000 a 400cm™

obtido para o fArmaco extraido do medicamento Telzir®.
Fonte: Do autor.
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Tabela 5 - Atribui¢gdes das bandas do espectro infravermelho aos grupos correspondentes na
molécula de fosamprenavir calcico

NGmero de onda (cm™) | Intensidade Atribuicéo
1669,2 Forte Estiramento C=0 carbonila
1599,7 e 1503,9 Média Estiramento C=C anel aromatico
2975,6 e 2867,5 Meédia-forte Estiramentos C-H alifaticos
1393,7 Média Dobramento assimétrico grupo isopropilico
1367,7 Média Dobramento simétrico grupo isopropilico
Regido A Média Estiramentos N-H funcdes amina e amida
1622,89 Forte Deformacdao angular grupo NH;
1340,1 Meédia-forte Estiramento C-N fung&o amina
Regido B Forte Estiramentos C-O funcdes éster e éter
1320,1 Forte Estiramento assimétrico S=O
984 Forte Estiramento C-O do éster de fosfato

Fonte: Do autor.

5.2.3 Espectrometria de massas

A caracterizacdo do farmaco por espectrometria de massas foi realizada através de
experimentos de espectrometria de massas sequencial. Inicialmente foi realizada a varredura
da amostra a fim de determinar a relacdo massa/carga (m/z) do farmaco e o modo de ionizagao
mais adequado. O ion de m/z 586 foi selecionado e a ionizacdo no modo positivo mostrou-se
mais efetiva. O modo de monitoramento de reacGes multiplas foi utilizado para obtencdo do
espectro de ions produto apresentado abaixo (FIGURA 12). As estruturas propostas para 0s
fons estdo em conformidade com as relagdes massa/carga encontradas. Os resultados
corroboram com os obtidos por RMN e FTIR, confirmando que o farmaco fosamprenavir

calcico foi eficientemente extraido da formula¢do do medicamento Telzir®.
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Figura 12 - Espectro de ions produto obtido para o fosamprenavir calcico extraido do
medicamento Telzir®.
Fonte: Do autor.
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Figura 13 - Perfil de fragmentacéo do fosamprenavir baseado nos estudos MS/MS.
Fonte: Do autor.
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5.2.4 Difracgéo de raios X em po

A analise por difratometria de raios X em pé foi realizada com a formulacdo do
medicamento e com o farmaco isolado ap6s o procedimento de extracdo. Os padrdes
difratométricos foram comparados entre si e com os descritos na literatura. Percebe-se que
nos difratogramas do medicamento e do farmaco extraido ha uma perfeita sobreposicdo de
todos os picos de Bragg, indicando que a recristalizacdo do farmaco quando submetido ao
procedimento de extragdo ndo alterou sua forma cristalina. Além disso, verifica-se que 0s
angulos de difracdo correspondem aos descritos por Bhoge et al. (2012) para a forma | do
farmaco, a qual ¢ a sua forma solida comercial.

A estrutura cristalina do farmaco apresentou picos caracteristicos em 5,74; 9,92;
11,44; 13,78; 15,14; 17,93; 19,70; 20,66; 21,62; 22,06; 22,90; 24,52 e 26,82 2°0. Os
difratogramas obtidos e o descrito para a forma | do fosamprenavir célcico sdo apresentados

nas Figuras 14 e 15 respectivamente.

—— Farmaco extraido
Formulacéo

Intensidade (u.a.)

5 10 15 20 25 30 35 40

2 6 (graus)

Figura 14 - Difratogramas fosamprenavir calcico na formula¢do do
medicamento Telzir® e apds o procedimento de extragéo.
Medidas de 20 entre 3° e 40°, 40 KV, 30 mA e Cu-Ka
(1,54178).

Fonte: Do autor.
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Figura 15 - Difratograma fosamprenavir célcico forma I. Medidas de 26 entre
3°e40° 45 KV, 40 mA, Ka Cu (1,54), detector Xceletor.
Fonte: Adaptado de Bhoge et al., 2012.

5.2.5. Determinacéo estrutural por difracéo de raios X em monocristal

Os principais dados cristalograficos referentes a determinacdo da estrutura do

fosamprenavir célcico sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 6 - Principais dados cristalograficos do fosamprenavir célcico

(Continua)
Forma solida Fosamprenavir célcico
Férmula empirica C25H40CaN30Q14P S
Massa molecular (g.mol™) 709,71
Temperatura (K) 298
Comprimento de onda (A) 1,54184
Sistema cristalino Trigonal
Grupo de espaco P3;

a=17,7582 A; b = 17,7582 A; ¢ = 9,2948(3) A

Parametros de cela
a=90°; B=90°; y = 120°
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Tabela 7 - Principais dados cristalograficos do fosamprenavir célcico

(Conclusdo)

Forma soélida Fosamprenavir calcico
Volume (A) 2538,45
Z, densidade calculada (mg/m®) 3; 1,393
Coeficiente de absorcdo (mm™) 3,214
F(000) 1122
Faixa teta para a cole¢do de dados (°) 4,981 a 73,069°,
Variacgdo dos indices de Miller -21<=h<=22, -21<=k<=21, -11<=I<=9
Reflexdes coletadas 41212
Grau de completeza até o teta maximo (67,684°) 100,0 %
Método de refinamento Minimos quadrados de matriz completa
Dados/restrigdes/parametros 6048 /10/430
Qualidade do ajuste em F~2 1,026

indices R finais [I> 2 sigma(l)]
indice R (todos os dados)
Parametro de Flack
Maior diferenca pico e vale (A?)

R1=0,0486, wR2 = 0,1314
R1=0,0498, wR2 = 0,1337
0,002
0,510 e -0,328

Fonte: Do autor.

Em um cristal, a menor unidade repetitiva a partir da qual a estrutura cristalina pode
ser formada por operacbes de simetria e translacdo € denominada de unidade assimétrica
(TILLEY, 2014). Esta pode ser formada por um Unico a&tomo, uma fracdo de uma molécula,
uma molécula inteira ou por varias moléculas. A Figura 16 mostra a unidade assimétrica da
forma sélida obtida para o fosamprenavir calcico. Os atomos presentes no esqueleto organico
da unidade assimétrica foram identificados, o contra-ion céalcio e as moléculas de agua
omitidas, permitindo dessa forma uma melhor visualizacdo da estrutura. J& na Figura 17, a
unidade assimétrica é apresentada no modo elipsoide. Percebe-se que ela é composta por uma
molécula do farmaco associada a cinco moléculas de agua, sendo duas dguas de hidratacéo e
trés aguas de coordenacdo ao ion célcio. A Figura 18 evidencia que, dentre as aguas de
coordenacdo, duas sdo terminais € uma apresenta-se em ponte, conectando dois atomos de

calcio na estrutura cristalina do farmaco.
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Figura 16 - Representagdo da unidade assimétrica do
fosamprenavir calcico com atomos
identificados. Moléculas de &gua, ion célcio e
atomos de hidrogénio omitidos.

Fonte: Do autor.

Figura 17 - Representacdo da unidade assimétrica do

fosamprenavir calcico.
Fonte: Do autor.
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Figura 18 - Visualizagcdo da estrutura cristalina do fosamprenavir
calcico, evidenciando a presenca de duas moléculas de
dgua de coordenacdo terminais e uma em ponte
conectando dois atomos de célcio.

Fonte: Do autor.

Na Figura 19 é apresentada a cela unitaria da forma sélida obtida para o fosamprenavir
calcico, a partir da qual os cristais do farmaco podem ser formados por simples translacgéo.
Percebe-se a existéncia de vacancias entre as moléculas do farmaco no interior da cela. A
Figura 20 mostra que as moléculas de &gua de hidratacdo presentes na estrutura preenchem
estas vacancias, formando um canal hidrofilico paralelo ao eixo c, permitindo dessa forma a

estabilizacdo do empacotamento cristalino.

