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RESUMO

O trabalho objetivou a formagdo do complexo darunavir:B-ciclodextrina e o estudo das
consequéncias desta complexagdo, além do desenvolvimento e validagdo de métodos
analiticos para determinagdo qualitativa e quantitativa do darunavir em comprimidos (livre)
e complexado a B-ciclodextrina. darunavir livre. Durante todo o tempo de pesquisa a forma
etanolato do darunavir foi controlada para garantir o uso do mesmo polimorfo e ndo haver
diferencas analiticas. As andlises qualitativas foram realizadas por cromatografia em
camada delgada (CCD), espectrofotometria no ultravioleta (UV), espectrofotometria no
infravermelho (IV), cromatografia liquida (CL) e eletroforese capilar (EC) possibilitando a
identificagdo do darunavir etanolato em comprimidos. Métodos mais dinamicos e
ecologicamente corretos foram validados para a quantificagdo do darunavir etanolato na
forma farmacéutica utilizando o IV ¢ a EC. Os resultados das validagdes foram analisados
comparativamente e as técnicas mostraram-se equivalentes sendo, portanto,
intercambidveis. darunavir:B-ciclodextrina. O darunavir foi complexado a B-ciclodextrina e
confirmado através de técnicas térmicas e estudado por métodos espectroscopicos. Suas
propriedades foram comparadas as do farmaco livre quanto a solubilidade e o complexo de
inclusdo mostrou ser 28 vezes mais solivel que o darunavir quando utilizada a solugdo
tamponante acetato 0,05 M pH 4,5. Este avango da tecnologia farmacéutica abrange a
resolucdo “Best medicines for children” discutida na Assembleia Mundial da Saude, a qual
langou a campanha global “Make medicines child size”. Um método para quantificacdo de
darunavir no complexo foi validado através da CL acoplada a espectrometria de massas
(CL-EM), nele foram identificados seis produtos de degrada¢do sendo dois provenientes da
degradacdo em meio acido, um da degradacdo em meio basico e trés em meio oxidativo.
Uma técnica de CCD desenvolvida foi adequada para a visualizagdo de todos os produtos
de degradag@o do complexo darunavir:p-ciclodextrina observados no método de CL, sendo
alcancado de forma mais rédpida e com menor custo. O complexo mostrou-se estavel
quando exposto a temperatura de 30 °C £+ 2 °C e umidade de 75 % UR £ 5 % UR por 24
meses. Todo o trabalho desenvolvido nesta tese contou com as ferramentas da qualidade,
que sdo de fundamental importancia por ajudar a resolver problemas, otimizar tempo e
também detectar novas possibilidades para melhorar um processo ou torna-lo mais efetivo
frente ao objetivo pretendido.

Palavras-chave: darunavir, darunavir:B-ciclodextrina, estabilidade, produtos de
degradacdo, solubilidade.



ABSTRACT

The work aimed the formation of complex darunavir:B-cyclodextrin and the study of the
consequences of complexation, as well as development and validation of analytical
methods for qualitative and quantitative determination of darunavir in tablet (free) and
complexed to P-cyclodextrin. darunavir free. The form of darunavir ethanolate was
monitored throughout research time to ensure use of the same polymorph and no analytical
differences. Qualitative analysis was performed by thin layer chromatography (TLC),
ultraviolet spectrophotometry (UV), infrared spectroscopy (IR), liquid chromatography
(LC) and capillary electrophoresis (CE) allowing the identification of darunavir ethanolate
in tablets. More dynamic and environmentally friendly methods were validated for the
quantification of darunavir ethanolate in pharmaceutical form using the IV and CE. The
results of the validations were comparatively analyzed and techniques were equivalent and
are therefore interchangeable. darunavir:-ciclodextrina. Darunavir was complexed with -
cyclodextrin and confirmed by thermal techniques and studied by spectroscopic methods.
Its properties were compared to the free drug as to solubility of inclusion complex and it is
28 times more soluble than darunavir when using buffer solution of 0.05 M acetate pH 4.5.
This advance of pharmaceutical technology covers the resolution "Best medicines for
children" discussed in the World Health Assembly, which launched the global campaign
"Make medicines child size". A method for quantification of darunavir in the complex was
validated by LC coupled with mass spectrometry (LC-MS), with him were identified six
degradation products, two from acid degradation, one from basic degradation and three
from oxidative degradation. A developed TLC technique was adequate for visualizing all
degradation products of complex darunavir:B-cyclodextrin observed in the CL method,
being achieved faster and cheaper. Complex darunavir:B-cyclodextrin was stable when
exposed to temperature of 30 °C = 2 °C and humidity of 75 % RH + 5 % RH for 24
months. All the work done in this thesis included the quality tools, which are fundamental
because they help solve problems, optimize time and also detect new possibilities to
improve a process or make it more effective according to the intended objective.

Keywords: darunavir, darunavir:B-cyclodextrin, degradation products, solubility, stability.
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INTRODUCAO

O darunavir ¢ um inibidor de protease (IP) utilizado no tratamento da infec¢do pelo
Human Immunodeficiency Virus (HIV). Trata-se de um dos pilares da terapia do coquetel
para pacientes portadores do virus.

E um analogo sintético ndo peptidico do amprenavir que se tornou disponivel
comercialmente em 2006. No mercado encontram-se darunavir etanolato em suspensao oral
de 100 mg/mL e comprimidos de 75, 300, 400 e 600 mg por esta ser a forma mais estavel.
Ele ¢ comercializado pela Janssen-Cilag com o nome de Prezista®.

E a nova geragdo de IP, inibe a protease envolvida na multiplicagdo do virus, ¢ ativo
contra a maioria dos HIV resistentes a outros IP e a inducgdo e a selecdo de mutagdo que
conferem resisténcia ¢ mais lenta e mais dificil com o uso do darunavir.

O darunavir existe em duas ou mais formas cristalinas, tendo diferentes arranjos
e/ou conformagdes na sua estrutura. Sendo assim, o estudo do polimorfismo do darunavir
utilizado nas analises laboratoriais ¢ imprescindivel para a deteccdo de possiveis diferengas
analiticas.

Foi realizado estudo de polimorfismo do darunavir para certificagdo da utilizagdao da
mesma forma cristalina ao longo do desenvolvimento dos métodos analiticos. Para este
estudo foram utilizadas as técnicas térmicas de termogravimetria (TG) e calorimetria
diferencial de varredura (DSC), difracdo de raios-X e espectroscopia de absor¢do na regiao
do infravermelho (IV).

O darunavir apresenta baixa solubilidade em dgua e baixa biodisponibilidade oral,
por isso necessita de administragcdo em doses relativamente elevadas para o sucesso do
efeito terapéutico. A complexacdo de farmacos utilizando ciclodextrinas ¢ bem-vinda neste
aspecto por melhorar a solubilidade e, consequentemente, aumentar a taxa de dissolugdo de
farmacos pouco soluveis.

Foram realizados tanto a complexa¢@o do darunavir com a B-ciclodextrina como o
estudo deste complexo de inclusdo através da TG, IV, ressondncia magnética nuclear de

hidrogénio (H-RMN) e Rotating frame nuclear overhauser effect spectroscopy (ROESY).
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Com o complexo darunavir:B-ciclodextrina formado foi realizado estudo de
solubilidade comparativo entre ele ¢ o darunavir livre quanto ao meio de dissolugdo e a
percentagem de farmaco dissolvido ou solubilizado.

A estabilidade ¢ uma qualidade requerida a todos os firmacos e consiste no periodo
a partir da data de fabricacdo e empacotamento da formulagdo até que a sua atividade
quimica e bioldgica ndo seja menor que um nivel pré-determinado de teor rotulado e suas
propriedades fisicas ndo tenham mudado apreciavelmente e de forma deletéria (VADAS,
2000).

Foi realizado estudo de estabilidade de longa duracdo para avaliar o comportamento
do complexo de inclusdo darunavir:B-ciclodextrina desenvolvido.

Virias técnicas analiticas foram discutidas neste trabalho com foco em aplicagdo
nas analises de rotina dos laboratérios de Controle de Qualidade das industrias
farmacéuticas, visando analises de maior valia, confiaveis e eficazes.

Foram desenvolvidos e validados métodos analiticos para determinagdo do
darunavir, uma vez que ele ndo apresenta monografia descrita em compéndios oficiais
(FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005; F. BRAS., 2010; EP, 2011; JP, 2011; BP, 2012;
USP 35, 2012).

O controle de qualidade na industria farmacéutica ¢ de fundamental importancia
para garantir a qualidade do produto final. Como o darunavir, até entdo, ndo possui
métodos de andlise padronizados em compéndios oficiais, este fato justifica novas
pesquisas nesta area para o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos, bem como
a analise quimico-farmacéutica para este farmaco tanto na matéria-prima como no produto
acabado, estudo de estabilidade e avaliagdo da complexacdo a B-ciclodextrina.

Ao longo do trabalho, as ferramentas da qualidade foram utilizadas para otimizar
tempo, resolver imprevistos, minimizar desvios, aprimorar a organizagdo pessoal e
profissional, detectar novas ideias e oportunidades, melhorar processos, inovar, desenvolver
espirito de lideranga de pessoas e equipes.

Atualmente, saber trabalhar com ferramentas como 5 S’s, 5SW e 2H, 6 o, Analise de
SWOT, Benchmarking, Brainstorming, Cartas de controle, Diagrama de Ishikawa, Failure

Mode and Effects Analysis (FMEA), Grafico de Pareto, Mapeamento de processos,
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Multivotagdo, Os 5 porqués, Poka Yoke, Quality Function Deployment (QFD), Tabela de
Pares e Team Charter sdao imprescindiveis para o sucesso e reconhecimento tanto na
carreira académica como industrial.

Assim sendo, neste trabalho foram discutidos (a) investigacdo do polimorfo de
darunavir utilizado nos estudos; (b) realizagdo e estudo da complexacdo do darunavir com a
B-ciclodextrina; (c) desenvolvimento e validagcdo de métodos analiticos para a quantificagio
do darunavir, incluindo analises espectroscopicas, eletroforéticas e cromatograficas; (d)
realizagdo do estudo de estabilidade de longa duracdo; (e) realizagdo do estudo de
solubilidade comparativa entre o darunavir e seu complexo de inclusdo; (f)
desenvolvimento de técnicas de identificagdo qualitativa para a forma farmacéutica e
matéria-prima, bem como (g) a utilizagdo de ferramentas da qualidade. Um fluxograma

com as atividades desenvolvidas esta ilustrado na Figura 1.

’7 Ferramentas da qualidade

darunavir livre darunavir:p-ciclodextrina

investigacdo de polimorfismo analises qualitativas andlises quantitativas complexacio

infravermelho eletroforese capilar teste de solubilidade anilises quantitativas estudo de estabilidade

cromatografia liquida

Figura 1. Fluxograma das atividades desenvolvidas.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Este trabalho objetivou a formacdo do complexo darunavir:B-ciclodextrina e as
consequéncias desta complexagdo, além do desenvolvimento e validagdo de métodos
analiticos para determinag¢do qualitativa e quantitativa do darunavir em comprimidos e
complexado a B-ciclodextrina.

Abordou também a utilidade e a importancia das ferramentas da qualidade.

E pretende colaborar com a literatura cientifica internacional, através da publicagio
dos resultados deste trabalho e contribuir com 6rgdos governamentais, Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Farmacopeia Brasileira, e com as industrias

farmacéuticas, através da qualificagdo de seus processos e produtos.

1.2. Objetivos especificos
e para o darunavir livre
o Investigar o polimorfo de darunavir utilizado nas anélises.
o Determinar o intervalo de fusdo do darunavir.
o Desenvolver método por cromatografia em camada delgada - CCD para
identifica¢do do darunavir em comprimidos.
o Desenvolver método por espectrofotometria na regido do ultravioleta - UV
para identifica¢do do darunavir em comprimidos.
o Desenvolver e validar método por espectrometria na regido do IV para
determinagdo qualitativa e quantitativa do darunavir em comprimidos.
o Desenvolver e validar método por eletroforese capilar para determinagdo
qualitativa e quantitativa do darunavir em comprimidos.
e para o darunavir:f-ciclodextrina
o Complexar o darunavir a B-ciclodextrina.
o Realizar andlises térmicas e espectroscopicas para caracterizagdo do

complexo de inclusdo formado.
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Comparar a solubilidade do darunavir complexado a B-ciclodextrina frente
ao darunavir livre.

Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia -
CLAE para determinagdo qualitativa e quantitativa do darunavir no
complexo de inclusdo.

Identificar os possiveis produtos de degradagdo do complexo darunavir:f3-
ciclodextrina por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM).

Avaliar a influéncia da CCD na identifica¢do dos produtos de degradacdo do
complexo darunavir:B-ciclodextrina.

Realizar estudo de estabilidade de longa duragdo com o complexo

darunavir:B-ciclodextrina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estrutura quimica

O darunavir (Figura 2) apresenta formula molecular C,7H37N305S e peso molecular
igual a 547,73 g/mol (GOLDWIRT et al., 2007) (O’NEIL, 2006). Possui o seguinte nome
quimico: [(1S,2R)-3-[[(4-aminofenil)sulfonil](2-metilpropil)Jamino]-2-hidréxi-1-
(fenilmetil)propil]-acido carbamico (3R,3aS,6aR)-hexahidrofuro[2,3-b]furan-3-il éster
(O’NEIL, 2006).

NH;

Figura 2. Estrutura quimica do darunavir (CAS 206361-99-1).

O darunavir apresenta cinco valores de pKa, ou seja, pKal = 14,31 £+ 0,20, pKa2 =
11,43 + 0,46, pKa3 = 7,75 £ 0,70, pKa4 = 1,75 £ 0,10 e pKa5 = 1,66 + 0,70, como
mostrado na Figura 3 (software ACD/Labs 6.0).

Figura 3. Grupos funcionais correspondentes aos valores de pKa do darunavir.
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2.2. Formas estruturais

S0 conhecidas trés formas de darunavir: amorfo, etanolato e hidrato. O darunavir
etanolato converte-se na forma hidrato com a umidade relativa do ar moderada ou alta a 25
°C, e converte-se de volta para a forma etanolato em atmosfera de alcool etilico. O nivel de
hidratacdo da forma hidrato ¢ determinado pela umidade ambiental. A forma hidrato se
transforma na forma amorfa quando a agua ¢ removida por secagem a baixa umidade
relativa ou aumento da temperatura. O darunavir amorfo obtido por desidratagdo da forma
hidrato através do aumento da temperatura converte-se em hidrato em condi¢des ambiente
com moderada ou alta umidade relativa, e em etanolato em atmosfera de alcool etilico. O
darunavir etanolato torna-se amorfo em temperatura elevada em ambiente seco
(GYSEGHEM et al., 2009). A Figura 4 mostra as rotas simplificadas para a obtencdo das

trés formas de darunavir.
atmosfera de etanol

———— |

umidade moderada secagem a baixa umidade
ou alta ou aumento da temperatura

darunavir o, oo darunavir e darunavir

etanolato {:::I hidrato : : amorfo
atmosfera de etanol umidade moderada
ou alta

e T ——

aumento da temperatura e ambiente seco

Figura 4. Obteng¢do das formas amorfo, etanolato e hidrato do darunavir.

Durante o armazenamento, a conversao parcial da forma etanolato para hidrato pode
ocorrer, no entanto, isto ndo afeta a qualidade do produto ou o seu desempenho (REDDY et
al., 2013). A forma hidrato ¢ menos estavel comparada a forma etanolato, sendo mais
susceptivel a degradacido ou decomposigao.

O darunavir comercializado recebe o nome de Prezista® e encontra-se na forma

etanolato (massa molecular igual a 593,73 g/mol) por ser a forma mais estdvel, mas as
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condi¢des ambientais podem desencadear a sua conversao nas outras formas (GYSEGHEM

et al., 2009).

2.3. Mecanismo de acio
O darunavir inibe seletivamente a clivagem do HIV codificado pela poliproteina
Gag-Pol (ilustrada na Figura 5) em células infectadas, impedindo assim a formagdo de

particulas virais maduras (GANDURI ez al,, 2011).

Gag-Pol

envoltério lipidico

transcriptase reversa

integrase

protease

+ +
0000000

Figura 5. Célula infectada com o HIV, enfocando os seus componentes.

O grupo 3(R), 3a(S), 6*(R)-bistetetrahidrofuraniluretanoisoéstero (Figura 6) favorece
a formagdo de fortes ligagdes de hidrogénio com o centro ativo da protease. Esta unido
representa uma associagdo rapida e uma dissociacdo lenta, o que aumenta a eficacia e
duragdo da agdo contra a protease viral. A afinidade desta unido ¢ 100 vezes superior que a

do amprenavir, outro IP (GARCIA er al., 2011).

WH;

Figura 6. Estrutura quimica do darunavir com destaque para o grupo 3(R), 3a(S), 6*(R)-

bistetetrahidrofuraniluretanoisostero.
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2.4. Farmacocinética

Farmacos IP sdo um dos pilares da terapia de coquetel (SOSNIK et al., 2009) e o
darunavir é a nova geracdo de sintéticos ndo-peptidicos inibidores da protease
(GYSEGHEM et al., 2009). Eles sdo substratos para bombas de efluxo e assim sua
absor¢ao oral € restrita. Por causa de sua afinidade por esses transportadores de remogao, o
perfil farmacocinético depende de padrdes de farmacogenética e exigem ajuste da dose.
Esta é uma questao crucial em pacientes pediatricos (SOSNIK ez al., 2009).