Figura 19 - Representacdo do empacotamento do fosamprenavir
calcico evidenciando a presenca de vacancias no
interior da cela unitaria.

Fonte: Do autor.
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Figura 20 - Representacdo do empacotamento do fosamprenavir
calcico evidenciando a presenca de moléculas de
adgua de hidratacdo ocupando as vacancias no
interior da cela unitéria.

Fonte: Do autor.

As medidas por difratometria de raios X em monocristal demonstraram que a forma
solida analisada do fosamprenavir célcico pertence ao sistema cristalino trigonal,
apresentando os elementos de simetria correspondentes ao grupo de espaco P3;. Tal fato
revela que a unidade assimétrica forma uma rede primitiva, apresentando um eixo helicoidal
de ordem 3 e translacdo de 1/3, sendo esta paralela ao eixo ¢ da cela unitéria. A Figura 21
mostra a operacdo de simetria da molécula de fosamprenavir calcico em torno do eixo

helicoidal de ordem 3, evidenciando as rotac6es de 120°.

Figura 21 - Representacdo da operacdo de simetria entorno
do eixo helicoidal de ordem 3 evidenciando as
rotacOes de 120°.

Fonte: Do autor.
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A forma comercial do fosamprenavir constitui um composto de coordenagéo,
apresentando uma molécula organica associada a um atomo metélico de célcio. A analise por
SXRD permitiu evidenciar que o sal calcico do fosamprenavir apresenta-se como um
polimero de coordenacdo unidimensional, com crescimento somente ao longo da direcéo

[001], paralela ao eixo ¢ da cela unitaria, conforme demonstrado na Figura 22.

Figura 22 - Visualizacdo do polimero de coordenacdo ao longo
do eixo ¢ da cela unitaria, evidenciando o
crescimento da cadeia na diregdo [001].

Fonte: Do autor.

O difratograma de p6 simulado pelo software MERCURY para a estrutura cristalina
determinada do fosamprenavir célcio é apresentado na Figura 23. Percebe-se que 0s picos de
Bragg ocorrem nos mesmos angulos de difragdo que os verificados para a forma | do farmaco,
indicando que na amostra analisada por SXRD, foi obtido um monocristal correspondente a
forma solida comercial do fosamprenavir célcico, a qual foi empregada nos estudos de

compatibilidade e estabilidade desta dissertagéo.
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Figura 23 - Comparacédo entre o difratograma obtido experimentalmente por
PXRD para o fosamprenavir célcico e o difratograma simulado
pelo software MERCURY para a estrutura determinada do
farmaco.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Difratograma experimental;

(B) Difratograma simulado.

5.2.6. Anélise térmica

As curvas térmicas obtidas para o farmaco sdo apresentadas na Figura 24. A curva
DSC apresenta um evento endotérmico na faixa de 30°C a 147,5°C. Nessa mesma faixa de
temperatura, a curva TG apresenta uma perda de massa de 13,47%. Esses eventos
correspondem a eliminacdo das 5 moléculas de agua presentes na forma | do fosamprenavir
calcico, a qual é descrita na literatura como um hidrato pentahidratado (ARMITAGE;
SEARLE; SINGH, 2003). O teor de 4gua no farmaco foi confirmado por analise titulométrica
em aparelho de Karl Fischer (13,57 + 2,1%) e esta em conformidade com os resultados
encontrados por SXRD.

O segundo evento endotérmico na curva DSC inicia-se em aproximadamente 170°C.
Nessa temperatura, observa-se nas curvas TG e DTG o inicio de perda de massa do farmaco, a

qual é intensificada a partir de 282°C. Tal fato indica que o fosamprenavir calcico sofre
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degradacéo térmica antes do seu ponto de fusdo descrito na literatura (282°C — 284°C) (RSC,
2013), indicando que o farmaco ndo apresenta temperatura e entalpia de fusdo definidas.
Como a temperatura e entalpia de fusdo s@o os principais parametros avaliados em estudos de
compatibilidade farmaco-excipiente, o perfil apresentado constituiu uma limitacdo ao
emprego das analises térmicas nos estudos de compatibilidade envolvendo o fosamprenavir

calcico.

110+

- 0 -0
100 — Dpsc
— TG | a
90
— DTG
~ 100
80 - -2
- A
< 70 - 3 5 £
1] B o 9
g S 2008
2 60 g §
-4 9 §
50 o I S
- -5 £
40 4 - 300
30 - -6
20 T T T T T -7 — 400
100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 24 - Curvas térmicas. TG e DTG na faixa de 30°C a 600°C e DSC na faixa
de 30°C a 350°C. Ambos com raz&o de aquecimento de 10°C.min™ e
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™.

Fonte: Do autor.

Na curva DSC obtida para a forma cristalina do farmaco, observa-se a auséncia do
pico de fusdo do fosamprenavir célcico, sugerindo que a perda de &gua tenha provocado a
amorfizacdo do farmaco. Sendo assim, objetivando avaliar a influéncia da presenca de agua
na manutencao da estrutura cristalina da forma | do farmaco, uma amostra deste material foi
mantida a 100°C em estufa a vacuo por 5 horas e posterirormente analisada por DSC, TG e
PXRD. Nas curvas térmicas apresentadas na Figura 25, percebe-se uma desidratacdo parcial
do farmaco quando aquecido, correspondendo a perda de 3 a 4 moléculas de adgua presentes
na forma 1. Ji& no difratograma obtido para o fosamprenavir calcico submetido ao
aquecimento, verificou-se a auséncia de picos de Bragg, caracterizando uma substancia
amorfa (dados ndo apresentados). Tal fato evidencia a necessidade da presenca de agua para a

manutenc¢do da estrutura cristalina da forma I do farmaco.
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Figura 25 - Curvas térmicas obtidas para a forma | do fosamprenavir célcico
submetida a temperatura de 100°C por 5 horas em vacuo. TG na
faixa de 30°C a 500°C e DSC na faixa de 30°C a 350°C. Ambos
com razdo de aquecimento de 10°C.min™ e atmosfera de
nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™.

Fonte: Do autor.

5.2.7 Microscopia eletronica de varredura

Analises por MEV foram realizadas com o intuito de avaliar a morfologia das
particulas do farmaco. As imagens estdo apresentadas na Figura 26. De acordo com a
literatura, os cristais de fosamprenavir célcico apresentam a forma de agulhas microcristalinas
de coloracdo branca (RSC, 2013). Este tipo de habito cristalino normalmente esté relacionado
a dificuldades em processos farmacéuticos, tanto para obtencdo do insumo ativo, quanto para
o desenvolvimento de formulagcbes. Farmacos semelhantes a agulhas podem ser dificeis de
filtrar e secar uma vez cristalizados e, em termos de formulacdo, por apresentarem pequena
densidade aparente e baixa fluidez, podem comprometer a etapa de compressdo (ARAUJO et
al., 2012; GIBSON, 2009).



Figura 26 - Eletrofotomicrografias do fosamprenavir célcico extraido do medicamento Telzir®.
Fonte: Do autor.
Legenda: (A) Aumento de 4000x;

(B) Aumento de 8000x;

(C) Aumento de 13000x.

5.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA ANALISE DO
FOSAMPRENAVIR POR CLAE

O fosamprenavir foi avaliado por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa de acordo com as condicBes descritas no item 4.6. O método foi utilizado para
verificar a pureza cromatografica do farmaco extraido e avaliar sua estabilidade intrinseca.
Além disso, foi empregado nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente.