Segundo McCoy (2007), os eventos mais comumente relatados do darunavir foram
sintomas gastrointestinais, nauseas e cefaleia.

Com relagdo as propriedades farmacocinéticas, no plasma o darunavir se liga em 95
% das a-acidoglicoproteinas. O volume de distribuicdo ¢ de 88 L e quando associado ao
ritonavir este valor aumenta para 131 L. O darunavir sofre metabolismo hepatico oxidativo
mediante o citocromo P450, principalmente o CYP3A4, dando lugar a trés metabolitos
oxidativos com atividade 10 vezes inferior ao darunavir. Sua eliminagdo intacta é de 41,2 %
nas fezes e 7,7 % na urina (GARCIA ez al., 2011).

As doses citotdxicas sdo muito maiores do que as doses terapéuticas, permitindo
uma ampla margem de seguranga ao darunavir. E eficaz contra todos os subtipos de HIV-1
e contra o HIV-2. Também ¢ ativo contra a maioria dos HIV resistentes a outros IP
(GOLDWIRT et al., 2007; TAKAHASHI et al, 2007; GARCIA et al, 2011), ¢ sua
robustez contra os mecanismos conhecidos de resisténcia do HIV também ¢ superior aos
outros IP disponiveis. A indugo ¢ a selecdo de mutagdes que conferem resisténcia a este
farmaco parecem ser mais lentas e mais dificeis, o que poderia permitir-lhe manter o seu

efeito antiviral inalterado por longos periodos (LIANO & TENORIO, 2008).

2.5. Aplicacdes clinicas

Os IP foram um grande avango terap€utico em meados dos anos 1990 para o
tratamento da infeccdo pelo HIV, o que resultou na esperanca de vida para os pacientes que
tiveram fracasso nas terapias anteriores.

O darunavir ¢ um andlogo sintético ndo peptidico do amprenavir (McCOY, 2007),

que foi projetado especificamente para superar os problemas com os agentes mais antigos
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nesta classe, tais como o indinavir (REDDY et al., 2013). Foi aprovado nos Estados Unidos
pela Food and Drug Administration (FDA) em junho de 2006 e, em fevereiro de 2007, a
Comissao Europeia autorizou sua comercializagdo (HEINE et al., 2007).

Intervengdes terapéuticas em HIV tém sido principalmente direcionadas a duas
enzimas virais, a transcriptase reversa e a protease (FAYET ef al., 2009). Em 2008, as
Diretrizes da Associacdo Britanica de HIV recomendaram aos pacientes sem tratamento
prévio, uma combinacdo de trés ou mais agentes antirretrovirais, um inibidor ndo
nucleosidico da transcriptase reversa (ITRNN) ou o ritonavir em associagdo com um IP
junto com dois inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (INTR) (ELSE et al,
2010).

A High Activity Antiretroviral Therapy (HAART) ¢ considerada como um dos mais
significativos avangos no campo da terapia contra o HIV (SHARMA & GARG, 2010), que
combina pelo menos trés antirretrovirais e, por mais de uma década, tem sido usado para
prolongar a vida util dos pacientes infectados. A ingestdo cronica de HAART ¢ obrigatéria
para controlar a infec¢do (SOSNIK et al., 2009).

O darunavir ¢ efetivo em pacientes previamente tratados com antirretrovirais,
mesmo com aqueles que possuem cepas de HIV-1 que sdo resistentes a mais do que um IP
(TAKAHASHI et al., 2007). Sendo assim, ele ¢ um componente essencial de muitas
terapias de resgate em pacientes ja com experiéncia de uso de antirretrovirais. O Prezista® é
uma opg¢ao para o Office of AIDS Research Advisory Council (OARAC) no tratamento de
adultos e adolescentes com ou sem terapia prévia (REDDY et al., 2013).

Seu uso em associagdo com outros antirretrovirais também estd sendo estudado.
Varios estudos de fase III em andamento estio mostrando que a combinagdo
darunavir/ritonavir ¢ altamente eficiente e superior a combinac¢do de lopinavir/ritonavir,
relacionada a terapia de primeira linha (REDDY et al., 2013). A ag¢do do darunavir ¢
potencializada com a associagdo do ritonavir e dessa forma foi avaliada sua tolerancia e
segurancga. Foi observado que o darunavir é bem tolerado, com reacdes adversas inferiores

aos outros IP.
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A monoterapia do darunavir também foi avaliada. Ele apresenta eficacia ndo
inferior a terapia tripla com darunavir e dois andlogos nucleosidicos da transcriptase reversa
(GARCIA et al., 2011).

No mercado encontram-se as formas farmacéuticas comprimidos de darunavir
etanolato de 75, 300, 400 e 600 mg e suspensdo oral de 100 mg/mL, todos com o nome de
Prezista®. A dose ¢ de 1000 mg por dia em 1 ou 2 doses e ndo ¢ adequada para dose

pediatrica (SOSNIK ez al., 2009).

2.6. Caracteristicas dos antirretrovirais

A maioria das entidades quimicas recém-descobertas, apesar da alta atividade
terapéutica, tem baixa solubilidade em 4gua e baixa biodisponibilidade oral, levando a ma
absor¢do pelo trato gastrointestinal (SINHA ef al., 2010). As caracteristicas importantes de
uma molécula que precisam ser consideradas para efeitos positivos anti-HIV sdo, dentre
outras, a solubilidade e a estabilidade em fluidos bioldgicos. Quando estas propriedades sdo
desfavoraveis para o desenvolvimento de medicamentos especificos, o processamento € o
desenvolvimento de formulagdes alternativas podem ser empregadas para alcangar o
maximo ganho terapéutico (SHARMA & GARG, 2010).

Esses novos farmacos necessitam de uma administragdo frequente em doses
relativamente elevadas sendo a principal causa da ndo adesdo do paciente ao tratamento e
um obstaculo para o cumprimento da farmacoterapia (SOSNIK et al., 2009). A HAART
prolongada ¢ frequentemente associada com o surgimento de cepas resistentes do HIV.
Além disso, ha questdes importantes de reacdo adversa ao medicamento e interagdo
medicamentosa associada a terapia antirretroviral. Embora os regimes mais recentes em
HAART tém toxicidade significativamente menor, a modulacdo de lipidios e metabolismo
da glicose ainda ¢ um grande problema. Apos o tratamento cronico mesmo a toxicidade
moderada pode levar a complicagdes graves. O insucesso do tratamento ndo sé afeta a
qualidade de vida do paciente, mas também contribui significativamente para a carga
economica do sistema de saide (SHARMA & GARG, 2010).

A HAART pediatrica ¢ especialmente dificil. Apenas 12 antirretrovirais foram

aprovados para administragdo em criangas (em oposi¢do aos 25 aprovados para adultos).
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Neste contexto, nota-se a necessidade do desenvolvimento de encapsulamento de
antirretrovirais e estratégias de liberacdo; trabalhar os aspectos tecnologicos (por exemplo,
baixa solubilidade em agua e estabilidade em condi¢des fisioldgicas) com o objetivo de
reduzir a frequéncia de dosagem e para melhorar o cumprimento da farmacoterapia
existente (SOSNIK et al., 2009). Portanto, hd um grande interesse no desenvolvimento de
métodos  eficientes, confidveis, econdmicos e escalonaveis para aumentar a
biodisponibilidade oral de firmacos pouco soliveis em agua (SINHA et al., 2010). Estes
métodos estdo se tornando complementares ao desenvolvimento de novos medicamentos
(SOSNIK et al., 2009).

A maioria dos IP tem alta massa molecular, solubilidade dependente de pH (alta
solubilidade em pH 4cido) e alto log P (alta lipofilicidade), e todas estas propriedades
afetam adversamente a biodisponibilidade oral. Além disso, eles sdo substratos da
glicoproteina-P, um transportador de remocgdo, efluxo (SHARMA & GARG, 2010). A
biodisponibilidade do darunavir ¢ de 37 %, mas quando se combina com o ritonavir
aumenta para 82 %. O darunavir é metabolizado principalmente pela CYP3A. O ritonavir
inibe a CYP3A, aumentando as concentracdes plasmaticas de darunavir de forma

consideravel (GARCIA et al., 2011).

2.7. Polimorfismo

E sabido que o polimorfismo de firmacos, capacidade de uma substincia existir
como duas ou mais formas cristalinas, tendo diferentes arranjos e/ou conformacdes das
moléculas na sua estrutura cristalina (GYSEGHEM et al, 2009), afeta na atividade
terapéutica por apresentar diferencas nas propriedades farmacoldgicas. O estudo de
polimorfismo do darunavir utilizado nas analises laboratoriais ¢ importante para a deteccdo
de possiveis diferencas analiticas.

Segundo Gyseghem e colaboradores (2009), o darunavir mostrou comportamento
pseudopolimdrfico, uma vez que existe na forma de cristais de etanolato e hidrato. A forma
ndo solvatada ¢ amorfa. Pseudopolimorfos sdo formas cristalinas formadas quando existem
moléculas de solvente ou de outras substancias na rede cristalina do farmaco. A formagéo

de pseudopolimorfos pode ocorrer durante 0 manuseio, processamento € armazenamento. A
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tendéncia de uma molécula formar solvatos estd relacionada com a estrutura molecular,
padrdes de ligagdo de hidrogénio e empacotamento cristalino. O solvente serve para
estabilizar a estrutura, o processo de dessolvatagcdo ndo resulta na formagdo de uma nova

forma cristalina e pode gerar uma forma amorfa da substancia.

2.8. Métodos de analise para o darunavir

O desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e confiaveis para o controle de
qualidade dos medicamentos comercializados ¢ de extrema importancia e tem por objetivo
fornecer informacgdes confidveis quanto a natureza e a composi¢do dos materiais em analise
(LA ROCA et al, 2007). A validagao ¢ parte importante do programa de garantia de
qualidade e tem por objetivo demonstrar que o método analitico ¢ adequado para a proposta
pretendida e € seguro ao ser executado (ICH, 2005), sendo os procedimentos incluidos nas
normas de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) exigidas pela Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos, e aplicadas nas industrias farmacéuticas, devendo, também
ocorrer conforme a norma de gestdo de Boas Praticas de Laboratorio (BPL) (SHABIR,
2003).

Nas farmacopeias pesquisadas (F. PORTUGUESA, 2005; F. BRAS, 2010; EP,
2011; JP, 2011; BP, 2012; USP 35, 2012) o darunavir ndo apresenta monografia descrita.
Na literatura foram encontrados métodos por CLAE (GOLDWIRT et al., 2007;
TAKAHASHI et al., 2007; GANDURI et al., 2011; SATYANARAYANA et al., 2011;
REDDY et al., 2013) para detec¢do do farmaco em plasma e em produto farmacéutico,
método por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(CLUE-EM) (GUPTA et al., 2011) ¢ CLAE-EM (GARCIA er al., 2011) para deteccio do
farmaco em fluidos bioldgicos e método por CLAE-EM para deteccdo simultanea de
darunavir e outros fArmacos antirretrovirais em plasma (HEINE et al., 2007; FAYET et al.,
2009; MARTIN et al., 2009; REZK et al., 2009; D’AVOLIO et al., 2010; ELSE et al.,
2010), sangue, saliva e tecidos (HEINE ez al., 2008).

A CLAE-EM permite a determinacgdo rapida e simultanea de multiplos analitos em
uma Unica corrida. Além do mais, a sua alta sensibilidade facilita o uso de pequenos

volumes de amostra e a determinagcdo de analitos em outras matrizes nas quais a
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concentragdo pode estar baixa (HEINE ez al., 2007). No entanto, segundo Takahashi e
colaboradores (2007) e Goldwirt e colaboradores (2007), o equipamento de CLAE-EM ¢
economicamente dispendioso e indisponivel nos laboratérios, por isso a necessidade de
desenvolvimento de métodos alternativos como a CLAE. Todavia, algumas fases moveis
descritas na literatura (SATYANARAYANA et al., 2011; REDDY et al., 2013) sao
deficientes pois incluem solugao tamponante fosfato 50 mAM, o que ndo contribui para uma
dindmica maior da industria farmacéutica, pois requer maior tempo de preparo, sua vida ttil
¢ baixa havendo a necessidade de preparacdes mais frequentes e promove uma diminui¢ao
no tempo de uso da coluna devido as interagdes. Solu¢des tamponantes em fase movel ndo
sdo uma tendéncia moderna. Em outro artigo, Goldwirt (2007) e colaboradores utilizaram
agua ¢ acetonitrila na fase mével. Contudo, o tempo de detec¢do do darunavir foi de 17,5
min, um tempo longo visando a vazdo mais rapida das anélises laboratoriais e industriais.

Na técnica de CLAE-EM alguns autores (HEINE ez al., 2007; HEINE et al., 2008;
FAYET et al., 2009; MARTIN ez al., 2009; GARCIA et al., 2011) também recorreram ao
uso de solugdo tamponante na fase movel, o que traz os questionamentos citados acima
sobre prezar a logistica mais dindmica da industria farmacéutica.

A Tabela 1 mostra alguns métodos para determinagdo do darunavir.
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2.9. Ferramentas da qualidade

Ferramentas da Qualidade s3o técnicas utilizadas com a finalidade de mensurar,
definir, analisar e propor solugdes para os problemas que interferem no bom desempenho
dos processos de trabalho.

Na realizagdo deste trabalho as ferramentas foram imprescindiveis. Elas estavam
presentes em todos os momentos, tanto para execu¢do da parte pratica como no
comportamento pessoal e profissional.

Nos, que trabalhamos com qualidade, temos por obriga¢do conhecé-las e aplica-las
diariamente. As ferramentas da qualidade devem estar em tudo o que fazemos, da forma em
que pensamos € como agimos.

Qualidade ¢ aquele produto ou servico que atende perfeitamente, de forma
confidvel, de forma acessivel, de forma segura e no tempo certo as necessidades do cliente
(CAMPOS, 1992).

Na década de 50 iniciou-se um questionamento sobre o custo que a ndo qualidade
imprimia as organizagdes, pois até entido a premissa de que os defeitos tinham um custo era
o Unico enfoque priorizado. No entanto, como era possivel mensurar qual seria o grau de
qualidade suficiente?

Em resposta a este questionamento, Joseph Juran, em 1951, langa o livro "Quality
Control Handbook", em que, pela primeira vez, desenvolve-se uma visdo dos custos da
qualidade, enfocando em custos evitaveis e inevitaveis.

Os custos inevitaveis foram associados a prevencdo, ou seja, a inspecdo, a
amostragem, a classificacdo e a outras iniciativas de controle da qualidade. Os custos
evitaveis eram aqueles dos defeitos e das falhas dos produtos, representados através do
material sucateado, das horas de trabalho necessarias para se refazer o produto e repara-lo e
do processamento das reclamacdes e prejuizos financeiros resultantes de clientes
insatisfeitos (JURAN & GODFREY, 1999).

Nos anos 90, Moller (1992) um dos grandes precursores no incentivo ao
treinamento e educagdo para a qualidade reforga que a qualidade est4 crescendo com todo o
mundo e que 20 a 30 % do faturamento das empresas sdo gastos na producdo e reparo de

trabalhos mal feitos, corrigindo defeitos, desprezando produtos defeituosos, resolvendo
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conflitos internos e lidando com reclamacgdes, prejudicando muitas vezes a imagem da
empresa, onde o custo ¢ incalculavel.

A qualidade é conhecida ha muito tempo, porém sé recentemente ela surge como
funcdo gerencial.

As ferramentas da qualidade ajudam a estabelecer melhorias de qualidade. Afinal,
recursos significativos sdo desperdigados debatendo-se problemas relacionados a aceitacdo
do desvio padriao, necessidade de testes adicionais de controle de qualidade e
estabelecimento de critérios de aceitacao.

A seguir serdo descritas as seguintes ferramentas da qualidade: 5 S’s, 5W e 2H, 60,
Andlise de SWOT, Benchmarking, Brainstorming, Cartas de controle, Diagrama de
Ishikawa, FMEA, Grafico de Pareto, Mapeamento de processos, Multivotagdo, Os 5
porqués, Poka Yoke, QF D, Tabela de Pares e Team Charter.

29.1.58’s

Sdo 5 palavras em japonés, seiri; seiton, seiso, seiketsu e shitsuke. As trés primeiras
dizem respeito as agdes fisicas e operacionais e as duas ultimas dizem respeito a agdo
comportamental ou psicoldgica.

E um programa que visa principalmente & qualidade de vida de todas as pessoas na
organizacdo. S@o praticas de agdes simples, faceis, de aplicagcdo imediata, conseguindo
melhorar os ambientes de trabalho bem como tornar a convivéncia humana mais facil, isto
¢, trabalhar em equipe.

O primeiro S ¢é Seiri, o senso de utilizagdo, que diz para separar o material
necessario do desnecessario, descartar o desnecessario e guardar o necessario conforme
frequéncia de uso.

“Se usa todo dia, deixe bem proximo. Se usa uma vez por semana, deixe em algum
armario proximo. Se usa uma vez por més, deixe em algum armario longe”.

Para implantacdo do Seiri, € preciso ser criterioso, aplicar a metodologia para todas
as coisas no setor (bancadas de servigo, gavetas, prateleiras, armarios de arquivos), fazer 5
S eletronico, compartilhar coisas (chaves de trabalho, caixas de ferramentas,

grampeadores).
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As vantagens do Seiri sao melhora no tempo de procura, reaproveitamento de
recursos, aumento de seguranca, ambiente de trabalho mais agradavel, facilidade no
transporte interno ¢ melhora no fluxo de produgao.

O segundo S é Seiton, o senso de ordenagdo/arrumagdo. E arrumar e identificar tudo
aquilo que se utiliza. Ordenar o necessario. Definir e identificar um local para cada
material.

Para implantagdo do Seifon, ¢ preciso colocar todos os materiais necessarios no
lugar certo, através de codigos, cores, recipientes, visando evitar confusdes, padronizar a
maneira de guardar, de estocar materiais, relatorios ou ferramentas, levando em
consideragdo o peso € o formato a fim de facilitar a retirada e colocagio, sem correr riscos
de acidentes (quedas, distensdes), organizar de tal maneira que qualquer um encontre,
ordenar ¢ saber usar e guardar. Nunca esquecer que depois do uso, tudo deve voltar sempre
ao seu lugar. Utilizar sempre que possivel a comunicagdo visual, para facilitar a guarda e
estocagem de alguns materiais, sinalizar corredores, locais de carrinhos, areas de estocagem
e extintores.

As vantagens do Seiton sdo o acesso aos materiais com maior facilidade e rapidez.
Possibilita identificar os objetos que foram retirados do seu local de guarda, melhorar a
comunica¢do entre funcionarios, diminuir riscos de acidentes de trabalho apods a
padronizagdo e identificacdo de faixas, etiquetas, facilitar o transito de pessoas e materiais
pelo local de trabalho, evitar a compra de materiais e componentes desnecessarios e evitar
danos a materiais ¢ produtos armazenados, aumentar a racionalizagdo de trabalho, diminuir
o cansago fisico e mental e melhorar o ambiente, além de diminuir a incidéncia de erros.

O terceiro S ¢ Seiso, o senso de limpeza. A limpeza, neste caso, tem a finalidade de
inspe¢do, de descobrir vazamentos, irregularidades, rupturas e desgaste.

Limpar ¢ a melhor maneira de inspecionar o local de trabalho. Limpar € ndo sujar,
manter a limpeza geral, ter zelo pelo material de trabalho, protegé-lo, usar corretamente os
materiais.

Para implantag@o do Seiso, deve-se limpar tudo (local de trabalho, equipamentos,
mesas, armarios € arquivos), zelar pelos equipamentos de trabalho, deixando-os sempre

limpos e em condi¢des adequadas para serem usados novamente, usar devidamente
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materiais e equipamentos (ndo forcar a poténcia além do limite), inspecionar, por que
quando ¢ feita a limpeza completa em um equipamento é que se observam pequenos
defeitos.

As vantagens do Seiso incluem a satisfacdo em trabalhar num ambiente limpo, ter o
funcionamento adequado dos equipamentos, prevenir acidentes e eliminar condigdes
inseguras, pois o caminho estard livre e limpo, definir responsabilidade, eliminar o
desperdicio ao utilizar materiais e equipamentos da maneira correta e facilitar a inspecao
dos equipamentos.

O quarto S é Seiketsu, o senso de saude/bem estar. E manter tudo o que foi feito nos
trés primeiros S’s.

E preservar todas as conquistas anteriores, conservar a vida mantendo as fungdes
organicas, fisicas e mentais em situacdo normal (estado sadio), zelar pela higiene pessoal,
estar em seguranga.

Para implantag@o do Seiketsu € necessario ter os trés S’s anteriores bem implantados
e pratica-los cada vez melhor. Estar permanentemente vigilante quanto as condi¢des do
posto de trabalho, computadores, equipamentos, vidrarias, mesas e arquivos. Nao deixar
alimentos expostos sobre papéis e/ou documentos. Seguir e melhorar os procedimentos de
trabalho. Seguir regras estabelecidas pelo grupo.

As vantagens do Seiketsu incluem a melhora do ambiente de trabalho ¢ a
produtividade, a melhora da seguranca e eliminag¢do de condi¢des inseguras e a prevencao
de doengas.

O quinto S é Shitsuke, o senso de autodisciplina. E praticar o 5 S’s no dia-a-dia. E
mudanga de comportamento, ¢ melhoria continua, ¢ trabalho em equipe, ¢ simplificar, ter
coragem e persisténcia, bons habitos.

Para a implantagdo do Shitsuke, ja se deve praticar os quatro S’s no dia-a-dia. Assim
como o local de trabalho mudou, € necessario questionamentos a respeito do
comportamento individual, ao cumprimento de horarios (sempre havera alguém esperando),
ao companheirismo e solidariedade (apoiar os colegas) e destas atitudes depende o bom
ambiente de trabalho. Participar e colaborar com a melhoria continua no trabalho,

envolvendo os colegas sempre que houver problemas a resolver. E necessario parar, pensar,

Ana Carolina Kogawa



53
CAPITULO II - REVISAO DA LITERATURA

buscar sempre a forma mais simples e eficaz de fazer as coisas. Treinar bons habitos e
atitudes como cumprimentar as pessoas e agradecer. Ter coragem para mudar, tenacidade
para manter e persisténcia para aperfeicoar sempre o que ja foi conquistado.

As vantagens do Shitsuke sdo a previsibilidade dos resultados, o cumprimento das
normas éticas, a busca do aperfeigoamento dos colaboradores e o incentivo a capacidade

criativa dos funcionarios.

292.5We2H

E uma ferramenta utilizada para planejamento, cujas palavras em inglés, comegam
com W e H.

Registros do seu uso foram encontrados no "Tratado sobre Oratoria" escrito por
Marcus Fabius Quintilianus (entre os anos 30 e 100 d.C.). Esse tratado se refere a textos
para discursos. Quintilianus observou que, para se obter a compreensdo do publico sobre
qualquer tema era necessdria a utilizacdo do hexagono de perguntas contido em seu tratado.
As seis perguntas basicas a serem respondidas para o €xito da comunica¢do eram o que,
quem, quando, onde, por que € como.

Hoje, esta ferramenta consiste na resposta de sete questdes. No que consiste o
projeto (What)? Quando sera efetuado (When)? Qual a razao ou o porqué do plano (Why)?
Onde serd realizado (Where)? Quem realizara o projeto (Who)? Como serd realizado

(How)? Quanto custara (How Much)?

293.60

E uma ferramenta para atingir a exceléncia no desempenho, buscar o best in class,
sendo uma estratégia de negocio que requer uma mudanga organizacional. Através dela ¢
possivel reduzir a variabilidade e melhorar drasticamente os processos.

Sigma (o) ¢ uma letra grega usada para demonstrar a variabilidade de processos.
Um processo 6 ¢ se comporta tdo bem, que tem praticamente zero chance de cometer falhas

(Tabela 2).
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Tabela 2. Impacto do nivel sigma de uma empresa na porcentagem de vendas

Defeitos por milhdo de

Sigma oportunidades Custo da qualidade
2 308.537 (ndo competitiva) Nao aplicavel
3 66.807 25 a 40% das vendas
4 6.210 (média da industria) 15 a 25% das vendas
5 233 5 a 15% das vendas
6 3,4 (classe mundial) Maximo 1% das vendas

O inicio do 6 o se deu em 1986 pela Motorola nos Estados Unidos e sua aplicagdo
rendeu ganhos de US$ 2,2 bilhdes para a empresa entre o final da década de 1980 e inicio
da década de 1990. Hoje, esta ferramenta ¢ utilizada por muitas empresas, visando eliminar
custos e ndo contabiliza-los. Pois, segundo W. Edwards Deming, 85 % das razdes para as
falhas encontradas pelos clientes sdo relatadas como deficiéncias em sistemas e processos
ao invés do empregado. Assim, a regra de gerenciamento € para mudar o processo ao invés
de atormentar os individuos para fazer melhor.

A estrutura do programa conta com 1 Master Black Belt, 1 Black Belt para cada 100
funcionarios, Greens Belts ¢ Yellows Belts.

A mentalidade 6 ¢ visa eliminar a fabrica oculta criada pela variacdo dos processos.
Fébrica oculta € tudo o que ndo faz parte do processo normal, ndo contribui para o produto
final, mas que, igualmente, gera custo para a empresa. Ela atua como um iceberg do custo

da qualidade.

2.9.4. Analise de SWOT
Trata-se de uma ferramenta em que nos analisamos frente ao mercado e/ou aos
concorrentes. Com ela, € possivel detectar nossas forcas (Strength), fraquezas (Weakness),

oportunidades (Opportunity) e ameagas (Threats).

2.9.5. Benchmarking
E o processo de buscar continuamente os melhores métodos, praticas e processos,

usa-los como referéncia e adapta-los as nossas necessidades.
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O Benchmarking (interno e externo) ajuda a definir os objetivos de desempenho. E
um processo continuo de comparacdo dos produtos, servigos e praticas empresariais entre
os mais fortes concorrentes ou empresas reconhecidas como lideres.

E um processo de pesquisa que permite realizar compara¢des de processos e
praticas “companhia-a-companhia” para identificar o melhor e alcancar um nivel de
superioridade ou vantagem competitiva.

O Benchmarking ¢ um processo de aprendizado, um trabalho intensivo, que
consome tempo e requer disciplina.

Tem como objetivos aprender com os “melhores”, fixar novos padrdes de
desempenho de acordo com as melhores praticas conhecidas, aplicar os conhecimentos de
outros para alcangar novos padrdes de desempenho e melhora-los continuamente, facilitar o
conhecimento interno da propria empresa, promover o conhecimento do meio competitivo,
facilitar a gestdo por objetivos e constituir um exemplo de mudanca que reduz resisténcia

interna.

2.9.6. Brainstorming

Trata-se da geragdo livre de ideias, num espago de tempo entre 30 e 60 minutos,
dependendo da complexidade do assunto e da motivacdo da equipe. Usualmente, é um
trabalho em equipe e as equipes variam entre quatro € oito pessoas.

O Brainstorming ¢ util quando se deseja gerar, em curto prazo, uma grande
quantidade de ideias sobre um assunto a ser resolvido, possiveis causas de um problema,
abordagens a serem usadas ou agdes a serem tomadas.

Apds o Brainstorming, as ideias afins sdo reunidas e classificadas em temas e
categorias; dentro de cada categoria, procura-se combinar ideias similares e eliminar
duplicidades; selecionam-se as melhores ideias para serem analisadas, melhoradas e
aproveitadas e fornecer ao grupo um feedback sobre o resultado final do brainstorming e

mostrar como as contribui¢des foram valiosas.
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2.9.7. Cartas de Controle

Também chamada de cartas de Shewhart, CEP (controle estatistico de processo) ou
graficos de controle, sdo graficos no eixo XY confeccionados a partir da média, desvio
padrdo ou amplitude dos dados obtidos num processo produtivo qualquer. Tem o objetivo
de monitorar a estabilidade do processo produtivo. Trata-se de uma ferramenta de
diagnostico.

Walter A. Shewhart, fisico, engenheiro, estatistico e considerado o pai desta
ferramenta da qualidade disse que a variabilidade é normal e propds o grafico abaixo

(Figura 7) para aceitar produtos adequados e rejeitar produtos defeituosos num processo

produtivo.
Y

Y defeito

. _ __ __ __ __  LscC
normal
> s 'VA':F/
normal

@— —— — — — — LIC

defeito

X X

Figura 7. Ilustracdo da variabilidade de um processo, evidenciando o resultado esperado

que ¢ o efeito serrote. LSC = limite superior de controle e LIC — limite inferior de controle.

O grafico deve ser feito com a média ou desvio padrdo dependendo do impacto
desta medida no produto final, porque ¢ valido lembrar que a média é uma medida de

tendéncia central e, as vezes, ela pode ser a mesma, mas o desvio padrdo ¢ diferente.

2.9.8. Diagrama de Ishikawa

Talvez o Diagrama de Ishikawa seja a ferramenta mais ttil para identificar as
causas-raiz de um problema. Foi criado por Kaoru Ishikawa em 1943. E uma ferramenta
visual (Figura 8) para organizar as informacdes, a fim de estabelecer e esclarecer as

relagdes entre um efeito e suas causas principais. Ajuda a chegar a um entendimento
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comum do problema e sua(s) causa(s)-raiz ou impulsionadores potenciais. Esta ferramenta

também é conhecida como Ishikawa, espinha de peixe e causa e efeito.

setor setor setor

causa causa
R —
causa
causa

setor setor setor

problema

Figura 8. Ilustracdo do Diagrama de Ishikawa.

Para construir um Diagrama de Ishikawa, deve-se escrever o enunciado do
problema na cabega do “peixe.” Em seguida, determinar as categorias principais (causas)
do efeito em cada vértebra da espinha do peixe. Por fim, identificar as causas-raiz

potenciais do problema.

2.9.9. FMEA (Failure Mode and Effects Analysis)

E uma técnica para assegurar que todas as possiveis falhas de projeto, processo ou
sistema e seus efeitos, foram consideradas e analisadas, objetivando a redugdo ou
eliminagdo das chances dele vir a ocorrer, com agdes corretivas recomendadas, antes do
inicio da produgao.

E uma ferramenta preventiva, que evita a ocorréncia de falhas no projeto e/ou no
processo, prioriza as acdes de melhoria a partir da analise consistente das falhas potenciais,
objetiva eliminar e/ou detectar as falhas antes de iniciar o processo, reduz as chances do

projeto ou do processo falhar e aumenta a confiabilidade no projeto e no processo.
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O FMEA ¢ escolhido porque permite eliminar ou reduzir as possiveis falhas. Desta
maneira, a ocorréncia de falhas no produto, sistema ou processo sdo reduzidas, melhorando
assim a sua confiabilidade.

E aplicado na introdugdo de novos projetos e processos, na alteragdo significativa
nos projetos e processos, quando existe problemas de qualidade no processo e no
desenvolvimento ou mudanga de fornecedores.

Para aplicar o FMEA, as fontes de informagdes sdo os dados historicos de falhas
ocorridas em processos e produtos semelhantes, as reclamacdes de clientes, os relatérios de
produtos devolvidos em garantia (andlise de devolugdes) e as experiéncia dos membros do

grupo de trabalho.

2.9.10. Grafico de Pareto
O principio de Pareto diz que “um nimero pequeno de causas (20 %) ¢ responsavel

pela maior parte do problema (80 %)”. Poucos mas vitais, muitos mas triviais. Joseph M.

r

Juran mostrou que o principio € universal, sugeriu este principio e deu o nome em
homenagem ao Pareto.

O grafico de Pareto ¢ uma forma especial de grafico de barras (Figura 9) e deve ser
utilizado sempre que temos que estabelecer prioridades a partir de um numero variado de

informacdes e dados.

7100
180
180
170
160
150
140
130
120
110

B Possivels causas

—+— Percental acumulado

Figura 9. Ilustragdo do Grafico de Pareto.
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Assim, considerando o processo de melhoria da qualidade, o grafico de Pareto ¢
utilizado na selecdo de problemas que serdo projetos de melhoria; na identificagdo do
problema; na identificag¢@o das causas fundamentais dos problemas e na comparagao entre o
antes e o depois de uma agdo corretiva para avaliar o impacto das mudancas efetuadas no
processo.

A estratificacdo de Pareto ¢ uma ferramenta de analise que equipes podem usar para

focalizar o problema bem como os seus resultados.

2.9.11. Mapeamento de processos

E uma ferramenta visual que lista todas as entradas e as principais variaveis de saida
de processo, identifica os passos do processo que agregam ou nao valor para o cliente,
mostra as principais saidas de cada passo, lista as principais entradas e as classifica e
adiciona as especificacdes de operacdo e os objetivos do processo para as entradas variaveis
e criticas.

O mapeamento nunca termina. Deve-se manté-lo atualizado, se houver alteragdes ¢
necessario revisar o mapeamento de processo e té-lo sempre junto nos momentos de
analises e decisoes.

As duas ferramentas de mapeamento de processo mais utilizadas sdo: o Diagrama
top-down que documenta um processo chave e seus respectivos sub-processos € 0
Desdobramento Funcional que documenta os sub-processos, a sequéncia de etapas
individuais e os responsaveis.

Os simbolos sdo fundamentais para se realizar um Mapa de Desdobramento
Funcional, como mostrado na Figura 10. Utilizando-se os simbolos ¢ possivel ter um

Desdobramento Funcional preciso e descritivo.
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Proc eser @

Sub processos

Nio
—_ 5
& Sim
(A}

Figura 10. (A) Ilustragdo do Diagrama fop-down e do (B) Desdobramento Funcional.

O retangulo ¢ um simbolo de atividade, o losango ¢ um simbolo de decisdo, o
retangulo de cantos arredondados ¢ um simbolo que representa o inicio € o fim do
fluxograma, o retdngulo com um corte na ponta ¢ um simbolo de documento que representa
um documento pertencente ao processo, as setas sdo as linhas de fluxo que representam os
caminhos do processo que ligam elementos do mesmo e o circulo é um elemento conector

usado para indicar uma continuacdo do fluxograma.