Na Figura 27 sdo apresentados os cromatogramas obtidos para a solu¢do amostra e
para 0 Branco. Observa-se que o fosamprenavir apresentou tempo de retencdo de
aproximadamente 6,9 minutos e que neste tempo nao foram verificados sinais analiticos
provenientes do diluente ou fase mdvel. Os pardmetros cromatograficos obtidos para a
solugdo amostra sdo apresentados na Tabela 6.

Foi verificado um fator de retencdo (K’) igual a 2,61 para o pico do fosamprenavir.
Este parametro esta relacionado a velocidade com a qual o analito migra através da coluna
cromatografica. E o intervalo de tempo em que um soluto permanece na fase estacionaria
relativo ao tempo em que permanece na fase movel. Valores entre 1 e 5 sdo considerados
desejaveis, indicando boa intera¢do do analito com a fase estacionaria (SKOOG et al., 2006).

O numero de pratos tedricos € um parametro quantitativo utilizado para expressar a
eficiéncia de uma coluna cromatogréfica, sendo que quanto maior o seu valor, maior a
eficiéncia verificada (SKOOG et al., 2006). Para o pico de fosamprenavir na solu¢cdo amostra
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foi obtido um valor de 9516 pratos, indicando uma boa eficiéncia da coluna utilizada na
analise.

O fator de assimetria é outro parametro empregado para expressar a qualidade de um
resultado cromatografico. Valores iguais a 1 indicam uma perfeita simetria do pico analisado,
entretanto resultados até 2 sdo aceitdveis. Acima disto, a falta de simetria no pico
cromatografico pode prejudicar sua integracdo e quantificacdo (WHO, 2016). Na amostra
analisada foi verificado um valor de 1,58. Este resultado pode ser atribuido a presenga do
grupo amino na molécula do fosamprenavir célcico, o qual interage com os grupos silandis
livres da fase estacionaria, gerando o alargamento do pico. Em funcédo disso, foi adicionado
trietilamina a fase mével do método, a qual tem caréter basico e liga-se aos silandis &cidos,
diminuindo suas interages com o analito e melhorando a performance da coluna.

A pureza do fosamprenavir célcico obtido a partir do medicamento Telzir® foi
determinada empregando o método cromatografico desenvolvido. Foram preparadas trés
solucBes amostra do farmaco, as quais foram injetadas em duplicata no cromatografo. Todos
0s sinais analiticos detectados e ndo provenientes da solucdo Branco foram integrados. Foi
determinada a area percentual dos picos observados, a qual indica a pureza cromatografica
dos analitos. Para o farmaco fosamprenavir célcico foi verificado um valor médio de 99,95%
* 0,06, indicando que este apresentava pureza adequada para ser empregado como padrédo de
trabalho.

O método analitico foi validado segundo as diretrizes do guia ICH Q2(R1). Foram
avaliados os parametros de seletividade, limite de quantificacdo, linearidade, estabilidade da

solucdo analitica, precisdo, exatidao, intervalo e robustez (ICH, 2005).
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Figura 27 - Cromatogramas da solug&o amostra (0,2 mg.mL™) e Branco.
Fase mdvel tampdo acetato 20 mM + 0,1% de trietilamina,
pH 6,0/Acetonitrila 68:32 (v/v), coluna C8, volume de
injecdo 20 pL, fluxo de 1,1 mL.min™ e deteccdo em 266 nm.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Solucdo amostra de fosamprenavir;

(B) Branco (diluente) com auséncia de picos cromatograficos.

Tabela 8 - ParAmetros cromatograficos da solucdo amostra de fosamprenavir (0,2 mg.mL™)

_ Tempo de Area Pratos tedricos | Assimetria
Picos ] K’
Retencdo | mAU*min (EP) (EP)
Fosamprenavir 6,825 117,262 2,61 9516 1,58

Fonte: Do autor.

5.3.1 Seletividade
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A seletividade é a capacidade de um método em determinar de forma inequivoca um
analito na presenca de outras substancias potencialmente presentes na solucéo analisada (ICH,
2005).

A seletividade do método cromatografico foi avaliada através da verificacdo de sinais
analiticos provenientes do branco (diluente) e dos excipientes utilizados no tempo de retengéo
do pico de fosamprenavir. Além disso, solugdes do farmaco isolado e das misturas binarias
1:1 m/m do farmaco com cada um dos excipientes foram analisadas utilizando detector de
arranjo de diodos, a fim de avaliar a pureza de pico dos sinais observados. De forma
complementar, as amostras preparadas no estudo de degradacdo forcada também foram
utilizadas para verificar a seletividade do método em quantificar o fosamprenavir na presenca
de seus produtos de degradacdo. Estas Ultimas foram analisadas empregando detectores de
arranjo de diodos e espectrometria de massas.

Né&o foram verificados sinais analiticos provenientes do diluente ou dos excipientes no
tempo de retencdo do pico de fosamprenavir. As analises empregando o detector de arranjo de
diodos apresentaram valores de pureza de pico superiores a 99,6%, indicando auséncia de co-
eluicdo. Além disso, o detector de espectrometria de massas comprovou a seletividade do

método em quantificar o fosamprenavir na presenca de seus produtos de degradacéo.

5.3.2 Limite de quantificacdo

O limite de quantificagdo consiste na menor concentragcdo do analito que pode ser
medida com precisdo e exatiddo aceitaveis. Concentracfes que apresentam relacdo sinal-ruido
de aproximadamente 10:1 podem ser consideradas como estimativas desse parametro
(BRASIL, 2013; ICH, 2005).

Para a determinacdo do limite de quantificacdo do fosamprenavir pelo método
cromotografico desenvolvido foi preparada um solucdo estoque do farmaco em metanol na
concentracdo de 1 mg.mL™, a qual foi posteriormente diluida em fase mével de modo a obter
solucBes de fosamprenavir célcico nas concentracdes de 40 ng.mL™, 80 ng.mL™, 120 ng.mL™
e 160 ng.mL™. Cada solucdo foi injetada em triplicata no cromatégrafo e calculada a relagéo
sinal-ruido para o pico de fosamprenavir. A solug&o contendo 40 ng.mL™ apresentou relagdo

sinal-ruido de 11:1, sendo considerada como o limite de quantificacdo do método analitico.
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5.3.3 Linearidade

A linearidade pode ser definida como a capacidade do método em fornecer respostas
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia que esta sendo analisada (BRASIL,
2013; ICH, 2005).