2.9.12. Multivotacao

E um recurso utilizado em equipe para eleger as melhores alternativas, a partir de
uma relagio existente.

Se houver “n” alternativas, cada membro da equipe vota em “n/2” opgdes que ele
julgue melhor. Ao final, as que receberem mais votos sdo as melhores. Pode-se repetir mais
rodadas de votacdo se necessario, com a finalidade de reduzir as alternativas eleitas, refinar

o resultado ou obter maior consenso em torno das eleitas.

2.9.13. Os 5 porqués
Os “5 porqués” ¢ uma técnica para encontrar a causa raiz de um defeito ou

problema. Esta ferramenta ¢ muito usada na area de qualidade, mas na pratica se aplica em
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qualquer area. E uma boa técnica para resolver problemas simples e tomar os primeiros
passos para problemas mais complexos.

O principio ¢ muito simples. Diante de um problema, deve-se realizar cinco
interagdes perguntando o porqué daquele problema, sempre questionando a causa anterior.
Também ¢ importante entender que esta ¢ uma ferramenta limitada. Fazer cinco perguntas
ndo substitui uma analise de qualidade detalhada. Uma das principais criticas a ferramenta,
¢ que pessoas diferentes provavelmente chegardo a causas raiz diferentes com estas
perguntas. Por isso, o ideal ¢ que as perguntas sejam feitas com participacdo de toda a

equipe, para que gere um debate em torno das causas verdadeiras.

2.9.14. Poka Yoke

E um sistema a prova de erro. E impedir o defeito, detectar, descobrir e atuar na
causa.

O paradigma da falha € pensar que as pessoas sdo faliveis e, portanto, cometem
erros. No entanto, o pensamento Poka Yoke ¢ que as pessoas sdo faliveis e, portanto,
devemos criar maneiras de evitar que os erros acontecam.

“Nenhum programa de eliminacdo de erros terd sucesso se os operadores nio se
sentirem completamente engajados desde o inicio” Skip Pettry, Ford.

“E preciso acabar com o habito de achar culpados pelas falhas”. “Deve-se deixar de
encarar a pessoa que comunica um defeito como mensageiro da ma noticia e recompensa-la
por ter evidenciado uma causa de falha” Bruce Hamton, United Electric.

“A equipe que elabora um poka yoke deve contar com pessoas que possam
contribuir, quaisquer que sejam as suas posi¢des dentro da empresa” Paul Plant, United
Electric.

“Poka yoke ¢ a tentativa de tornar tudo o que se faz a prova de erro”. “Nao ha como
chegar a 3,4 PPM, que ¢ o objetivo do seis sigma, sem a completa eliminacdo das falhas no
processo produtivo” Ross Robson.

“O poka yoke ajuda também na eliminacdo da produgdo excedente, pois se sabemos
que ndo haverd problemas durante a manufatura, ndo precisamos colocar pecas a mais na

linha” Mark Horton, TRW.
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2.9.15. QFD (Quality Function Deployment)
E uma ferramenta que foi criada na década de 60 pelo japonés Yoji Akao e tem
como objetivo principal permitir que a equipe identifique e priorize as necessidades dos

clientes e/ou acionistas em seus projetos de melhoria.

2.9.16. Tabela de Pares

Esta técnica representa outra ferramenta util para priorizar uma lista de itens
qualitativamente.

E cleita quando as preferéncias da equipe ndo puderem ser determinadas
informalmente. Se a lista de itens for maior do que cinco, deve-se utilizar a multivotagdo ou
uma técnica semelhante para reduzir, primeiro, a lista a cinco itens, e somente depois usar a
Tabela de Pares, mostrada na Figura 11. Esta ferramenta forca a equipe a comparar os itens
e classifica-los individual e comparativamente. Os resultados combinados dessas tabelas de

pares ajudam a esclarecer quais devem ser as prioridades da equipe.

Q Votacido Pontos

@O " :
7-1 2
6-2 2

L®O 5 1
4-4 0

OO
DEeO®O

OEOO®E

Figura 11. Ilustrag@o da Tabela de Pares para 5 itens e uma equipe de 8§ membros. No

canto direito, um exemplo de sistema de pontos.

Para a construcdo da Tabela de Pares, marcam-se cada item de “A” até “E”, por
exemplo. Depois, marcam-se as colunas e carreiras de “A” até “E”. Para cada tabela de

pares, a equipe vai indicar a preferéncia por um item sobre o outro. A fim de indicar ainda
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mais a for¢a de cada preferéncia, estabelece-se concordancia sobre um sistema de pontos
que dé mais peso as preferéncias fortes do que as moderadas ou fracas.

Comparam-se os itens entre si, um por vez. Através de um sinal com as maos, a
equipe deve votar sua preferéncia por cada comparagao possivel. Apos cada voto, o lider da
equipe deve registrar os resultados, escrevendo a letra (no campo apropriado) que indica
qual foi o item preferido da equipe € o nimero que mostra a forg¢a da preferéncia da equipe.
Apos completar todas as comparagdes, conta-se o numero total de pontos atribuidos a cada

letra. Os totais de pontos vao ilustrar a preferéncia coletiva da equipe.

2.9.17. Team Charter

E uma ferramenta para registrar um projeto que define porque deveriamos fazer isto,
qual a sua importancia, que problema ha, que melhoria podemos ter, quais sdo os objetivos
e metas de melhoria, quais sdo os limites do projeto, até onde se pode chegar, quanto tempo

levara cada modulo, quem participard do projeto e em que area trabalham.

2.9.18. Equipe de trabalho

Algumas ferramentas s6 apontam o problema, sdo chamadas de ferramentas de
diagnostico. Dentre elas, podemos citar as Cartas de Controle. Outras mostram a causa, a
raiz da questdo e dentre elas podemos citar Diagrama de Ishikawa, Gréfico de Pareto, Os 5
porqués e Poka Yoke. Por este motivo é que se aconselha utilizar mais de uma ferramenta
da qualidade, para detectar o problema e resolvé-lo.

Além das ferramentas da qualidade descritas, também ¢ fundamental que uma
equipe seja eficaz.

Os membros devem conversar a respeito ¢ concordar como a equipe vai operar. Os
objetivos que forem estabelecidos devem ser discutidos e a equipe planejar como atingi-los.
Os membros da equipe devem poder expressar seus sentimentos, bem como suas ideias,
sem censura. Os limites devem ser identificados e discutidos. As discordancias devem ser
abordadas, construtivamente. Todos devem contribuir para o sucesso da equipe. As pessoas
devem ser responsaveis por liderar, quando necessario, as pessoas devem seguir em apoio

ao lider.
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Um bom membro de equipe, foca no objetivo do grupo, ouve sem julgar, apoia os
colegas membros da equipe, ¢ um membro ativo, ¢ capaz de comprometer-se que ¢
diferente de estar simplesmente envolvido, mantém bom relacionamento e toma a lideranga
para propor novas ideias e melhorias.

Um bom lider de equipe pensa em termos de sistemas, encoraja e apoia a confianca
entre todos os membros, capacita a equipe ¢ cada um de seus membros, identifica e resolve
problemas.

O analista é a maior fonte de incerteza. Hoje se d4 mais valor ao instrumental do
que ao comportamental. Dessa forma, as ferramentas da qualidade vém para ajudar no bem
estar pessoal que culmina em um bom ambiente de trabalho, uma boa relagio interpessoal
e, por conseguinte, na execucdo mais centrada e correta do trabalho em nosso dia a dia.

A proposta ¢ de que todos trabalhem como multiplicadores de inovacgéo, ideias e,

principalmente, qualidade.

2.10. Artigo publicado
Kogawa, A.C.; Salgado, H.R.N. Characteristics, complexation and analytical
methods of darunavir. British Journal of Pharmaceutical Research, v.4, n.1, p.1276-

1286, 2014.
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3. INVESTIGACAO DE POLIMORFISMO

3.1. Introducio

A capacidade de uma substancia existir em mais de uma estrutura cristalina ¢
chamada de polimorfismo. Por isso, o polimorfismo possui uma conotagao cristalografica e
s6 ocorre no estado sélido (CUFFINI e al, 2009). Muitos farmacos sdo capazes de
apresentar formas polimorficas (JANNUZZI et al., 2008).

Um composto quimico multicomponente solvato trata-se de um solido que possui
moléculas de solvente e do farmaco incorporadas na estrutura cristalina. Os hidratos sdo um
caso particular do solvato, no qual a molécula de solvente ¢ a 4gua (CUFFINI ez al., 2009).
Segundo Gyseghem e colaboradores (2009), o darunavir mostrou comportamento
pseudopolimérfico existindo na forma de cristais de etanolato e hidrato.

Existe a necessidade de controlar o estado solido, pois desvios de qualidade
ocasionados pelo polimorfismo podem ocorrer na produgdo dos insumos, na fabricagdo do
medicamento ou mesmo no periodo em que o medicamento fica armazenado na prateleira
do estabelecimento comercial (CUFFINI ez al., 2009). Os polimorfos podem mudar de
forma em determinadas etapas, alterando as caracteristicas do farmaco e comprometendo a
eficacia e seguranca do produto acabado (JANNUZZI et al, 2008). O manuseio,
processamento e/ou armazenamento do darunavir pode acarretar na mudanga de forma do
polimorfo (GYSEGHEM et al., 2009). Desta forma, o polimorfismo pode interferir em
todas as formas farmacéuticas.

Esta interferéncia é devido as variagdes que as propriedades dos polimorfos podem
ter. Por sua vez, as diferengas nas propriedades sdo oriundas das diferentes conformagdes
e/ou interagdes intra ¢ intermoleculares, que modificam os empacotamentos das moléculas
nos polimorfos (CUFFINI ez al., 2009). Polimorfos diferentes de um mesmo farmaco
podem apresentar diferencas significativas de solubilidade, processabilidade e estabilidade
fisica e quimica. Essas diferengas fisico-quimicas podem alterar o comportamento da
molécula em um meio bioldgico (JANNUZZI et al., 2008).

Assim sendo, o polimorfismo pode ocasionar desvios de qualidade durante o

processo produtivo e influenciar o desempenho dos medicamentos (ARAUJO et al., 2012).
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A International Conference on Harmonization (ICH) (1999) emitiu a ICH Guidance Q6A
que visa melhorar o controle do polimorfismo nos medicamentos novos e ja existentes. Para
a FDA, as questdes relacionadas ao polimorfismo devem estar contempladas tanto na fase
clinica como na fase de registro de medicamentos inovadores. A ANVISA também possui
documentagdes em que o tema polimorfismo é abordado, RDC n° 136, de 29 de maio de
2003, RE n° 893, de 29 de maio de 2003, RDC n° 16, de 02 de margo de 2007, RDC n° 17,
de 02 de margo de 2007 e RDC n°® 57, de 17 de novembro de 2009.

O estudo do polimorfo do darunavir utilizado nas analises laboratoriais ¢ importante
para a detec¢do de possiveis diferencas analiticas (GYSEGHEM et al., 2009). Por isso a
realizagdo de uma investigagdo da forma do polimorfo do darunavir utilizado ao longo do
desenvolvimento e valida¢do de metodologias analiticas € justificada.

Para minimizar a possibilidade de ocorrerem surpresas desagradaveis, o estado
solido do farmaco deve ser sempre estudado e compreendido. Desvios de qualidade
oriundos do polimorfismo podem trazer graves consequéncias para o setor farmacéutico.
Portanto, ¢ importante caracterizar o estado so6lido das substancias da melhor forma
possivel (CUFFINI et al., 2009).

Enquanto que a estabilidade quimica ¢ avaliada corretamente no desenvolvimento, a
estabilidade fisica ¢ muitas vezes deixada de lado ou realizada de forma inadequada. Por
isso, cabe ressaltar que a estabilidade fisica também ¢é importante, tanto para o insumo ativo
como para o produto final. A falta do controle do polimorfismo pode acarretar em desvios
de qualidade (CUFFINI et al., 2009). Portanto, foram realizadas analises frequentes de IV,
TG e DSC, afim de verificar a forma do darunavir utilizado, uma vez que este trabalho
propde o desenvolvimento e a validagdo de métodos analiticos. Para que estes sejam
confiaveis, houve a preocupa¢do da comprovacdo da forma utilizada ser sempre a mesma
utilizada desde o inicio das atividades. Assim, foi realizada a comparacdo e andlise dos
espectros de IV e das curvas de TG e DSC do darunavir etanolato de 2012 a 2014.

O IV médio ¢ bastante difundido na éarea farmacéutica e utilizado had muito tempo
para caracterizar quimicamente os insumos farmacéuticos, pois as regides das bandas de
absor¢do dos grupos funcionais sdo conhecidas com precisdo (CUFFINI ez al., 2009). E

dentre as técnicas de andlise térmica utilizadas na area farmacéutica podem-se citar a TG e
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a DSC. O ponto ou intervalo de fusdo ¢ uma avaliag¢do fisico-quimica 1til na identificagio
de farmacos, pois fornece informag¢des do grau de pureza e € utilizada para pesquisar a
presenga de possiveis contaminantes na amostra.

A difratometria de raios-X corresponde a uma das principais técnicas de
caracteriza¢do microestrutural de materiais cristalinos, com aplicagdo em diversos campos
do conhecimento. Sendo assim, foi realizada a difratometria de raios-X do darunavir
etanolato e comparado aos difratogramas do darunavir de patente e artigos.

E valido lembrar que, geralmente, o uso de uma unica técnica nao permite
informagdes suficientes sobre um dado sistema, sendo importantes informagdes
complementares obtidas através de outras analises. Por isso, foram eleitas as técnicas de IV,

TG e DSC, intervalo de fusdo e difragdo de raios-X para a investigacao.

3.2. Parte Experimental
3.2.1.Material

A matéria-prima (MP) utilizada foi o darunavir etanolato, teor de 97,0 %, extraido
da forma farmacéutica comprimidos de darunavir 300 mg, comercialmente conhecido como
Prezista”™, por extra¢do com alcool etilico e posterior evapora¢do (BERGINC et al., 2010).
A extragdo etandlica pdde ser aplicada porque os componentes do placebo tém fraca
solubilidade em élcool etilico e o darunavir € soluvel neste solvente.
3.2.2.Método

Na andlise por IV foi utilizado o espectrofotdmetro IR Prestige-21 (Shimadzu®).
Foram pesados em balanga analitica modelo H51 (Mettler Toledo®) 2,5 mg de MP e
diluidos em brometo de potassio (KBr), previamente dessecado até peso constante em
estufa (Nova Etica®), para formar pastilhas de 150 mg cada. As anélises e comparagdes dos
espectros foram realizadas em transmitancia, a fim de avaliar a presenca ou auséncia dos
picos caracteristicos do darunavir.

As curvas de TG foram obtidas através do SDT Q600 V8.3 Build 101 e as curvas de
DSC com fluxo de calor foram obtidas no DSC Q100 (TA Instruments®). Foram pesados
de 1 a 3 mg de amostra e colocados em cadinho de alumina. A faixa de temperatura

utilizada na TG foi de 30 a 600 °C e na DSC foi de 25 a 150 °C, ambas sob atmosfera
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dindmica de nitrogénio (vazao de 100 mL/min) e razdo de aquecimento de 2 °C/min. A MP
foi analisada 6 vezes com intervalos de aproximadamente 6 meses entre elas. As analises e
comparac¢des das curvas foram realizadas visando o comportamento térmico do darunavir.

A determinag¢do do intervalo de fusdo foi realizada em equipamento LS Logen
Scientific e tubos capilares de 1 mm de espessura ¢ 6 cm de comprimento. Foi adicionada
uma pequena quantidade de po6 dentro do tubo capilar. O pd foi compactado
cuidadosamente para garantir o valor correto do intervalo de fusdo de todo o material. O
tubo capilar foi colocado na célula de aquecimento e observou-se a fusdo do farmaco
através de uma lupa. Um termometro foi acoplado a célula para acompanhar a temperatura
do inicio e do término do evento.

Na difracdo de raios-X foi utilizado equipamento Anodo rotatorio Rigaku RINT2000,
com monocromador curvo de grafite no feixe difratado, fenda de divergéncia e espalhamento
de 0,25 °, fenda de recepc¢do de 0,3 mm e fenda Soller de 2,5 © de divergéncia na radiagio
CuKo (A=1,5406 A), operando com 40 KV e 70 mA de tensio e corrente do tubo,
respectivamente e espelho focalizador (Gobel Mirror), para o conhecimento da forma
apresentada. As amostras foram acondicionadas em um porta amostra de 2 cm de didmetro

e 1 mm de profundidade.

3.3. Resultados

A pureza do darunavir extraido foi confirmada por espectroscopia na regido do
infravermelho e mostrou espectro idéntico a substancia quimica de referéncia.

As deformagdes das bandas indicadas no espectro na regido do IV estdo
relacionadas na Tabela 6 (Capitulo IV, pagina 93). As bandas caracteristicas do darunavir
etanolato foram observadas nos tempos 6, 12, 18, 24 ¢ 30 meses e comparadas aquelas

obtidas no tempo 0 (zero), como mostra a Tabela 3 ¢ as Figuras 12 e 13.

Ana Carolina Kogawa



70
CAPITULO II-INVESTIGACAO DE POLIMORFISMO

Tabela 3. Bandas do espectro de absor¢do na regido do IV do darunavir em

diferentes tempos

Banda Tempo (meses)
(em™) 0 6 12 18 24 30
A 3470 3450 3467 3475 3533 3470
B 3368 3255 3380e¢3270 3362e¢3252 3360e3250 3361 ¢3252 3362¢ 3248
C 3061 €2969 3070e2990 3063 2963 2950e2880 2988 ¢2964 3030¢ 2961
D 1709 1700 1705 1700 1703 1709
E 1633 1650 1630 1630 1643 1630
F 1597 1600 1595 1600 1597 1597
G 1536 1550 1545 1540 1551 1533
H 1501 1500 1502 1500 1504 1504
| 1459 1450 1452 1450 1448 1454
J 1093 1050 1092 1090 1088 1088
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Figura 12. Espectro de absor¢ao de infravermelho do darunavir MP com as bandas

caracteristicas de absor¢@o no tempo 0.
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Figura 13. Espectro de absor¢do de infravermelho do darunavir MP com as bandas

caracteristicas de absor¢do apds 30 meses.

A Figura 14 apresenta as bandas caracteristicas do darunavir hidrato.
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Figura 14. Espectro de absor¢ao de infravermelho do darunavir hidrato com as bandas

caracteristicas de absorgao.
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As Figuras de 15 a 17 apresentam o termograma e a termogravimetria derivada e as
Figuras de 18 a 20 apresentam a calorimetria diferencial de varredura do darunavir, ambas

sob atmosfera dindmica de nitrogénio.
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Figura 15. Curva TG (A) e DTG (B) do darunavir MP sob atmosfera dindmica de
nitrogénio na vazao de 100 mL/min e programag¢do de aquecimento de 30 a 600 °C com

razdo de aquecimento de 2 °C/min no tempo 0.
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Figura 16. Curva TG (A) e DTG (B) do darunavir MP sob atmosfera dinamica de
nitrogénio na vazao de 100 mL/min e programag¢do de aquecimento de 30 a 600 °C com

razao de aquecimento de 2 °C/min apds 30 meses.
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Figura 17. Curva TG (A) e DTG (B) do darunavir hidrato sob atmosfera dindmica de
nitrogénio na vazao de 100 mL/min e programag¢do de aquecimento de 30 a 600 °C com

razdo de aquecimento de 2 °C/min apos 30 meses.
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Figura 18. Curva DSC do darunavir MP sob atmosfera dindmica de nitrogénio na vazao de

100 mL/min e programagdo de aquecimento de 25 a 150 °C com razao de aquecimento de 2

°C/min no tempo 0.
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Figura 19. Curva DSC do darunavir MP sob atmosfera dindmica de nitrogénio na vazao de
100 mL/min e programagao de aquecimento de 25 a 150 °C com razdo de aquecimento de 2

°C/min apos 30 meses.
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Figura 20. Curva DSC do darunavir hidrato sob atmosfera dindmica de nitrogénio na vazao
de 100 mL/min e programacao de aquecimento de 25 a 150 °C com razdo de aquecimento

de 2 °C/min apds 30 meses.

A Tabela 4 mostra o intervalo de fusdo do darunavir etanolato.
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Tabela 4. Valores do intervalo de fusdo obtidos para o darunavir etanolato

Ensaio Intervalo de fusio (°C) Média + e.p.m*
1 103 - 106
2 104 - 107
3 103 - 107 102,8 +£0,37-106,4 + 0,24
4 102 - 106
5 102 — 106

*e.p.m = erro padrao da média

A Figura 21 mostra o capilar contendo darunavir etanolato antes da andlise e o

capilar contendo darunavir etanolato depois da fusdo a 106,4 °C.

Figura 21. (A) Capilar contendo darunavir etanolato antes da analise ¢ (B) capilar contendo

darunavir etanolato depois do aquecimento a 106,4 °C.

O intervalo de fusdo do darunavir hidrato foi entre 91 ¢ 95 °C, aproximadamente.
As Figuras 22 e 23 apresentam os difratogramas de raios-X do darunavir etanolato e

hidrato obtidos experimentalmente.
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Figura 22. Difratograma experimental de difracdo de raios-X da amostra de darunavir

etanolato.
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Figura 23. Difratograma experimental de difracdo de raios-X da amostra de darunavir

hidrato.

4.4. Discussiao

O polimorfismo ¢ a capacidade de uma molécula cristalizar em duas ou mais
formas, as quais possuem propriedades diferentes e sua presenga no desenvolvimento e
validacdo de métodos analiticos acarreta no impacto direto dos resultados, gerando

metodologias ndo confiaveis e um controle de qualidade do medicamento nada seguro.
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O espectro IV fornece bandas caracteristicas de certos grupos de atomos que
ocorrem geralmente na mesma frequéncia e ¢ através destas bandas que se torna possivel
comparar e avaliar estruturas.

Nos espectros de IV obtidos apds 6, 12, 18, 24 e 30 meses continuaram a aparecer,
como na analise de tempo 0 (zero), as bandas referentes a amina primaria, alcool, alcanos,
anel benzénico, éster, amida secundaria e sulfoxido. Nenhuma outra banda caracteristica
apareceu nos espectros, o que caracterizaria a formag¢do de um novo grupo de dtomos. Os
semelhantes espectros de IV do darunavir etanolato analisado durante os anos deste
trabalho provam a manutenc¢do da forma do farmaco utilizado durante o periodo de estudo.

Uma andlise de IV do darunavir hidrato foi realizada para comparagcdo com o
espectro de IV do darunavir etanolato e as mesmas bandas caracteristicas apareceram,
caracterizando o mesmo farmaco. No entanto, apenas esta técnica, ndo diferencia as formas
de darunavir, sendo necessarias técnicas complementares para a distingdo da forma
etanolato e hidrato.

Os métodos termoanaliticos t€ém sido amplamente utilizados na area farmacéutica
em estudos de farmacos, adjuvantes, caracterizacdo térmica e até para quantificagdo de
farmacos (WESOLOWSKI, 1992; YOSHII, 1997).

A termogravimetria ¢ uma técnica termoanalitica que apresenta as modificagdes de
massa de uma amostra em funcdo da temperatura e/ou do tempo de exposi¢do. Os
termogramas sdo curvas que relatam estas modificagdes de massa versus temperatura e
possibilitam informagdes referentes a estabilidade térmica, pureza da substancia, compostos
intermedidrios e residuo final (SALGADO et al., 2005).

A termogravimetria derivada € a primeira derivada da curva TG e proporciona uma
identificagdo mais adequada da decomposi¢do do composto (GIRON, 1990; CANOTILHO
et al., 1992). Afinal, nem todos os eventos térmicos que ocorrem durante o aquecimento de
uma amostra s3o acompanhados de mudanga de massa (BROWN, 1995).

Os parametros termoanaliticos para a determinagdo de componentes de um
medicamento podem incluir trés fenomenos. A desidratac¢do, que ocorre entre 60 e 300 °C e
¢ observada pela perda de agua de cristalizagdo e acompanhada pela formagdo de um

composto intermedidrio de composi¢do conhecida. A descarboxilagdo, que ocorre entre 60
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e 200 °C ou entre 600 e 800 °C e ¢ observado perda de gés carbonico. E, finalmente, a
perda de massa, que ¢ resultante da formag@o de compostos intermediarios da reagdo ou
devido a total evaporagdo, sublimagdo e combustdo dos componentes (WENDLANDT,
1986).

DSC ¢ a técnica pela qual se mede a diferenca de energia fornecida a substancia e
ao material de referéncia, termicamente inerte, em fung¢do da temperatura, enquanto a
substancia e a referéncia sdo submetidas a programagao controlada de temperatura. Existem
dois tipos de DSC, de compensagdo de poténcia e de fluxo de calor. A principal diferenga
de interpretacdo entre os dois métodos do DSC estd na forma de apresentacdo dos
resultados. Ou seja, no DSC com compensag¢do de poténcia foi adotada a convengdo
termodinamica, em que um evento endotérmico (AH>0) ¢ caracterizado por um pico
ascendente na curva DSC, enquanto que no DSC com fluxo de calor, esse mesmo evento ¢
representado na curva DSC por um pico descendente. Além disso, no DSC com fluxo de
calor o sinal ¢ originado da diferenga da temperatura entre a amostra e a referéncia e no
DSC com compensag@o de poténcia o sinal € proveniente do calor diferencial fornecido
pela amostra e referéncia.

As curvas TG mostraram trés estdgios de perda de massa com aquecimento que
correspondem a saida de alcool etilico, a saida de 4gua e a decomposi¢cdo do composto. Nas
curvas DTG observaram-se pico endotérmico com perda de massa correspondente a saida
de alcool etilico e a saida de 4gua em até 60 °C e outros dois picos endotérmicos, em
aproximadamente 200 e 300 °C, atribuidos a decomposi¢do do composto fundido. Uma vez
que através das curvas de DSC foi possivel notar dois picos endotérmicos em 80 ¢ 100 °C
sem perda de massa correspondente a fusdo em duas etapas, o que corrobora os resultados
do ensaio de intervalo de fusao.

As curvas de DSC do darunavir etanolato mostram sinal endotérmico em cerca de
101,7 °C, causada pela evaporacdo de alcool etilico, colapso e liquefacdo do produto. A
temperatura de dessolvatagdo € superior ao ponto de ebulicdo do solvente puro sugerindo
que a remoc¢ao do alcool etilico € um tanto que dificultada cineticamente. Para o darunavir

hidrato, o sinal endotérmico esta em cerca de 75,0 °C (GYSEGHEM et al., 2009).
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Os comportamentos térmicos semelhantes do darunavir analisado durante os anos
deste trabalho, através das curvas de TG/DTG e DSC e sob as mesmas condigdes, provam a
manutenc¢do da forma do darunavir utilizada durante o periodo de estudo.

Para o darunavir hidrato, nas curvas DTG observou-se pico endotérmico com perda
de massa em até 100 °C e outros trés picos endotérmicos, em aproximadamente 250, 350 e
500 °C. Através das curvas de DSC foi possivel notar pico endotérmico em
aproximadamente 95 °C sem perda de massa correspondente a fusdo, resultado que
desencontra aqueles de Gyseghem e colaboradores (2009). No entanto, a faixa de fusdo do
darunavir etanolato (~100 °C) continua sendo maior a faixa de fusdo do darunavir hidrato
(~95 °C), provando a estabilidade superior da forma etanolica.

Os resultados também podem ser discordantes pelo fato da amostra ter sido
analisada apos 30 meses de sua obtengdo. Ndo podemos descartar a possibilidade de
mudancas da forma cristalina, bem como a presenca de produtos de degradacdo, o que
forneceria diferentes graficos de TG e DSC, dado que o darunavir hidrato ¢ uma forma
menos estavel frente as condi¢des ambientais de temperatura e umidade.

Os raios-X ao atingirem um material podem ser espalhados elasticamente, sem
perda de energia pelos elétrons de um atomo. O foton de raios-X apods a colisdo com o
elétron muda sua trajetdria, mantendo, porém, a mesma fase e energia do foton incidente.
Sob o ponto de vista da fisica ondulatoria, pode-se dizer que a onda eletromagnética ¢
instantaneamente absorvida pelo elétron e reemitida; cada elétron atua, portanto, como
centro de emissdo de raios-X.

As comparagdes dos difratogramas de darunavir etanolato experimental, forma A do
darunavir etanolato constante na patente US 7700645B2 ¢ analisado por Gyseghem e
colaboradores (2009) indicam ser a mesma estrutura cristalina. Pequenas diferengas de
intensidade podem ser atribuidas a orientagdo preferencial e tamanho médio de cristalinos
diferentes entre as amostras.

O darunavir hidrato experimental foi comparado a forma C do darunavir hidrato
constante na patente US 2013/0029945A1 e mostraram-se semelhantes, podendo ser
utilizado nas comparacgdes com o darunavir etanolato experimental para controlar sua forma

polimérfica ao longo deste trabalho.
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Na comparagdo entre os difratogramas de darunavir etanolato e hidrato
experimentais a principal diferenga fica evidenciada nas intensidades entre 9 e 11 © 26.
O darunavir etanolato utilizado neste trabalho foi armazenado em geladeira em pote

de vidro com tampa de rosca.

3.5. Conclusio

O darunavir etanolato utilizado ao longo deste trabalho manteve-se inalterado, como
mostrado através da espectroscopia na regido do infravermelho, das técnicas térmicas de
termogravimetria e calorimetria diferencial de varredura com fluxo de calor e difracdo de

raios-X, promovendo a confiabilidade dos métodos desenvolvidos e validados nesta tese.
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4. DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS QUALITATIVOS PARA O
DARUNAVIR ETANOLATO EM COMPRIMIDOS

4.1. Introducio

A consciéncia da importancia do Controle de Qualidade ¢ histérica, pois, em 1352,
Jodo, o Bom, rei da Franga, legislou sobre a necessidade de serem controladas as
preparagdes farmacéuticas (PRISTA ef al, 2003). Com o desenvolvimento de novas
técnicas analiticas, o controle de qualidade evoluiu significativamente.

O Controle de Qualidade ¢ imprescindivel para o desempenho adequado de
produtos farmacéuticos, correlatos e cosméticos, em relacdo a sua seguranca, eficicia e
aceitabilidade. A ANVISA exige a implementacdo de Boas Praticas de Fabricagdo,
conforme as normas técnicas oficialmente estabelecidas. Além disso, preconiza a realizacdo
de ensaios de controle de qualidade em todos os processos de fabricacdo (F. BRAS., 2010;
PINTO et al., 2010).

O Controle de Qualidade deve acompanhar todo o processo desde a aquisi¢cdo da
matéria-prima até sua transformacdo em produto acabado que ficard a disposicdo do
consumidor (WATSON, 2005) assegurando sua qualidade e consequentemente sua eficacia
até o término do prazo de validade.

Na industria farmacé€utica, enquanto as analises de identificacdo e qualidade sdo
realizadas, alguns setores como Produg¢do e Vendas devem aguardar para continuar o
processo de fabricagdo do produto acabado e iniciar o procedimento de vendas e liberagao
para o mercado consumidor, respectivamente. Dessa forma, métodos de andlise rapidos, de
facil aplicacdo e eficazes tornam-se de extrema importancia, pois permitem o trabalho
desenvolvido pelos setores industriais mais dindmicos.

E valido lembrar que na industria farmacéutica os setores estdo interligados e sio
dependentes entre si. Se o Controle de Qualidade liberar resultados mais rapidos, a
producdo terminara o processo de fabricagdo do produto acabado mais rapidamente e o
setor de vendas colocard o lote no mercado antes. Com este panorama o desenvolvimento
de métodos mais rapidos e de facil aplicacdo passa a ser interessante (KOGAWA &

SALGADO, 2012).
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O desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e confidveis para o controle de
qualidade dos medicamentos comercializados ¢ de extrema importancia e tem por objetivo
fornecer informag¢des quanto a natureza e a composi¢do dos materiais em andlise (LA
ROCA et al., 2007).

O controle de qualidade na industria farmacéutica, para identifica¢@o, determinagio
do teor e estudo das caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco, ¢ de fundamental

importancia para garantir a qualidade do produto final (KOGAWA & SALGADO, 2013a).

4.2. Analise Qualitativa

No presente capitulo serdo apresentados os métodos que foram desenvolvidos para a
identificag@o qualitativa do darunavir etanolato em comprimidos.

A andlise qualitativa foi realizada através do desenvolvimento dos métodos de
cromatografia em camada delgada, espectrofotometria na regido do ultravioleta,
espectrometria na regido do infravermelho e eletroforese capilar.

4.3. Parte Experimental
4.3.1. Materiais

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada foi o darunavir, teor de 98,0 %,
lote SRP07000d, da empresa britanica Sequoia Research Products.

A MP utilizada foi o darunavir etanolato, teor de 97,0 %, extraido da forma
farmacéutica comprimidos.

A forma farmacéutica utilizada foram comprimidos de darunavir 300 mg, lote
AEZOCOO, comercialmente conhecido como Prezista® da empresa Janssen-Cilag.

O placebo da forma farmacéutica era composto de celulose microcristalina, dioxido
de silicio coloidal, crospovidona, estearato de magnésio, alcool polivinilico, PEG 3350,
didxido de titanio e talco.

4.3.2. Determinacio do Peso Médio
4.3.2.1. Material
O material utilizado na determinacdo do peso médio foram comprimidos de

darunavir 300 mg (Prezista”™), descrito no item 4.3.1.
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4.3.2.2. Método

A determinacdo do peso médio foi realizada em balanga semi-analitica, BG1000
(Gehaka®), conforme a Farmacopeia Brasileira (2010).

Vinte comprimidos foram pesados, individualmente, e calculados o desvio padrio
relativo e o peso médio.

4.3.2.3. Resultados

A Tabela 5 relaciona o peso individual de vinte comprimidos com o peso médio € o
desvio padrio relativo.