Para avaliacdo da linearidade, foi preparada uma solugcdo estoque do farmaco na
concentracdo de 1 mg.mL™ em metanol, a qual foi posteriormente diluida em fase mével de
modo a obter as seguintes concentragdes: 0,1 pg.mL™; 2 pg.mL™; 20 pg.mL™; 100 pg.mL™;
200 pg.mL™?; 240 pg.mL™ e 300 pg.mL™. A faixa de linearidade foi definida em fungéo do
objetivo do método cromatogréafico, estando em conformidade com o recomendado pela ICH
para métodos destinados a quantificacdo de impurezas e doseamento de farmacos. Cada
solucdo foi injetada em triplicata no cromatdgrafo. O grafico da resposta do equipamento
versus a concentracdo do analito é mostrado na Figura 28. A curva analitica apresentou um
coeficiente de correlacdo igual a 0,999954, superior ao recomendado pela ICH. O gréafico dos
residuos padronizados versus a variavel independente apresentou os pontos distribuidos
aleatoriamente nos 2 lados do eixo X e auséncia de um padrdo definido (FIGURA 29),
indicando a independéncia entre os residuos. Além disso, mais de 95% dos residuos
padronizados ficaram com valores entre -2 e +2, indicando uma aparente normalidade
residual. O teste de Grubbs para verificacdo de valores aberrantes demonstrou a auséncia de
outliers (p<0,05) que poderiam comprometer as estimativas da regressdo. Além disso, o teste
de Cochran comprovou a igualdade de variancia entre os residuos (p<0,05), indicando um
bom ajustamento do modelo.
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5.3.4 Estabilidade da solucédo analitica
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A estabilidade da solucdo analitica foi avaliada através do coeficiente de variagdo (CV
%) da area do pico de fosamprenavir ao longo do tempo de estocagem. Foi preparada uma
solucdo do farmaco na concentracdo de 1 mg.mL™ em metanol, a qual foi diluida em fase
mével para a concentracdo de 0,2 mg.mL™ e estocada em duas condices diferentes: em
temperatura ambiente e em geladeira (temperatura entre 4°C e 8°C). As amostras foram
analisadas por um periodo de 12 dias. Em temperatura ambiente as amostras apresentaram
area de 103,0545 mAU + 0,72% e em geladeira 102,7845 mAU + 0,67%. As variacOes entre
os valores medidos foram relativamente pequenas, indicando que o farmaco permaneceu

estavel em ambas as condic6es pelo periodo analisado.

5.3.5 Precisdo e exatidao

Foi avaliada a exatiddo e precisao intra e inter-dia do método analitico em quatro
niveis de concentragdo do farmaco: no limite de quantificagdo (0,04 pg.mL™), a 100 pg.mL™,
200 pg.mL™ e 300 pg.mL™. A precisdo foi expressa como o coeficiente de variacéo entre os
resultados e a exatiddo como a porcentagem de recuperagéo do analito.

Foi preparada uma solucdo estoque do farmaco na concentracdo de 1 mg.mL™* em
metanol, a qual foi diluida em fase moével de modo a obter 3 preparacdes de amostra para cada
um dos niveis de concentracdo avaliados. Cada amostra foi injetada em duplicata no
cromatdgrafo e quantificada contra uma curva de calibracdo preparada a cada dia de analise.

Os resultados estdo expressos na Tabela 7.

Tabela 9 - Resultados dos parametros de precisao e exatiddo

Niveis Precisdo Intra-dia Precisdo Inter-dia Recuperacao
CV(%) CV(%) (%)

LQ (0,04 pg.mL™) 6,15 6,69 102,7 £7,2
100 pg.mL™* 1,70 1,15 99,9+1,2
200 pg.mL™* 0,40 0,68 99,3+0,7
300 pg.mL™ 0,26 0,64 99,4 +0,7

Fonte: Do autor.
Notas: Precisdo intra-dia: n = 3/nivel;
Precisdo inter-dia: n = 6/nivel;
Resultados da Recuperacdo: média (%) + intervalo de confianca (o. = 0,05 e n = 6).
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As amostras preparadas no limite de quantificagdo do método apresentaram resultados
entre 112,0% e 94,7% e uma maior variagdo do que as amostras dos demais niveis. Tais
resultados j& eram esperados uma vez que foram preparadas solucdes do farmaco ao nivel de
impurezas, onde sdo aceitos valores de CV de até 20%. Nos demais niveis de concentracdo
avaliados, os resultados variaram entre 101,7% e 98,6%. Os coeficientes de variagdo de cada
nivel foram inferiores a 2%, valor consideravel como aceitdvel para analitos em macro
quantidades (RIBANI, 2004).

5.3.6 Intervalo

O intervalo corresponde aos valores de maior e menor concentragdo da substancia em
exame que atenda aos requisitos de precisao, exatiddo e linearidade do método analitico (ICH,
2005). Sendo assim, ap6s avaliacdo desses parametros, definiu-se a faixa de concentracao
entre 0,04 pg.mL™ e 300 pg.mL™* como o intervalo para quantificagdo do fosamprenavir pelo

método cromatografico desenvolvido.

5.3.7 Robustez

A robustez do método cromatografico foi avaliada através do teste proposto por
Youden e Steiner (AOAC, 1975). Este teste consiste na analise multivariada de sete variaveis
gue podem impactar no resultado analitico (GEHRING et al., 2011). As variaveis
selecionadas foram distribuidas aleatoriamente na Tabela 8. As condi¢cdes normais das
variaveis foram denotadas pelo sinal (+) e seus valores alternativos pelo sinal (-). Um total de
oito experimentos foram realizados objetivando verificar a influéncia das alteracbes na
quantificacdo do fosamprenavir na presenca de seus produtos de degradagédo. Para isso, uma
solugdo amostra submetida a degradacao basica em NaOH 2N por 12 horas foi utilizada. Apds
0 periodo de estresse, a amostra foi neutralizada com solugéo de HCI a fim de interromper a
degradacédo do farmaco.

Os resultados das oito combinacgdes foram codificados por letras maidsculas e estdo

expressos na Tabela 8. A partir desses resultados, o efeito de cada variavel foi estimado pela
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diferenga entre a média dos resultados das 4 analises em que a varidvel operou segundo as
condicBGes nominais do método (sinalizadas por +) e a média dos resultados das 4 anélises em
que operou segundo as condic¢des alternativas (sinalizadas pelo sinal -). Sendo assim, o efeito

de cada variavel na quantificacdo do fosamprenavir foi estimado pelas formulas:

Temperatura da coluna = (A+B+C+D)/4 — (E+F+G+H)/4

Fluxo = (A+B+E+F)/4 — (C+D+G+H)/4

pH = (A+C+E+G)/4 — (B+D+F+H)/4

Comprimento de onda = (A+B+G+H)/4 — (C+D+E+F)/4

Fornecedor de acetonitrila = (A+C+F+H)/4 — (B+D+E+G)/4

Conteldo de acetonitrila = (A+D+E+H)/4 — (B+C+F+G)/4

Concentracdo do tampdo da fase mével = (A+D+F+G)/4 — (B+C+E+H)/4

Tabela 10 - Variaveis, condi¢cdes e combinagdes experimentais avaliadas na robustez

Condicdes Condicdes Condicao experimental
Variavel o ) 1 5 3| 4 6 7 | 8
nominais | alternativas 5
Temperatura + i i i i
coluna (°C) 40 3 * * *
Fluxo (mL/min) 1,1 1,2 + + - - + o+ - -
pH 6,00 5,90 + - + - + - + -
Comprimento 266 264 + + i ) i i + +
de onda (nm)
Fornecedor Sigma Panreac -+ - .+ - %
acetonitrila
Conteldo + +
acetonitrila (%) 32 31 A
Concentragdo 5 1\ 22 MM LA
tampdo FM
Codificacdo dos Resultados A B C D E F G H
Resultados (%) 92, 90, 87, 91, 88, 92, 91, 86,

Fonte: AOAC, 1975; GEHRING et al., 2011; RIBANI, 2004.

Os resultados das analises foram utilizados para calcular o efeito de cada variavel na
quantificacdo do fosamprenavir, 0s quais estdo expressos na Tabela 9. As influéncias das
variaveis nos resultados das analises foram relativamente pequenas, indicando que o método
cromatogréafico é robusto. A concentracdo do tampao utilizado na fase mével foi a variavel

mais critica.
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Tabela 11 - Efeitos das varidveis temperatura da coluna, fluxo, pH,
comprimento de onda, fornecedor de acetonitrila, conteddo de
acetonitrila e concentracdo de tampdo na fase moével na
quantificagdo do fosamprenavir

Variavel Efeito no resultado (%)
Temperatura coluna 0,91
Fluxo 1,60
pH 0,01
Comprimento de onda 1,40
Fornecedor acetonitrila 0,61
Conteldo acetonitrila 0,81
Concentracdo tampao fase movel 3,81

Fonte: Do autor.

5.4 ESTABILIDADE INTRINSECA DO FARMACO

A estabilidade intrinseca do fosamprenavir célcico foi avaliada atraves de estudos de
degradacéo forcada conforme as condigdes descritas na Tabela 2.

O farmaco demonstrou ser estavel as condicdes avaliadas de calor, umidade, luz e
hidrolise neutra. Além disso, ndo foram verificadas degradacbes significativas quando
exposto as solugdes de HCI 0,1M, NaOH 0,1M e H,0, 3% v/v. Em funcdo disso, foram
empregadas concentragdes mais elevadas desses agentes degradantes.

O farmaco apresentou degradacdo de 7,7% quando exposto a solucdo de NaOH 2M
por um periodo de 12 horas. Nesta condicédo, foi verificada a formacdo de dois produtos de
degradacdo (PD) com tempos de retencdo relativos (TRR) de 0,64 e 1,09 em relagcdo ao pico
de fosamprenavir. Em HCI 3M, foi verificada degradacédo de 3,5% e o aparecimento de um
PD com tempo de retencdo relativo de 0,64. Em solucdo oxidativa, empregando H,O, 9% v/v,
o farmaco apresentou degradacdo de 4,3% e foi verificada a formacdo de um PD com tempo
de retencdo relativo de 0,87.

Todos os produtos de degradagédo eluiram em tempos diferentes ao do farmaco. Além
disso, a resolucdo entre todos os picos foi satisfatoria, com valores superiores a 2,0, indicando
uma completa separacéo entre os compostos (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).
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Figura 30 - Cromatogramas dos perfis de degradacdo do fosamprenavir. Fase
mével tampdo acetato 20 mM + 0,1% de trietilamina, pH
6,0/Acetonitrila 68:32 (v/v), coluna C8, fluxo de 1,1 mL.min™ e
detecgdo em 266 nm.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Farmaco exposto a hidrolise acida: (1) PD — TRR: 0,64;

(B) Farmaco exposto a hidrdlise basica: (2) PD — TRR: 0,64 e (3)
PD - TRR: 1,09;
(C) Farmaco exposto a solucdo oxidativa: (4) PD — TRR: 0,87.

5.4.1 Elucidacao estrutural dos produtos de degradacéo

Amostras do farmaco submetidas as condicdes de degradacdo por hidrolise acida,
béasica e solucdo oxidativa foram analisadas por espectrometria de massas a fim de determinar
as estruturas moleculares dos produtos de degradacdo encontrados. As andlises foram
realizadas no laboratorio LabMass empregando um cromatografo HPLC Alliance, modelo
2695 (Waters, USA), acoplado a um espectrébmetro de massas, modelo quatromicro
(Micromass), com analisador de massas triplo quadrupolo e fonte de electrospray.

Foi realizada uma varredura de cada amostra objetivando determinar o modo de
ionizacdo mais adequado e a relagdo m/z dos subprodutos. Para todas as amostras, 0 modo de

ionizacgdo positivo mostrou-se mais eficiente.



95

Na amostra submetida a hidrolise basica, os produtos de degradacdo com tempos de
retencéo relativos de 0,64 e 1,09, em relagéo ao pico de fosamprenavir, apresentaram m/z 472
e 530, respectivamente. Na amostra exposta a solucédo de HCL, o PD com tempo de retencao
relativo de 0,64 apresentou m/z 472. J& o produto de degradacdo formado devido a exposicao
do fosamprenavir a solugdo oxidativa apresentou m/z 584.

O modo de monitoramento de reacBes mdultiplas foi utilizado para obtencdo dos
espectros de ions produto apresentados abaixo. Baseando-se nas relacdes massa/carga e nos
experimentos MS/MS, foram propostas as estruturas para os produtos de degradacao oriundos
da hidrolise basica e acida. Essas estruturas estdo em conformidade com o perfil de
fragmentacédo de cada ion. J& para o ion de m/z 584, originario da exposi¢do do fosamprenavir
a solucdo de peroxido de hidrogénio, ndo foi encontrada uma estrutura coerente com a relagédo
massa/carga determinada e com o perfil de fragmentacdo obtido. Para a elucidacgéo estrutural
desse produto de degradacdo novos experimentos devem ser realizados e, caso necessario,

técnicas convencionais de isolamento e caracterizacdo devem ser empregadas.
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Figura 31 - Espectro de ions produto obtido para o ion m/z 472. lonizagdo por
electrospray, modo positivo, nitrogénio como gas de nebulizacéo (100 L.h™)
e gas de secagem (200 L.h™), temperatura da linha de dessolvatacio 250°C,
temperatura da fonte 120°C, tensdo no capilar 4 kV, tensdo no cone 30 V e
energia de colisdo 15 eV.

Fonte: Do autor.
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Figura 32 - Perfil de fragmentag&o do ion m/z 472 baseado nos estudos MS/MS.
Fonte: Do autor.
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Figura 33 - Espectro de ions produto obtido para o ion m/z 530. lonizagcdo por

electrospray, modo positivo, nitrogénio como gas de nebulizagéo (100 L.h™)
e gas de secagem (200 L.h™), temperatura da linha de dessolvatacio 250°C,
temperatura da fonte 120°C, tensdo no capilar 4 kV, tensdo no cone 30 V e

energia de colisdo 15 eV.
Fonte: Do autor.
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Figura 34 - Perfil de fragmentacéo do ion m/z 530 baseado nos estudos MS/MS.
Fonte: Do autor.
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Figura 35 - Espectro de ions produto obtido para o ion m/z 584. lonizacdo por
electrospray, modo positivo, nitrogénio como gas de nebulizacéo (100 L.h™)
e gas de secagem (200 L.h™), temperatura da linha de dessolvatagio 250°C,
temperatura da fonte 120°C, tensdo no capilar 4 kV, tenséo no cone 30 V e
energia de colisdo 15 eV.

Fonte: Do autor.
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5.4.2 Predig¢éo dos mecanismos reacionais

Estudos de degradacéo forcada sdo sugeridos por agéncias reguladoras internacionais e
também pela ANVISA como forma de avaliacdo da estabilidade intrinseca de farmacos
(BRASIL, 2012; ICH, 2003). Esta avaliacdo ndo deve ser limitada somente & identificacdo
dos produtos de degradacdo. Deve fornecer bases para o conhecimento da estabilidade da
molécula como um todo. Neste sentido, torna-se relevante a predicdo dos mecanismos
reacionais que possam conduzir & formacao dos produtos de degradagdo. Dessa forma pode-se
compreender como eles sdo formados e desenvolver estratégias farmacotécnicas e logisticas
gue evitem ou minimizem a sua formacao.

Nas analises realizadas neste trabalho para a elucidacdo estrutural dos subprodutos do
fosamprenavir calcico, foi utilizado um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo, o qual
possui baixa resolugdo. Entretanto, as estruturas propostas para os produtos de degradagéo sao
corroboradas pelos mecanismos reacionais descritos abaixo.

A Figura 36 ilustra a hidrolise do grupo carbamato presente na molécula do
fosamprenavir quando este é exposto em meio basico, conduzindo a formacao do produto de
degradacdo de relacdo massa/carga 472. Por se tratar de um carbamato primario, a hidrélise
ocorre preferencialmente pelo mecanismo de eliminagdo unimolecular com base conjugada
(Elcb). A reacdo inicia-se pelo ataque da hidroxila ao hidrogénio ligado ao atomo de
nitrogénio, conduzindo a eliminacdo de um alcool e a formacdo do grupo isocianato (-
N=C=0). Este grupo é instavel, reagindo com a &gua presente no meio reacional, liberando
CO; e, finalmente, gerando o grupo amino.
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Figura 36 - Mecanismo proposto para formacao do ion de m/z 472: Hidrdlise do grupo carbamato em
meio béasico - mecanismo Elcb.
Fonte: Do autor.