Tabela 5. Relacdo do peso individual dos comprimidos de darunavir, o peso médio

e o respectivo desvio padrdo relativo

Comprimido Peso individual ~ Peso médio Desvio padrio Desvio padrio
(mg) (mg) relativo (%)
1 648,3
2 649,5
3 652,0
4 649,5
5 653,9
6 650,9
7 648,1
8 646,8
9 644,6
10 644,8 647,81 3,49 0,54
11 641,1
12 648,2
13 648,5
14 653,0
15 646,6
16 646,6
17 542,2
18 648,5
19 650,4
20 642,7

A Figura 24 ilustra a variag@o do peso dos vinte comprimidos de darunavir.
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Figura 24. Ilustragdo da varia¢ao do peso dos vinte comprimidos de darunavir.

4.3.2.4. Discussdo

A variag¢do de peso dos comprimidos de darunavir encontra-se dentro dos limites
pré-estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (2010), sendo a variagdo permitida de &+ 5,0
%.

Assim, para os comprimidos de darunavir estudados, os quais apresentaram peso
médio de 647,81 mg, permite-se o peso maximo de 680,20 mg e peso minimo de 615,42
mg. Como foram obtidos pesos méximo e minimo de 651,31 e 644,31, respectivamente, ¢
possivel concluir que os comprimidos estdo dentro do especificado para variagdo de peso.
O desvio padrao relativo (DPR) apresentou valor de 0,54 %, o que comprova o
cumprimento da especificacdo.

O peso médio foi realizado para verificar se os comprimidos estavam dentro dos
pardmetros farmacopeicos e o seu valor sera util em calculos de peso de massa do produto

acabado.

4.3.3. Cromatografia em Camada Delgada
4.3.3.1. Material
Os materiais utilizados na CCD foram a MP, os comprimidos ¢ o placebo, descritos

no item 4.3.1.
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4.3.3.2. Método

Foram pesados 40,00 mg de MP e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL
completando-se o volume com alcool etilico, obtendo concentra¢do de 400 pg/mL.

Para a solugdo amostra, foram pesados 86,37 mg de comprimidos de darunavir
etanolato que equivalem a 40,00 mg de darunavir etanolato MP e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL completando-se o volume com élcool etilico, obtendo concentragao
de 400 pg/mL.

Foram pesados 46,37 mg de placebo e transferidos para baldo volumétrico de 100
mL completando-se o volume com 4élcool etilico, obtendo a mesma concentragdo de
placebo que estaria presente na solu¢do de amostra.

O sistema de fase modvel proposto foi preparado a partir da mistura de agua
purificada e alcool metilico na propor¢do de 70:30 (v/v), respectivamente, com ajuste do
pH para 3,0 com acido acético glacial.

Para o ensaio, inicialmente, procedeu-se a saturagdo da cuba de vidro com o sistema
de fase movel.

A migragdo cromatografica foi realizada em placas com silica-gel 60 F»s4 (20 x 20
cm) e espessura de 0,25 mm (Merck”™). As placas foram primeiramente colocadas em estufa
a 105 °C por uma hora para a sua ativagao.

Com auxilio de seringa de 100 pL, foram transferidas aliquotas da solucdo de MP,

amostra e placebo para as placas de acordo com a Figura 25.
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Figura 25. Esquema para aplicagdo das aliquotas de MP, amostra e placebo na placa com

silica-gel para a analise por CCD.
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Apods a migracdo da fase mdvel, a placa foi retirada da cuba de vidro, deixando o
solvente evaporar. As placas foram reveladas em cadmara UVA a 365 nm para a
comparacdo das manchas quanto a forma, posi¢do e tamanho.

Foram determinados os fatores de reten¢do (Rfs) da MP, dos comprimidos ¢ do
placebo. O valor de Rf foi obtido através do quociente entre a distancia de migracdo do
farmaco e a distancia percorrida pelo eluente, segundo a Equacgao 1.

Rf = df/de (1)

Em que:

Rf = fator de retencéo

df = distancia percorrida pelo farmaco

de = distancia percorrida pela fase mdvel

4.3.3.3. Resultados

O sistema solvente eleito foi dgua purificada e alcool metilico 70:30 (v/v), com pH
ajustado para 3,0 utilizando 4cido acético glacial.

O valor de Rf obtido apds a migracdo cromatografica foi 0,83, tanto para a MP
quanto para a forma farmacéutica comprimidos. O formato e tamanho das manchas foram
iguais tanto para a MP como para a amostra. No placebo ndo foi detectada nenhuma
mancha ao longo da distancia percorrida pela fase mével. Foram realizadas trés analises,
obtendo-se o mesmo resultado em todas as placas.

Os perfis cromatograficos das amostras apds visualizagdo em cadmara UVA a 365

nm podem ser observados na Figura 26.
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Figura 26. Perfil cromatografico (A) do placebo, (B) da amostra e (C) da MP, ambos com
Rf de 0,83 apods visualizagdo em cdmara UVA a 365 nm, fase estacionaria composta por
silica-gel e fase movel contendo agua purificada e dlcool metilico, 70:30 (v/v) com pH

ajustado para 3,0 com acido acético glacial.

5.3.3.4. Discussao

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separag@o dos componentes de uma
mistura, realizada pela distribuicdo destes componentes entre duas fases que estdo em
contato intimo. A CCD ¢ uma técnica de fase normal em que a fase estaciondria ¢ mais
polar que a fase movel. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra se move
através dela. Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estaciondria, os componentes
da mistura s3o distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes
¢ seletivamente retido pela fase estaciondria, resultando em migragdes diferenciais destes
componentes.

A CCD ¢ uma técnica flexivel, pois permite a utilizagdo dos mais variados sistemas
eluentes e agentes reveladores. Apresenta-se como uma importante ferramenta capaz de
identificar compostos, sendo de facil execugdo, versatil e de baixo custo. Outra aplicacdo da
CCD refere-se a possibilidade de verificar a presenca de impurezas e produtos de
degradag@o na amostra (WATSON, 2005).

O darunavir ndo estd descrito na Farmacopeia Portuguesa (2005), na Farmacopeia
Brasileira (2010), na Farmacopeia Europeia (2011), na Farmacopeia Japonesa (2011), na
BP (2012) e na USP 35 (2012), como também, ndo foi encontrado trabalho na literatura que

descrevesse a técnica de CCD para este farmaco.
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Assim, apos testes com varios sistemas solventes (agua:alcool etilico 50:50, v/v;
agua:alcool etilico 20:80, v/v; dgua:alcool etilico 10:90, v/v; élcool etilico 100, v;
agua:alcool etilico 80:20, v/v; dgua:alcool etilico 65:35, v/v; agua:éalcool etilico 60:40, v/v;
agua:alcool etilico 70:30, v/v; agua:alcool metilico 20:80, v/v; dgua:alcool metilico 75:25,
v/v; agua:dlcool metilico 68:32 v/v; diclorometano:alcool metilico 50:50, v/v;
diclorometano:alcool etilico 50:50, v/v; diclorometano: 4alcool etilico 80:20, v/v;
agua:alcool etilico:diclorometano 30:60:10, v/v/v; &gua:dlcool etilico:diclorometano
60:35:5, v/v/v; agua:alcool etilico:diclorometano 75:22:3, v/v/v; agua:alcool metilico
70:30, v/v pH 6,5; 4gua:alcool metilico 75:25, v/v pH 2,0 com &cido acético; dgua:alcool
metilico 72:28, v/v pH 3,0 com acido acético; dgua:alcool metilico 75:25, v/v pH 3,0 com
acido acético) foi eleito o mais adequado para a identificagdo do darunavir, para obtengado
de manchas ndo disformes e com valor de Rf suficiente para permitir a visualizacdo de
outras manchas ao longo da distancia percorrida pelo darunavir, podendo ser impurezas
e/ou produtos de degradagdo na amostra. Dessa forma, a fase movel contendo agua
purificada e alcool metilico (70:30, v/v), com pH ajustado para 3,0 utilizando acido acético
glacial, foi eleita.

Foi utilizado o 4cido acético na fase mdvel para garantir que a maioria dos pKa do
darunavir (1,66; 1,75; 7,75; 11,43 e 14,31) fosse atingido priorizando a sua forma nao
ionizada, resultando em uma resolug@o cromatografica melhor.

A visualizagdo das manchas foi facilmente realizada em cdmara com luz UVA, ndo
havendo dificuldades para o calculo do valor do Rf.

O resultado obtido sugere que a MP e a amostra possuem a mesma identidade e em
ambos ndo ocorre a presenca de impurezas e/ou produtos de degradacdo, pois ndo ha o
aparecimento de outras manchas, exceto as do farmaco em questao.

O método de CCD desenvolvido sugere a identificagdo do darunavir etanolato na

forma farmacéutica em estudo.
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4.3.4. Espectrofotometria de absorciio na regiiao do ultravioleta

4.3.4.1. Material

Os materiais utilizados na espectrofotometria na regido do UV foram a MP, os
comprimidos e o placebo, descritos no item 4.3.1.

4.3.4.2. Método

As amostras foram pesadas em balanga analitica modelo H51 (Mettler Toledo®).

Foram pesados 20,00 mg de MP e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL
completando-se o volume com élcool etilico, obtendo concentragdo de 400 pg/mL. A partir
desta solugdo, foi transferida aliquota de 500 pL para baldo volumétrico de 10 mL,
completado o volume com dlcool etilico obtendo-se uma concentragao final de 20 pg/mL.

O peso médio de vinte comprimidos de darunavir etanolato foi de 647,81 mg.
Posteriormente, os comprimidos foram triturados e pesados 43,19 mg de darunavir amostra.
Esta quantidade foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL completando-se o volume
com 4alcool etilico, obtendo concentragdo de 400 pg/mL. Cerca de 25 mL desta solucdo
estoque foi filtrada em papel de filtro e a partir desta solucdo, foi transferida aliquota de
500 pL para baldo volumétrico de 10 mL, completado o volume com alcool etilico
obtendo-se uma concentracdo final de 20 pg/mL.

O placebo foi analisado juntamente com a MP e a amostra para avaliar sua
influéncia na andlise espectrofotométrica na regido do UV. Foram pesados 23,19 mg de
placebo e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL completando-se o volume com
alcool etilico, obtendo a mesma concentracdo de placebo que estaria presente na solugdo de
amostra. Cerca de 25 mL desta solucdo estoque foi filtrada em papel de filtro e a partir
desta solugdo, foi transferida aliquota de 500 pL para baldo volumétrico de 10 mL,
completado o volume com alcool etilico, obtendo-se uma concentragao final de 20 pg/mL.

Os espectros foram obtidos a partir da varredura na faixa de comprimento de onda
de 200 a 400 nm. O equipamento utilizado foi o espectrofotdmetro Shimadzu UV mini —
1240 e cubetas de quartzo com 1 cm de caminho ptico.

A identificagdo da MP e comprimidos foi realizada através da sobreposi¢cdo dos
espectros obtidos e comparacdo quanto ao seu perfil caracteristico e comprimentos de onda

de maxima absorgao.
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5.3.4.3. Resultados

A Figura 27 apresenta a sobreposi¢ao dos espectros da MP, comprimidos e placebo,

em 4lcool etilico, na concentragdo de 20 pg/mL. E possivel observar que os adjuvantes dos

comprimidos ndo possuem absor¢do no comprimento de onda utilizado na analise

espectrofotométrica na regido do UV.
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Figura 27. Sobreposi¢do dos espectros da MP, comprimidos e placebo, em alcool etilico,

na concentragdo de 20 pg/mL.

4.3.4.4. Discussio

A espectrofotometria na regido do UV apresenta uma série de aplicagdes nas

analises farmacéuticas. A identificagdo de um farmaco pode ser feita através da andlise do

seu espectro de absor¢do na regido do ultravioleta (200 a 400 nm). E um método itil na

identificagdo e quantificagdo de farmacos, além de ser um ensaio rapido, simples e de facil

execucao.

Os espectros de absor¢@o obtidos nas analises de MP e comprimidos demonstraram

perfis semelhantes, sugerindo a mesma identidade das amostras. Tanto a MP como a

amostra apresentaram absor¢do em 205 e 268 nm quando utilizado alcool etilico como

solvente.

O placebo dos comprimidos de darunavir etanolato ndo apresentou influéncia na

analise espectrofotométrica do farmaco na regido do UV.
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Assim, o método demonstrou ser util na identificagdo de darunavir etanolato na

forma farmacéutica comprimidos.

4.3.5. Espectrometria de absorc¢io na regido do infravermelho

4.3.5.1. Material

Os materiais utilizados na espectrometria de absor¢ao na regido do IV foram a MP,
os comprimidos e o placebo, descritos no item 4.3.1.

4.3.5.2. Método

Para o desenvolvimento do método de IV, as amostras ¢ o KBr foram pesados em
balanga analitica modelo H51 (Mettler Toledo®).

Foram tomados 1,0 mg de MP e diluido em 149 mg de KBr, 2,159 mg de amostra e
diluido em 147,84 mg de KBr e 1,159 mg de placebo e diluido em 148,84 mg de KBr,
previamente dessecado em estufa (Nova Etica™) até peso constante, para confeccionar
pastilhas de 150 mg cada.

O equipamento utilizado foi o espectrofotdmetro IRPrestige-21 (Shimadzu®) e as
leituras foram realizadas em transmitincia, a fim de avaliar a presenca de bandas
caracteristicas e a intensidade dos picos.

4.3.5.3. Resultados

O darunavir possui nove grupamentos funcionais, os quais estdo destacados na

Figura 28.
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anel benzénico

. o sulfoxido
amida secundaria

Figura 28. Grupamentos funcionais do darunavir.

A Figura 29 mostra o espectro de IV da MP e a indicag¢do das bandas de absorcao

caracteristicas.
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Figura 29. Espectro de IV da MP com as bandas de absor¢do caracteristicas.

A Tabela 6 relaciona as deformagdes das bandas indicadas no espectro de absor¢ao

no IV para o darunavir.

Ana Carolina Kogawa



93

CAPITULO IV- DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS
QUALITATIVOS PARA O DARUNAVIR EM COMPRIMIDOS

Tabela 6. Bandas do espectro de absor¢do na regido do IV do darunavir com as

respectivas deformagdes axiais

Banda (cm'l)

Deformacio axial

Regido (cm'l)

>

3470
3255 ¢ 3368

=]

2969 e 3061

1709
1633
1597
1536
1501
1459
1093

=T OmEET A

Amina primaria

Amina primaria e alcool

Alcano e anel benzénico

Ester
Amida secundaria
Anel benzénico
Anel benzénico
Anel benzénico
Anel benzénico
Sulfoxido conjugado

3400
3300 e 3400-3300,
respectivamente
2900 e 3080-2900,
respectivamente
1720
1650
1600
1580
1500
1450
1080-1020

A amina primadria possui duas bandas caracteristicas, uma em 3400 e outra em 3300

cm™. A funcdo alcool possui uma banda larga entre 3400 e 3300 cm™.

Alcanos sio visualizados através de banda em 2900 cm™, a qual se refere a carbono

¢ hidrogénio. Anel benzénico possui banda em 3080 cm™ referente a ligagdo carbono-

carbono (C-C), 2900 cm™ referente a carbono e hidrogénio (C-H) e quatro bandas

referentes a ligagio dupla carbono-carbono (C=C) 1600, 1580, 1500 e 1450 cm™.

~ , . ;.- -1 R .
A fungdo éster possui banda caracteristica em 1720 cm™ referente a carbonila

(C=0). Amida secundaria possui banda em 1650 cm™ referente & carbonila (C=0).

O sulféxido possui banda caracteristica entre 1060 ¢ 1040 cm™, mas na presenca de

conjugagdo este valor ¢ deslocado de 10 a 20 cm™ para frequéncia mais baixa.

A fungdo éter ndo se determina e a fun¢do amina tercidria ¢ dificil de detectar, pois

ndo apresenta bandas caracteristicas (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

A Figura 30 mostra a sobreposi¢do dos espectros de IV da MP, amostra e placebo.
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- darunavir etanolato comprimidos
— darnavir etanolato MP
— placebo
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Figura 30. Sobreposi¢@o dos espectros de IV da MP, comprimidos e placebo.

E possivel observar a semelhanga dos espectros de IV da MP e da amostra (Figura
30), bem como a intensidade da banda da carbonila do éster em aproximadamente 1700 cm”
1.

4.3.5.4. Discussdo

A chamada radiacdo infravermelha corresponde aproximadamente a parte do
espectro eletromagnético situada entre as regides do visivel e das micro-ondas. A por¢ao de
maior utilidade para o farmacéutico no Controle de Qualidade em anélises quali ou
quantitativas esta situada entre 4.000 ¢ 400 cm™.

Mesmo uma molécula muito simples pode dar um espectro muito complexo. E
possivel aproveitar esta complexidade para comparar o espectro de uma substancia ao de
um composto padrao. A correlagdo pico a pico € uma excelente evidéncia para a identidade
das amostras. E muito pouco provavel que duas substdncias que ndo sejam enantidmeras

déem o mesmo espectro de infravermelho (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).
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A espectrometria na regido do IV ¢ um método de identificagdo de exceléncia no
controle de qualidade de farmacos ¢ medicamentos.

Se descontarmos o espectro do placebo e notarmos as bandas caracteristicas da MP
¢ possivel encontra-las todas na amostra. Os espectros de IV devem ser analisados como
um todo e, assim, ¢ realizada a identificagdo da molécula de darunavir na amostra por

comparagdo com o padrio.