A Figura 37 mostra 0 mecanismo proposto para a formacao do produto de degradacao
de relacdo massa/carga 472 quando o fosamprenavir é submetido a hidrdlise acida. A reacédo
inicia-se pelo ataque do par de elétrons do atomo de nitrogénio ao préton oriundo do meio
acido. Tal fato aumenta a reatividade do carbono do grupo carbonila, favorecendo o ataque
nucleofilico da agua e posterior formacdo do intermediario tetraédrico. Neste ultimo, o
retorno do par de elétrons do atomo de oxigénio para formacdo da dupla conduz a saida do
grupo abandonador, dando origem ao produto de degradacdo de m/z 472 e a eliminacdo de
alcool e CO; para 0 meio reacional.

A hidrolise do grupo éster presente na molécula do fosamprenavir quando este é
exposto a meio acido é outro possivel mecanismo que ocorre concomitantemente ao descrito

na Figura 37, levando a formacédo do produto de degradacgdo de m/z 472.
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Figura 37 - Mecanismo proposto para formacéo do ion de m/z 472: Hidrdlise do grupo carbamato em
meio &cido.
Fonte: Do autor.

A hidrolise do farmaco fosamprenavir em meios &cido e basico originou 0 mesmo
produto de degradacdo, 0 que ja era esperado uma vez que nessas condi¢des foi verificado um
pico com mesmo tempo de retencdo relativo e mesma relacdo massa/carga. Esse PD trata-se
de uma impureza conhecida do fosamprenavir e denominada de Impureza A (CHILUKURI,
NARAYANAREDDY; HUSSIANREDDY, 2013).

A Figura 38 ilustra 0 mecanismo proposto para a formacéo do produto de degradacao
de m/z 530 quando o fosamprenavir é submetido a hidrdlise basica. A reacdo inicia-se com 0
ataque nucleofilico do oxigénio do metanol ao carbono da carbonila e posterior formacéo do
intermediario tetraédrico. O retorno da carga parcial negativa do atomo de oxigénio para
formacdo da dupla ligacdo conduz a saida do grupo abandonador, dando origem a uma
molécula de alcool e a formagdo do subproduto de relacdo massa/carga 530, o qual é um
pseudo-produto de degradacdo originado devido a utilizacdo do metanol no preparo das
solugdes. Mecanismo semelhante foi proposto por RAO et al. (2014) para a degradagédo do

antirretroviral Duranavir.
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Figura 38 - Mecanismo proposto para formacao do ion de m/z 530: Reag&o de transesterificacdo do
tipo alcodlise catalisada por base.
Fonte: Do autor.

5.5 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE

5.5.1 Amostras de tempo inicial

5.5.1.1 Analise por espectroscopia no infravermelho

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram determinados em triplicata para o
farmaco, excipientes e misturas binarias. As triplicatas foram semelhantes entre si (resultados
ndo apresentados).

A Figura 39 mostra os espectros obtidos para as misturas no tempo inicial do
fosamprenavir calcico com os excipientes povidona K-30, silica anidra coloidal e estearato de
magnésio. Observa-se que o0 espectro da mistura do farmaco com a povidona K-30
corresponde ao somatério do espectro dos componentes individuais. Resultados semelhantes
foram observados para 0s outros excipientes avaliados, com excecao da silica anidra coloidal
e estearato de magnésio. Os espectros das misturas do fosamprenavir calcico com esses
excipientes apresentaram uma reducéo significativa nas bandas de absor¢cdo do farmaco. Tal
fato indica uma possivel interacdo no estado sélido entre 0os componentes da mistura, a qual
pode ser de natureza fisica (tais como a solubilizacdo do farmaco pelos excipientes e

interacdes intermoleculares entre grupos funcionais) ou quimica.
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Em nenhuma das misturas analisadas foi observado o desaparecimento de bandas

caracteristicas do fosamprenavir e nem o aparecimento de bandas ndo relacionadas ao

farmaco ou ao excipiente da mistura.
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Figura 39 - Comparacdo entre os espectros de absorcdo no infravermelho para
amostras de tempo inicial em temperatura ambiente.
Fonte: Do autor.
Legenda: (A) Povidona K-30, fosamprenavir célcico e mistura povidona K-30 +
fosamprenavir célcico;
(B) Silica, fosamprenavir célcico e mistura silica + fosamprenavir calcico;
(C) Estearato de magnésio, fosamprenavir calcico e mistura estearato de
magnésio + fosamprenavir calcico.
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5.5.1.2 Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A Figura 40 apresenta os resultados das analises para as amostras de fosamprenavir
isolado e misturas binarias do farmaco com o0s excipientes empregados no estudo. Cada
preparacdo de amostra foi injetada em duplicata no cromatografo.

N&o foram detectadas reducgdes significativas do teor do farmaco em nenhuma das
misturas analisadas e nem a presenca de produtos de degradacdo. Estes resultados indicam
auséncia de incompatibilidade quimica entre o fosamprenavir célcico e os excipientes nas

amostras de tempo inicial.
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Figura 40 - Cromatogramas das amostras de tempo inicial (ndo submetidas as condicGes de
estresse). Fase mével tampdo acetato de amdnio 20 mM + 0,1% de trietilamina,
pH 6,0/Acetonitrila 68:32 (v/v), coluna C8, volume de injecdo 20 pL, fluxo de
1,1 mL.min™ e deteccdo em 266 nm. Resultados: Média (%) + coeficiente de
variacao entre as injeces.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Fosamprenavir + Amido glicolato de sddio - Teor do farmaco: 99,4 + 1,41%);

(B) Fosamprenavir + Celulose microcristalina — Teor do farmaco: 100,0 + 0,30%;
(C) Fosamprenavir + Croscarmelose sodica — Teor do farmaco: 104,2 + 0,02%;
(D) Fosamprenavir + Crospovidona — Teor do farmaco: 99,2 + 0,06%;

(E) Fosamprenavir + Estearato de magnésio — Teor do farmaco: 102,9 + 0,25%;
(F) Fosamprenavir + Opadry rosa — Teor do farmaco: 98,5 + 0,46%);

(G) Fosamprenavir + Povidona K30 — Teor do farmaco: 98,9 + 0,43%;

(H) Fosamprenavir + Silica anidra coloidal — Teor do farmaco: 101,1 + 0,73%j;
(1) Fosamprenavir isolado — Teor do farmaco: 100,8 + 0,50%.



5.5.2 Andlise das amostras de 3 e 6 meses de incubacao

Foram verificados os seguintes resultados:

5.5.2.1 Analise por espectroscopia no infravermelho
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A Figura 41 apresenta a comparacdo entre os espectros no infravermelho para as

amostras de fosamprenavir calcico no tempo inicial e apds 3 e 6 meses de incubacdo. Nota-se

o mesmo perfil de bandas para todas as amostras. Sendo assim, o periodo de incubacéo a 40°C

+ 2°C e 75% * 5% de umidade relativa ndo provocou alteraces estruturais na molécula do

farmaco, demonstrando que o sal célcico do fosamprenavir, na auséncia dos excipientes, é

estavel nestas condicbes de estocagem. Dessa forma, nas amostras analisadas no estudo de

compatibilidade, quaisquer alteracbes nas bandas caracteristicas do farmaco devem ser

atribuidas a

% Transmitancia

interacdo com os excipientes avaliados.