4.3.6. Eletroforese capilar

4.3.6.1. Material

Os materiais utilizados na eletroforese capilar (EC) foram a MP, os comprimidos e
o placebo, descritos no item 4.3.1.

4.3.6.2. Método

Para o desenvolvimento do método de EC, as amostras foram pesadas em balanga
analitica modelo CPA225D (Sartorius®).

Foram preparadas solugcdes de MP em alcool metilico na concentragdo de 400
pg/mL em baldo volumétrico de 50 mL e colocadas em aparelho ultrassom por 30 minutos.
A partir desta solugdo, foi transferida aliquota de 500 pL para baldo volumétrico de 10 mL,
completado o volume com alcool metilico obtendo-se uma concentragao final de 20 pg/mL.

A partir do valor do peso médio de 20 comprimidos de darunavir (647,81 mg), foi
pesado o equivalente a 43,19 mg de amostra, transferidos para baldo volumétrico de 50 mL
e colocados em aparelho ultrassom por 30 minutos com alcool metilico. Cerca de 25 mL
desta solugdo estoque foram filtrados em papel de filtro e a partir desta solugdo, foi
transferida aliquota de 500 pL para baldo volumétrico de 10 mL, completado o volume com
alcool metilico obtendo-se concentragdo final de 20 pg/mL.

O placebo foi analisado juntamente com a MP e a amostra para avaliar sua
influéncia na analise do darunavir por EC. Foi preparada uma solu¢do com a mistura de
adjuvantes na concentragdo de 400 pg/mL em baldo volumétrico de 50 mL e colocada em
aparelho ultrassom por 30 minutos com alcool metilico. Cerca de 25 mL desta solugdo

estoque foram filtrados em papel de filtro e a partir desta solugdo, foi transferida aliquota de
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500 pL para baldo volumétrico de 10 mL, completado o volume com &lcool metilico
obtendo-se a mesma concentragdo de placebo que estaria presente na solugao de amostra.

Para a preparagdo do eletrolito de corrida foram utilizados dgua purificada, borato
de sodio (J.T.Baker®) e 4cido bérico (J.T.Baker™).

As solucdes e o eletrdlito de corrida foram sonicados em aparelho ultrassom
SoniClean 2PS (Sanders Medical®) e filtrados em membranas com poro de 0,45 pm e 13
mm de didmetro (Millipore®).

Foram utilizados sistema de eletroforese capilar P/ACE™ MDQ (Beckman
Coulter®) com Diode Array Detector (DAD) e capilar de silica fundida revestido com
didmetro interno de 50 pm e comprimento total de 21 cm (Kern®).

Na andlise do System Suitability, foram avaliados os parametros eletroforéticos de
assimetria do pico e nimero de pratos para o desenvolvimento e posterior validagdo do
método de EC para a quantificagdo do darunavir etanolato em comprimidos.

A adequabilidade do sistema eletroforético foi realizada através da inje¢do de seis
replicatas de solugdes de MP na concentracdo de 140 pg/mL. Os pardmetros eletroforéticos
foram calculados segundo as Equagdes 2 e 3 (USP 35, 2012).

A assimetria do pico (As) ¢ a medida da assimetria do pico cromatografico, sendo
avaliada a 10 % da altura do pico, como mostram a Equacdo 2 e a Figura 31.

As = CBJ/AC (2)
As = assimetria do pico
CB = distancia do ponto médio até o ponto posterior a 10 % da altura do pico

AC = distancia do ponto frontal até o ponto médio a 10 % da altura do pico
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Al |C|B
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,J ]:]0 % da altura do pico

Figura 31. Ilustracdo para o calculo da assimetria do pico.

O valor da As deve estar entre 0,9 ¢ 1,2, sendo admitidos valores até 1,6 (SANDER
& WISE, 1987).

A eficiéncia apresentada pelo capilar € medida em termos do nimero de pratos (N).
Um prato € equivalente a uma etapa de equilibrio do soluto entre a fase estacionaria e a fase
moével. E a medida da largura do pico em relagdo ao seu tempo de migra¢io. E o pardmetro
que mais precisamente define a qualidade de um sistema eletroforético. O calculo fornece
um numero indicativo da performance do capilar e ¢ calculado pela Equagao 3.

N =16 (tr/w)? 3)

w = largura do pico medido na sua base

Através do calculo € possivel concluir que quanto mais estreito for o pico
eletroforético, maior sera a eficiéncia.

O numero de pratos obtidos pode ser afetado pelo tamanho das particulas da fase
estacionaria, pelas condi¢des de enchimento do capilar, pelas condigdes de analise, pelo
tamanho da amostra, pelo tipo de soluto e pelo comprimento do capilar. A expressdo para o
calculo do numero de pratos sé ¢ valida para picos simétricos. Isso faz com que a medida
de simetria seja um pardmetro eletroforético de relevancia (SILVA JUNIOR, 2007).

Foram obtidos eletroferogramas com estas solu¢des no comprimento de onda de 200

nm, utilizando capilares de silica fundida com didmetro interno de 50 pm e comprimento
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total de 21 cm e tampao borato de sddio 25 mM pH 8,5 como eletrolito de corrida em modo
hidrodindmico na voltagem de +20 kV.

A identificacio da MP e amostra foi realizada através da sobreposi¢do dos
eletroferogramas obtidos e comparagdo quanto ao seu perfil caracteristico e tempo de
migracdo. Também foi avaliada a influéncia do placebo na analise do darunavir por EC.

4.3.6.3. Resultados

A adequabilidade do sistema eletroforético ¢ importante por proporcionar a
confiabilidade do método. Os resultados do System Suitability encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Analise de adequabilidade do sistema eletroforético desenvolvido para

analise do darunavir em comprimidos

Parametros Resultados
Assimetria do pico (< 2) 0,99
Numero de pratos (> 2000) 3.3197,83
Amplitude (mAU) 6929,33 (DPR* 2,8 %)
Tempo de migragdo (minutos) 0,71 (DPR* 0,0 %)

*DPR = desvio padrao relativo

A identificacdo da amostra foi determinada pelo seu respectivo tempo de migragao,

comparado com o tempo de migracdo da MP (Figura 32).

|\
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Figura 32. Sobreposi¢do dos eletroferogramas da MP e amostra, ambos na concentragdo de
140 pg/mL, para identificagdo do darunavir pelo método de EC utilizando capilar de silica
fundida com didmetro interno de 50 pm e comprimento total de 21 cm. Tampao borato de

sodio 25 mM pH 8,5 como eletrélito de corrida em modo hidrodindmico na voltagem de

+20 kV e leitura em 200 nm.
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Ambos os eletroferogramas, da solugdo de MP e amostra, apresentaram tempo de
migracdo de aproximadamente 0,8 minutos.

A Figura 33 apresenta a sobreposicdo dos eletroferogramas de darunavir MP,
comprimidos e placebo na concentracdo de 140 pg/mL, mostrando que os adjuvantes dos
comprimidos ndo influenciam na anélise do darunavir etanolato por EC no comprimento de

onda de 200 nm utilizado no método.

Figura 33. Sobreposicdo dos eletroferogramas da MP, amostra e placebo, todos na
concentracdo de 140 pg/mL, para avalia¢do da influéncia dos excipientes na analise de
darunavir por EC utilizando capilar de silica fundida com didmetro interno de 50 pm e
comprimento total de 21 cm. Tampao borato de s6dio 25 mM pH 8,5 como eletrélito de

corrida em modo hidrodinamico na voltagem de +20 kV e leitura em 200 nm.

4.3.6.4. Discussdo

A EC ¢ uma técnica de separagdo de alta eficiéncia baseada na migragdo
diferenciada de compostos idnicos ou ionizéveis quando estes estdo dissolvidos ou
suspensos em um eletrolito, através do qual é aplicada um campo elétrico.

As caracteristicas da EC incluem velocidade, alta eficiéncia, ampla aplicagao,
automagdo, tanto amostra como volume de reagentes em pequenas quantidades e menor
custo dos capilares comparados as coluna da CLAE.

Sdo vantagens da EC as separagcdes de alta eficiéncia, as colunas capilares
duradouras, a utilizagdo de amostras e reagentes em pequena quantidade (nL), a
quantificacdo da amostra em tempo curto, a capacidade de analisar diferentes tipos de
amostras, os varios modos de separacdo, a possibilidade de utilizar ampla faixa de pH e ser

um método econdémico.
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O nimero de pratos, a assimetria do pico, o tempo de migracdo e a amplitude foram
considerados para a escolha dos pardmetros apropriados para a determinagdo do darunavir
na forma farmacéutica comprimidos.

Os eletroferogramas obtidos nas andlises da MP e comprimidos demonstraram
perfis semelhantes. Tanto a MP como a amostra apresentaram tempo de migracdo em
aproximadamente 0,8 minutos, sugerindo a mesma identidade das amostras quando
utilizado capilar de silica fundida com diametro interno de 50 um e comprimento total de
21 cm e tampdo borato de sodio 25 mM pH 8,5 como eletrolito de corrida em modo
hidrodindmico na voltagem de +20 kV e leitura em 200 nm.

Dessa forma, conclui-se que o método ¢ adequado para a identificacdo de darunavir

etanolato na forma farmacéutica comprimido.

4.4. Conclusao

A pureza das substancias utilizadas como referéncia ¢ de extrema importincia para
o desenvolvimento ¢ validacdo de métodos analiticos (ICH, 2005).

Os métodos qualitativos desenvolvidos sdo adequados para a identificagdo do
darunavir etanolato na MP e na forma farmacéutica comprimidos, sendo rapidos e de facil
aplicagdo, o que aumenta a logistica das andlises dos laboratorios e industrias

farmacéuticas.

4.5. Artigo publicado
Kogawa, A.C.; Salgado, H.R.N. Desenvolvimento de métodos analiticos
qualitativos para a analise de darunavir comprimidos. Revista de Ciéncias Farmacéuticas

Basica e Aplicada, v. 34, n. 2, p.207-213, 2013.
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. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS QUANTITATIVOS PARA O
DARUNAVIR ETANOLATO EM COMPRIMIDOS

5.1. Introducéo

A introducdo de métodos analiticos exige a adogdo de procedimentos de validagdo
que conferem confiabilidade necesséria para a aplicacdo das técnicas de quantificagdo. O
desenvolvimento de métodos que permitam quantificar farmacos em matérias-primas e
produtos acabados ¢ fundamental para o controle de qualidade destes produtos tanto no
ambito da industria farmacéutica nacional e internacional como em farmacias magistrais
publicas e privadas.

A escolha do método deve levar em consideragdo fatores como sua adequagdo a
substancia analisada em determinada forma farmacéutica. Precisdo, exatiddo, sensibilidade
e especificidade sdo caracteristicas fundamentais de um método analitico (ERMER, 2001),
porém outras como a disponibilidade de instrumentos e equipamentos, rapidez, custo
reduzido, simplicidade e baixo risco ocupacional também devem ser consideradas.

Segundo a RDC n° 17, de 16 de abril de 2010, validacdo € o ato documentado que
atesta que qualquer procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema
realmente e consistentemente leva aos resultados esperados. A validagdo € parte essencial
das BPF, um elemento da garantia da qualidade associado a um produto ou processo em
particular.

Validar um método significa inovar, agregar valor, mostrar que tal processo
apresenta mais valia. Muitas vezes, a validag@o ¢ requerida a fim de reduzir ou eliminar os
inconvenientes dos métodos convencionais, aumentar a confiabilidade de um processo ou
reduzir custos. Para isso, a formagdo de pessoal qualificado com foco em inovagdo e
voltado para a necessidade da industria ¢ imprescindivel. Profissionais que possuem este
tipo de visdo devem ser valorizados e incentivados, uma vez que se todos estiverem
comprometidos com este objetivo, a logistica de atividades fluird melhor e mais
rapidamente, beneficiando todos os setores industriais e os reflexos sdo percebidos pela

populagdo consumidora e pela sociedade.
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Os componentes criticos da validagado estdo demonstrados na Figura 34. A validacao
de um método exige por parte do analista, treinamento, experiéncia e know-how, por parte
da amostra, que seja homogénea; por parte da preparagdo da amostra, que seja eficiente e

por parte de todo o equipamento/sistema, que esteja qualificado e adequado.

Analista Amostra
.

Preparagéio

da amostra

Figura 34. Componentes criticos da validacao.

As Universidades tém executado um papel fundamental servindo como centros de
pesquisa para o desenvolvimento e validagdo de metodologias analiticas, contribuindo as
atividades de controle sanitario ¢ ao enriquecimento cientifico na area (IFPMA, 1997).

5.1.1 Parametros da valida¢do analitica

Validagdo € o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o método
sob investigagdo tem capacidade de desempenho consistente com o que a aplicagdo requer
(IS0, 1999).

A validagdo de métodos analiticos ¢ exigida como requisito fundamental no
credenciamento para a qualidade assegurada e demonstragdo de competéncia técnica,
segundo a ICH (1996), ISO (1999), INMETRO (2011) e ANVISA (2003). De acordo com
a RE n° 899, de 29 de maio de 2003, a validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, ela deve apresentar aspectos de linearidade,
especificidade, precisdo, exatiddo, limites de detec¢do e quantificacio e robustez adequadas

a analise.
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A linearidade ¢ a capacidade de um método analitico demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela anélise de,
no minimo, 5 concentracdes diferentes. Se houver relagdo linear aparente apds exame
visual do grafico, os resultados dos testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos
apropriados para determinacdo do coeficiente de correlagdo (r), interse¢cdo com o eixo Y,
coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da regressdo linear e DPR. O
critério minimo aceitavel do r deve ser = 0,99.

Limite de dete¢do € o menor conteudo que pode ser medido com razoavel certeza
estatistica (AOAC, 2002). E a menor concentracio de analito em uma amostra que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as condi¢des estabelecidas do teste
(NATA, 2012).

O limite de quantificagdo ¢ o contetido igual ou superior ao menor ponto de
concentragdo na curva analitica (AOAC, 2002) ou a menor concentragcdo de analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo aceitavel (repetibilidade) e exatiddo sob as
condi¢des estabelecidas do teste (NATA, 2012).

A seletividade € a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenga de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz. Em uma anélise quantitativa, a seletividade pode ser
determinada pela comparagdo dos resultados obtidos de amostras contaminadas com
quantidades apropriadas de adjuvantes e amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o
resultado do teste ndo ¢ afetado por esses materiais. A especificidade, por sua vez, ¢ um
caso especifico da seletividade.

A precisdo ¢ a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas da amostragem multipla de uma mesma amostra. Pode ser classificada como
repetibilidade ou precisdo intradia e precisdo intermediaria ou interdia. A repetibilidade ¢ a
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo
analista e mesma instrumenta¢do. A precisdo intermedidria ¢ a concordancia entre os
resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes.

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o DPR de uma série de
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medidas. O valor méaximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentragdo do analito na amostra e a finalidade do método, ndo se
admitindo valores superiores a 5 %.

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Pode ser determinada pelo método de
adi¢do de padrdo, no qual se adicionam quantidades conhecidas do padrdo de referéncia ao
medicamento, e pelo método do placebo contaminado, no qual quantidade conhecida de
farmaco ¢ adicionada a uma mistura dos componentes do medicamento. A exatiddo ¢
calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do padrio de
referéncia adicionado a amostra.

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o uso rotineiro.
Na avaliagdo da robustez constata-se a suscetibilidade do método a varia¢des nas condigdes
analiticas e, assim, as precaugdes que devem ser incluidas no procedimento para controlar o

Processo.

5.2. Analise Quantitativa

No presente capitulo serdo apresentados os métodos que foram validados para a
determinacdo quantitativa de darunavir etanolato em comprimidos.

A andlise quantitativa foi realizada através da validacdo dos métodos de

espectrometria na regido do infravermelho e eletroforese capilar.

5.3. Parte Experimental
5.3.1. Materiais

A SQR utilizada foi o darunavir, teor de 98,0 %, lote SRP07000d, da empresa
britdnica Sequoia Research Products.

A MP utilizada foi o darunavir etanolato, teor de 97,0 %, extraido da forma
farmacéutica comprimidos.

A forma farmacéutica utilizada foram comprimidos de darunavir 300 mg, lote

AEZOCOO, comercialmente conhecido como Prezista® da empresa Janssen-Cilag.
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O placebo foi composto de celulose microcristalina, dioxido de silicio coloidal,
crospovidona, estearato de magnésio, polivinil alcool, PEG 3350, didxido de titanio e talco.
5.3.2. Espectrometria de absorcio na regido de infravermelho

5.3.2.1. Material

Os materiais utilizados na espectrometria na regido do infravermelho (IV) foram a
MP, os comprimidos e o placebo, descritos no item 5.3.1.

5.3.2.2. Método

Para a validagcdo do método de IV, as amostras e o KBr foram pesados em balanga
analitica modelo H51 (Mettler Toledo®™). Para facilitar a pesagem e minimizar os erros na
balanga foi realizada uma dilui¢do de 1:10 antes do inicio de todos os testes.

Foram pesados 70 mg de MP e diluidos em 630 mg de KBr previamente dessecado
em estufa (Nova Etica™) por 24 horas. Apés homogeneizagdo, a mistura foi colocada em
estufa por 30 minutos. Em seguida, foi pesada a quantidade necessaria para cada teste e
diluida em KBr, mais uma vez, para completar o valor de 150 mg, referente a uma unidade
de pastilha.