—— Amostra: 6 meses
—— Amostra: 3 meses
—— Amostra: Inicial
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Figura 41 - Espectros de absor¢do no infravermelho para farmaco
fosamprenavir calcico. Amostras de tempo inicial, 3 e 6
meses de incubagdo a 40°C + 2°C e 75% * 5% de umidade
relativa. Espectros em temperatura ambiente.

Fonte: Do autor.
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Amostras do farmaco, excipientes e misturas ap6s 3 e 6 meses de incubacdo foram
analisadas em triplicata. Os resultados entre as réplicas foram semelhantes (dados néo
apresentados).

As Figuras 42 e 43 apresentam os espectros obtidos para as amostras de 3 e 6 meses de
incubacéo, respectivamente. Nota-se que, de forma semelhante ao ocorrido com as amostras
de tempo inicial, nos espectros correspondentes a mistura do fosamprenavir calcico com o0s
excipientes silica anidra coloidal e estearato de magnésio ha uma reducéo significativa nas
bandas de absorcdo do farmaco, indicando uma aparente interacdo no estado sélido entre os
componentes. Ja na mistura do fosamprenavir célcico com a povidona K-30, 0 espectro
corresponde ao somatério dos espectros de seus componentes individuais. Resultados

semelhantes foram observados para os outros excipientes avaliados (dados ndo apresentados).
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Figura 42 - Comparacdo entre os espectros de absorcdo no infravermelho para
amostras de 3 meses de incubacdo a 40°C + 2°C e 75% + 5% de
umidade relativa. Espectros em temperatura ambiente.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Povidona K-30, fosamprenavir célcico e mistura povidona K-30 +

fosamprenavir célcico;

(B) Silica, fosamprenavir célcico e mistura silica + fosamprenavir
célcico;

(C) Estearato de magnésio, fosamprenavir célcico e mistura estearato de
magnésio + fosamprenavir célcico.
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Figura 43 - Comparacdo entre os espectros de absor¢do no infravermelho para
amostras de 6 meses de incubacdo a 40°C + 2°C e 75% + 5% de
umidade relativa. Espectros em temperatura ambiente.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Povidona K-30, fosamprenavir célcico e mistura povidona K-30 +

fosamprenavir célcico;

(B) Silica, fosamprenavir célcico e mistura silica + fosamprenavir
célcico;

(C) Estearato de magnésio, fosamprenavir célcico e mistura estearato de
magnésio + fosamprenavir célcico.
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5.5.2.2 Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As Figuras 44 e 45 apresentam os resultados das analises para as amostras de
fosamprenavir célcico isolado e de suas misturas binarias com os excipientes empregados
neste estudo apds o periodo de 3 e 6 meses de incubacdo, respectivamente. Cada preparacdo

de amostra foi injetada em duplicata no cromatografo.

L 400

L 300

L 200
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L 100

QY

Tempo (minutos)

Figura 44 - Cromatogramas das amostras de 3 meses de incubacdo a 40°C + 2°C e 75% + 5%
de umidade relativa. Fase moével tampdo acetato de aménio 20 mM + 0,1% de
trietilamina, pH 6,0/Acetonitrila 68:32 (v/v), coluna C8, volume de inje¢do 20 pL,
fluxo de 1,1 mL.min™ e deteccdo em 266 nm. Resultados: Média (%) + coeficiente
de variagéo entre as injecoes.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Fosamprenavir + Amido glicolato de sodio - Teor do farmaco: 102,7 £+ 0,13%;

(B) Fosamprenavir + Celulose microcristalina — Teor do farmaco: 101,1 + 0,22%;
(C) Fosamprenavir + Croscarmelose sédica — Teor do farmaco: 102,7 + 0,08%;
(D) Fosamprenavir + Crospovidona — Teor do farmaco: 101,9 + 0,19%;

(E) Fosamprenavir + Estearato de magnésio — Teor do farmaco: 102,5 £ 0,11%;
(F) Fosamprenavir + Opadry rosa — Teor do farmaco: 101,9 + 0,28%;

(G) Fosamprenavir + Povidona K30 — Teor do farmaco: 99,7 + 0,29%;

(H) Fosamprenavir + Silica anidra coloidal — Teor do farmaco: 102,3 + 0,19%;
(1) Fosamprenavir isolado — Teor do farmaco: 101,2 + 0,37%.
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Figura 45 - Cromatogramas das amostras de 6 meses de incubacéo a 40°C + 2°C e 75% + 5% de
umidade relativa. Fase mdvel tampdo acetato de amodnio 20 mM + 0,1% de
trietilamina, pH 6,0/Acetonitrila 68:32 (v/v), coluna C8, volume de injecdo 20 L,
fluxo de 1,1 mL.min™ e deteccdo em 266 nm. Resultados: Média (%) * coeficiente
de variacéo entre as injecdes.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Fosamprenavir + Amido glicolato de sddio - Teor do farmaco: 99,1 + 0,08%;

(B) Fosamprenavir + Celulose microcristalina — Teor do farmaco: 99,6 + 0,33%;
(C) Fosamprenavir + Croscarmelose sédica — Teor do farmaco: 101,9 + 0,32%;
(D) Fosamprenavir + Crospovidona — Teor do farmaco: 98,7 + 0,17%;

(E) Fosamprenavir + Estearato de magnésio — Teor do farmaco: 99,8 + 0,20%;
(F) Fosamprenavir + Opadry rosa — Teor do farmaco: 99,5 + 0,32%;

(G) Fosamprenavir + Povidona K30 — Teor do farmaco: 97,9 + 0,51%;

(H) Fosamprenavir + Silica anidra coloidal — Teor do farmaco: 101,1 + 0,48%);
() Fosamprenavir isolado — Teor do farmaco: 101,2 + 0,40%.

Os resultados das andlises realizadas por CLAE durante o estudo de estabilidade
acelerada sdo apresentados resumidamente na Tabela 10. O intervalo de confianca calculado
para cada amostra individualmente demonstra que ndo houve diferencgas significativas entre 0s
resultados obtidos no tempo inicial e ap6s o periodo de incubagdo (p<0,05). J& a andlise de
variancia (ANOVA) empregando os dados obtidos para todas as amostras demonstrou a

auséncia de diferencas estatisticas no doseamento do farmaco quando isolado ou associado
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aos excipientes empregados neste estudo (p<0,05). Tal resultado é ilustrado graficamente na
Figura 46.

Paralelamente a manutencdo do teor do farmaco, ndo foi verificada a formacéo de
produtos de degradacdo em nenhuma das amostras analisadas. Tais resultados comprovam
que o fosamprenavir calcico é estavel nas condi¢des de estocagem avaliadas e que ndo houve
incompatibilidade quimica entre o farmaco e os excipientes utilizados.

A auséncia de produtos de degradagdo nas misturas do sal célcico do fosamprenavir
com os excipientes silica anidra coloidal e estearato de magnésio indica que as reducdes de
intensidade de bandas, observadas na analise por infravermelho para essas misturas, podem
ter ocorrido devido a interacGes de natureza fisica entre os componentes. Ressalta-se que
interacBes de natureza fisica ndo significam necessariamente uma incompatibilidade, desde
gue ndo haja um comprometimento de caracteristicas fisico-quimicas relevantes do farmaco

que possam comprometer a qualidade da formulacao final.

Tabela 12 - Resultados finais estudo de estabilidade acelerada

Tempo de Amostras

Incubacdo [A B C D E F G H |

Inicial 994 100 1042 992 1029 985 989 101,1 1008
3meses 1027 101,01 102,7 101,9 1025 101,9 99,7 102,3 101,
6meses 991 996 1019 987 998 995 979 101,1 1012

Media 1004 1002 1029 99,9 101,7 1000 988 1015 101,0

IC 4,961 1930 2,901 4,275 4,188 4,340 2241 1722 0,574

Fonte: Do autor.
Legenda: (A) Fosamprenavir + Amido glicolato de sédio;
(B) Fosamprenavir + Celulose microcristalina;
(C) Fosamprenavir + Croscarmelose sodica;
(D) Fosamprenavir + Crospovidona;
(E) Fosamprenavir + Estearato de magnésio;
(F) Fosamprenavir + Opadry rosa;
(G) Fosamprenavir + Povidona K30;
(H) Fosamprenavir + Silica anidra coloidal;
(1) Fosamprenavir isolado.
Notas: Incubagdo: Temperatura 40°C + 2°C e umidade relativa 75% + 5%;
Resultados: %;
IC = Intervalo de confianca: n= 3, a= 0,05.
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Figura 46 - Representacdo gréfica dos resultados finais do estudo de estabilidade
acelerada, evidenciando uma possivel intersecdo entre os intervalos de
confianca de todas as amostras, indicando auséncia de diferengas
significativas.
Fonte: Do autor.
Legenda: (A) Fosamprenavir + Amido glicolato de sédio;
(B) Fosamprenavir + Celulose microcristalina;
(C) Fosamprenavir + Croscarmelose sédica;
(D) Fosamprenavir + Crospovidona;
(E) Fosamprenavir + Estearato de magnésio;
(F) Fosamprenavir + Opadry rosa;
(G) Fosamprenavir + Povidona K30;
(H) Fosamprenavir + Silica anidra coloidal;
() Fosamprenavir isolado.

Notas: Resultados: %;

IC = Intervalo de confianca: n= 3, a= 0,05.

5.6 ESTUDO DA ESTABILIDADE POLIMORFICA

A estabilidade polimorfica do fosamprenavir calcico foi avaliada pelas técnicas de

FTIR e PXRD. Os resultados sao descritos abaixo:

5.6.1 Analise por espectroscopia no infravermelho
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Conforme demonstrado na Figura 41, os espectros de infravermelho para o
fosamprenavir calcico no tempo inicial e ap6s 3 e 6 meses de incubacdo ndo apresentaram
alteracdes nos modos de frequéncia vibracional dos grupos funcionais presentes na molécula
do farmaco. Sendo assim, ndo ha evidéncias de alteracBes polimdrficas do farmaco quando

submetido as condicOes de estocagem avaliadas.

5.6.2 Analise por difratometria de raios X em po

Os difratogramas do fosamprenavir célcico no tempo inicial e apoés 3 e 6 meses de
incubacdo sdo apresentados na Figura 47. A sobreposicdo dos graficos permite verificar que
em todas as amostras os picos de Bragg ocorrem sempre nos mesmos angulos de difracéo, ou
seja, ndo ha diferencas de estrutura cristalina entre as amostras analisadas, corroborando com
os resultados obtidos por FTIR. Dessa forma pode-se concluir que a forma | do farmaco

fosamprenavir calcico ¢ estavel nas condic6es de temperatura e umidade avaliadas.

—— 6 meses
—— 3 meses
Inicial

v
J

J

5 10 15 20 25 30 35 40
2 0 (graus)

Intensidade (u.a)

Figura 47 - Difratogramas fosamprenavir calcico. Amostra de tempo
inicial, 3 e 6 meses de incubacédo a 40°C £ 2°C e 75% + 5%
de umidade relativa. Medidas de 20 entre 3° ¢ 40°, 40 KV,
30 mA e Cu-Ka (1,54178).

Fonte: Do autor.
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6 CONCLUSAO

O farmaco fosamprenavir célcico foi isolado eficientemente a partir do medicamento
Telzir® e caracterizado pelas técnicas de RMN, FTIR, EM, PXRD, SXRD, TG, DSC e MEV.
Os espectros obtidos por ressonancia magnética nuclear, espectroscopia no infravermelho e
espectrometria de massas foram condizentes com a estrutura quimica do farmaco,
comprovando que o produto obtido pelo método de extracdo foi realmente o fosamprenavir
calcico. A andlise por difratometria de raios X em po revelou que o farmaco obtido se
encontrava no estado cristalino, correspondente a forma polimorfica | ja descrita. As medidas
por difratometria de raios X em monocristal permitiram determinar a estrutura cristalina dessa
forma solida do farmaco. Além disso, comprovaram que esta é um hidrato pentahidratado
conforme ja descrito na literatura, contendo 3 moléculas de 4gua de coordenacdo ao ion célcio
e 2 moléculas de agua desordenadas em canal. As analises térmicas demonstraram que 0
farmaco sofre intensa degradacdo proximo ao seu ponto de fusdo e que o mesmo ndo
apresenta temperatura e entalpia de fusdo definidas, impossibilitando o emprego das técnicas
de TG e DSC em estudos de compatibilidade farmaco-excipiente. Além disso, as analises
térmicas e titulométrica em aparelho de Karl Fischer demostraram a presenca de 5 moléculas
de &gua presentes na forma | do fosamprenavir célcico, corroborando com os resultados
encontrados por SXRD. A avaliacdo morfologica da forma I do sal calcico do fosamprenavir
por MEV demostrou que este se cristaliza na forma de agulhas finas, o que geralmente esta
associado a dificuldades em processos farmacéuticos para obtencdo do insumo ativo e para o
desenvolvimento de formulacGes. A analise cromatografica revelou que o farmaco extraido a
partir do medicamento Telzir® apresentou elevada pureza, possibilitando a sua utilizacéo
como padrdo de trabalho nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente. A avaliacdo da
estabilidade intrinseca do farmaco revelou que o mesmo sofre degradagdo quando submetido
a hidrolise acida, hidrélise basica e meios oxidativos. Nestas condi¢cdes foi verificada a
formacdo de 3 produtos de degradacdo do fosamprenavir, dos quais dois tiveram a estrutura
elucidada através de experimentos MS/MS . O produto de degradacdo com relagdo m/z 472,
formado pela hidrolise &cida e basica do grupo carbamato presente na molécula do farmaco,
corresponde a impureza A do fosamprenavir calcio, ja descrita na literatura. O produto de
degradacdo com relagdo m/z 530 foi formado devido a utilizacdo do metanol no preparo das
amostras, sendo um pseudo-produto de degradacdo. A validacdo do método cromatografico

comprovou a sua adequabilidade em estimar o teor do farmaco e quantificar seus produtos de



114

degradacdo. Nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente, as amostras analisadas por
FTIR demonstraram uma aparente interacdo no estado sélido entre o fosamprenavir célcico e
0s excipientes silica anidra coloidal e estearato de magnésio. Essas interacdes ndo foram
induzidas pelas condicdes de temperatura e umidade utilizadas no estudo, uma vez que foram
detectadas ja nas amostras de tempo inicial. Além disso, a analise por CLAE demonstrou que
essas interaces ndo foram de natureza quimica, uma vez que nao ocorreu a reducdo no teor
de farmaco e nem a formacdo de produtos de degradacdo nessas amostras. As analises por
cromatografia liquida também revelaram auséncia de incompatibilidade quimica entre o
fosamprenavir célcico e os excipientes povidona K-30, crospovidona, croscarmelose sodica,
opadry rosa e amido glicolato de sodio. A avaliacdo da estabilidade polimdrfica da forma
cristalina | do fosamprenavir célcico revelou que esta é estavel nas condicdes de estocagem

avaliadas. Ndo foram observadas transicdes de fase nas amostras analisadas.
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