Para o produto acabado, foram pesados 151,15 mg, ou seja, o equivalente a 70 mg
de MP através do valor do peso médio de 647,81 mg, e diluidos em 478,85 mg de KBr
previamente dessecado em estufa por 24 horas. Apdés homogeneiza¢do, a mistura foi
colocada em estufa por 30 minutos. Em seguida, foi pesada a quantidade necessaria para
cada teste e diluida em KBr para completar o valor de 150 mg, referente a uma unidade de
pastilha.

O equipamento utilizado foi o espectrofotdmetro IRPrestige-21 (Shimadzu®) e as
leituras das amostras foram realizadas através da absorvancia da banda da carbonila em
aproximadamente 1700 cm™.

Os parametros analiticos de linearidade, limites de detec¢do e de quantificagdo,
especificidade, precisdo, exatiddo e robustez foram avaliados para a valida¢do do método,

segundo a RE n°899, a AOAC (2002), ICH (2005) e o INMETRO (2007).
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5.3.2.3. Validag¢do
5.3.2.3.1. Linearidade
A linearidade foi avaliada pela construgdo de trés curvas analiticas desenvolvidas
em trés diferentes dias e em triplicata. As concentracdes utilizadas foram 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 ¢
3,5 mg de darunavir em KBr.
Os dados obtidos na construgdo da curva analitica foram analisados para obtencao
da equagdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade e
paralelismo foi constatada através da Analysis of Variance (ANOVA).
5.3.2.3.2. Limites de detec¢do e de quantificagdo
O limite de deteccdo (LD) do darunavir etanolato foi determinado a partir das trés
curvas analiticas obtidas, utilizando-se os dados de desvio padrdo do intercepto (s) e
inclina¢do média (1), conforme a Equagéo 4:
LD = (3,3s)/1 4
O limite de quantificacdo (LQ) do darunavir etanolato foi obtido com base nos
mesmos dados, ou seja, desvio padrdo do intercepto (s) e inclinagcdo média (1), segundo a
Equacio 5:
LQ = (10s)/1 ®)

5.3.2.3.3. Especificidade e Seletividade

A especificidade do método proposto foi comprovada pela comparagdo da resposta
obtida para a substdncia ativa na auséncia dos adjuvantes (MP) e na presenga dos
adjuvantes (amostra).
5.3.2.3.4. Precisdo

A precisdao foi testada pela realizacdo de ensaios de repetibilidade e precisdo
intermedidria de darunavir na concentracdo de 2,5 mg.

A precisdo intradia foi realizada em sextuplicata e calculado o DPR, segundo a
Equacdo 6. Para avaliagdo da precisdo intermedidria, o teste foi realizado durante trés dias

seguidos por diferentes analistas e os resultados foram analisados através de seu DPR.
o) = 22
DPR (%) o X 100 (6)

Em que:
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DP = desvio padrao

CMD = concentragdo média determinada
5.3.2.3.5. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo calculo de recuperacio.

Foram preparadas misturas estoque de MP e amostra na diluigdo de 1:10. Destas
misturas foram retiradas 15 mg e acrescentadas a elas 135 mg de KBr para obtengdo de MP
e de produto acabado nas concentragdes teoricas de 1,5 mg por pastilha. A partir da mistura
estoque de darunavir etanolato comprimidos, foram retiradas por¢des de 15 mg adicionadas
de 5 mg de porgdes estoque de MP, completados com KBr para obten¢do de pastilhas de
150 mg com concentragdo teorica de 2,0 mg por pastilha. Alterando apenas a por¢do da
mistura estoque de MP, procedeu-se da mesma forma para obteng@o de mais duas misturas
através de por¢des de 10 mg (concentragdo tedrica de 2,5 mg por pastilha) e 15 mg
(concentragdo tedrica de 3,0 mg por pastilha). As preparagdes das amostras estdo
exemplificadas na Tabela 8.

Tabela 8. Preparo das misturas para o teste de exatiddo do método de

espectrometria de absor¢do na regido do infravermelho

Quantidade adicionada de Quantidade adicionada de ~
. . Concentracio
darunavir amostra na darunavir MP na teérica final (mg)®
diluicio de 1:10 (mg) diluicio de 1:10 (mg)
Amostra 1,5 - 1,5
R1 1,5 0,5 2.0
R2 1,5 1,0 2.5
R3 1,5 1,5 3,0
Padrio - 1,5 1,5

“cada nivel de concentragdo foi preparado em triplicata

A percentagem de darunavir etanolato recuperado foi calculada pela Equagdo 7

(AOAC, 2002).
%R = {(”C;:“)} x 100 7
Em que:

Cr = concentragdo da pastilha de amostra adicionada de MP (mg)

Ca = concentracdo da pastilha de amostra (mg)
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Cp = concentragdo teorica da pastilha de MP adicionada (mg)
5.3.2.3.6. Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparagdo dos resultados obtidos pela
variacdo da marca de KBr (Synth® e Shimadzu®), tempo de compressdo (10 e 15 minutos)
e pressdo (90 e 100 kN). Os resultados obtidos pela variagdo destes parametros
operacionais foram analisados por teste F (Snedecor) e teste 7 (Student).
5.3.2.3.7. Doseamento

A partir do valor do peso médio de 20 comprimidos de darunavir etanolato (647,81
mg) foram pesados 151,15 mg, o equivalente a 70 mg de darunavir etanolato MP. Esta
quantidade foi diluida em 478,85 mg de KBr e mantida em estufa a 105°C por 30 minutos.
Foram pesados 25 mg desta mistura e diluida em 125 mg de KBr para obtengdo de
concentragdo final de 2,5 mg de darunavir e, assim, produzidas pastilhas de 150 mg cada.

Foram pesados 70 mg de MP. Esta quantidade foi diluida em 630 mg de KBr e
mantida em estufa a 105 °C por 30 minutos. Foi pesado 25 mg dessa mistura e diluida em
125 mg de KBr para obten¢do de concentragdo final de 2,5 mg de darunavir etanolato por
pastilha de 150 mg cada.

Foram preparadas seis pastilhas. O calculo da concentragdo e do teor de darunavir

nas pastilhas foi feito através das Equagdes 8 e 9, respectivamente.
Ca=Aax 2 (8)
Ap

Em que:

Ca = concentragdo da pastilha de amostra (mg)
Aa = absorvancia da pastilha de amostra

Cp = concentragdo teorica da pastilha de MP (mg)
Ap = absorvancia da pastilha de MP

(Ca x100)

0/ —
Ca% = p

)
Em que:
Ca% = concentracdo percentual de darunavir etanolato nas pastilhas

Ca = concentragdo de darunavir etanolato encontrado nas pastilhas (mg)
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Ct = concentragdo tedrica de darunavir etanolato nas pastilhas (mg)

5.3.2.4. Resultados

Linearidade

A curva analitica de darunavir etanolato MP foi construida com as médias dos

valores das absorvancias de trés curvas analiticas com concentragdes de 1,5 a 3,5 mg por

pastilha obtidas durante os ensaios de linearidade.

A Tabela 9 mostra os valores obtidos na constru¢do da curva analitica para o

darunavir etanolato MP pelo método de espectrometria de absor¢do na regido do

infravermelho e a Figura 35 mostra a curva analitica correspondente.

Tabela 9. Valores das absorvancias de darunavir etanolato determinadas pelo

método de espectrometria de absorcdo na regido do infravermelho para a construgido da

curva analitica

Concentracgio (mg)

Absorvancias

Média das absorvancias DPR (%)

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

0,367
0,342
0,367

0,491
0,487
0,473

0,605
0,610
0,610

0,713
0,713
0,731

0,816
0,846
0,818

0,359

0,484

0,608

0,725

0,826

4,10

1,90

0,48

1,42

2,02
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A equagdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, é: y =
0,2354x + 0,0120, com coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,9983 e coeficiente de

correlagdo (r) igual a 0,9991, para o darunavir etanolato MP.

1,00
y=0,2354x+0,0120

2 —
080 1 R®=0,9983

0,60 -+
Absorvancia

0,40 A

0,20 A

I:I.I:II:I T T T T T T T 1
0,0 0,5 10 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0

Concentracdo (mg/pastilha)

Figura 35. Curva analitica de misturas de darunavir etanolato MP e KBr, nas
concentragdes de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 mg, obtida pelo método de espectrometria de

absor¢io na regido do infravermelho através da banda da carbonila em 1757-1671 cm™.

A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de darunavir etanolato MP
¢ mostrada na Tabela 10.

Tabela 10. Andlise de varidncia dos valores de absorvancia determinados na
obtencdo das curvas analiticas de darunavir MP, utilizando o método de espectrometria de

absor¢do na regido do infravermelho

Fontes de Variacio GL SQ Varidncia Fcal Ftab (0,05)
Entre concentragoes 4 0,50 0,12 23,49% 3,48
Regressio Linear 1 0,49 0,49 93,48* 4,96
Desvio de Linearidade 3 0,00 0,00 0,16 3,71
Dentro (Residuo) 10 0,05 0,00 - -
Total 14 0,55 - - -

*significativo para p<5%
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Limite de detecciio e limite de quantificacio

Os resultados do limite de detec¢do e do limite de quantificagdo foram 0,12 mg e
0,36 mg, respectivamente.

Especificidade e Seletividade

A Figura 36 apresenta a comparagdo dos espectros de absor¢do das pastilhas de
darunavir etanolato MP, amostra e excipiente, em KBr através da banda da carbonila em

1757-1671 ¢cm’".

darunavir comprimidos

125 — dammnavir MNP
T ] — placebo
100—.\‘\\ P T

1 4 - H"“_Mm'ﬂw

/
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Figura 36. Sobreposicao dos espectros de absor¢do obtidos por espectrometria de absorcao
na regido do infravermelho para as pastilhas de darunavir etanolato MP, comprimidos e

adjuvantes preparadas em KBr na concentragdo de 2,5 mg.

Precisao
A precisdo intradia e a precis@o interdia foram realizadas através da repetibilidade e

da precisao intermediaria, respectivamente. Os resultados encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores determinados para o parametro precisdo do darunavir etanolato

MP pelo método de espectrometria de absor¢do na regido do infravermelho

Banda Teste Absorvancias DPR (%)
1 2 3 4 5 6
Carbonila oy ns
(C=0) Repetibilidade ) 57¢ 520 0570 0,609 0,611 0,584 ?1’19:765)
1757-1671 cm™
_ Precisio 0591 0587 0.613 0661 0648 0610 013
intermediaria (n=12)

0,604 0,605 0,610 0,637 0,605 0,621

Exatidao

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de recuperag@o obtidos para cada nivel de
concentracdo testado pelo método de espectrometria de absor¢do na regido do
infravermelho.

Tabela 12. Valores do teste de recuperacdo do método de espectrometria de

absor¢do na regido do infravermelho

darunavir MP darunavir MP Recuperacio Recuperacio DPR
adicionado (mg) recuperado (mg) (%) média (%) (%)
R1 0,50 0,50 100,33
R2 1,00 1,00 100,03 99,81 1,89
R3 1,50 1,49 99,07
Robustez

As médias das variagdes na marca de KBr, tempo de compressdo e pressdo para
avaliar o parametro robustez foram analisadas estatisticamente e os resultados encontram-se

na Tabela 13.
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Tabela 13. Valores calculados através dos testes F e ¢ para variagdes na marca de
KBr, tempo de compressao e pressdo pelo método de espectrometria de absor¢@o na regido

do infravermelho para determina¢@o de darunavir em comprimidos

Test Marca do KBr Tempo de compressao (min) Pressio (kIN)
Synth ~ Shimadzu 15 10 95 85
Fear 1,00 1,56 1,96
Feap 161,45 161,45 161,45
teal 0,87 0,78 -0,58
teab 4,30 4,30 4,30
Doseamento

O doseamento foi realizado através da comparagdo das absorvancias obtidas na
analise das pastilhas de darunavir etanolato MP e darunavir etanolato amostra, ambas na
concentragdo de 2,5 mg por pastilha. Os resultados encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14. Valores determinados para o doseamento de darunavir etanolato em

comprimidos pelo método de espectrometria de absorc¢do na regido do infravermelho

Dia Contetido de darunavir etanolato” Média DPR
mg Y% (%)
1 2,48 99,26
2 2,47 98,98 98,88 0,44
3 2,46 98,40

“cada valor corresponde a média de seis determinagdes

5.3.2.5. Discussdo

A radiagio no infravermelho em frequéncia menor que aproximadamente 100 cm™
converte-se em energia de rotacdo molecular, quando absorvida por uma molécla organica.
O processo de absor¢do ¢ quantizado e o espectro de rotacdo das moléculas consiste em
uma série de linhas.

A radiagdo infravermelha na faixa aproximada de 10.000 a 100 cm™ converte-se em
energia de vibragao molecular, quando absorvida. O processo também ¢ quantizado, mas o
espectro vibracional costuma aparecer como uma série de bandas em vez de linhas, porque
cada mudanca de nivel de energia vibracional corresponde a uma série de mudangas de

niveis de energia rotacional. As linhas se sobrepdem dando lugar as bandas observadas. Sao
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estas as bandas de vibracdo-rotagdo que utilizamos, particularmente as que ocorrem entre
4.000 ¢ 400 cm™.

As intensidades das bandas podem ser expressas como transmitdncia ou
absorvancia. A transmitancia ¢ a razdo entre a energia radiante transmitida por uma amostra
e a energia radiante que nela incide. A absorvancia ¢ o logaritmo decimal do inverso da
transmitancia.

Embora o espectro de infravermelho seja caracteristico da molécula como um todo,
certos grupos de atomos ddo origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
frequéncia, independente da estrutura da molécula. E justamente a presenca destas bandas
caracteristicas de grupos que permite a obten¢do de informagdes estruturais uteis
(SILVERSTEIN ¢ WEBSTER, 2000).

A espectroscopia no infravermelho oferece a possibilidade de obtengdo de espectros
com relativa rapidez, além de fornecer informagdes interessantes, tanto do ponto de vista
analitico, qualitativo ou quantitativo. Esta técnica tem sido utilizada cada vez mais para fins
quantitativos, aumentando o seu uso que, antigamente, era restrito somente a andlise
qualitativa. Um fator importante € o custo relativamente acessivel de um espectrémetro de
infravermelho, além de ser uma técnica ndo destrutiva com geragdo minima de residuos
(ZENI, 2005).

Todas estas vantagens agregam forte comprometimento na sustenta¢do desta
alternativa qualitativa e quantitativa, no monitoramento do processo produtivo de empresas
do ramo farmacéutico que fabriquem ou manipulem farmacos em grande escala, sendo esta
metodologia fécil de ser implantada em ambiente industrial visando sistemas de qualidade
(SOUZA & FERRAO, 2006).

A espectrometria de absor¢cdo na regido de infravermelho ¢ uma técnica de facil
execugdo e custo reduzido. Pode ser utilizada para a anélise quantitativa de farmacos
presentes em formulagdes farmacéuticas, desde que ndo ocorra interferéncia dos adjuvantes
(WATSON, 2005).

No desenvolvimento do método espectrométrico de absor¢do na regido do

infravermelho para o darunavir etanolato foram testadas concentragdes que variaram de 1,0
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a 3,5 mg. Foram escolhidas as concentragcdes de 1,5 a 3,5 mg, uma vez que esta faixa
apresentou linearidade de resposta.

Para avaliar a linearidade do método construiu-se o grafico de concentragdo versus
absorvancia, o qual demonstrou proporcionalidade entre estes dois fatores. A equacdo da
reta foi y = 0,2354x + 0,012 e o coeficiente de correlagdo 0,9991. A linearidade foi
evidenciada pela ANOVA, a qual demonstrou haver regressao linear entre as concentragdes
e desvio de linearidade ndo significativo.

A especificidade do método foi confirmada pela compara¢do dos espectros de
darunavir etanolato MP e comprimidos. Houve auséncia da interferéncia dos adjuvantes na
banda da carbonila (C=0, 1757-1671 c¢m™) utilizada para a quantificagio do farmaco. O
resultado da sobreposi¢do dos espectros mostrou que os adjuvantes nao interferem nas
leituras das analises.

Os valores calculados para os limites de detec¢do e de quantificagdo do darunavir
etanolato sdo uma estimativa (LD = 0,12 mg e LQ = 0,36 mg) e indicam a sensibilidade do
método para a determinag@o do farmaco.

A precisdo pdde ser confirmada pelo valor obtido para o teste de precisdo intradia
de 0,588 e ndo ha diferenca estatisticamente significativa, para um nivel de significancia de
5 %, entre as médias dos valores obtidos no teste de precisdo intermediaria (0,616),
validando assim a precisio do método espectrométrico de absor¢do na regido do
infravermelho para andlise do darunavir etanolato.

Exatiddo do método ¢ definida como sendo a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. A exatido
quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa combinacido de
componentes de erros aleatorios e sistematicos (INMETRO, 2007).

Assim, a exatiddo esta sempre associada a valores de precisdo, entre estes limites
podem ser estreitos em niveis de concentracio elevados e mais amplos em niveis de tragos,
a exemplo dos estudos de Horwitz (RIBANI ez al., 2004).

Horwitz e colaboradores (1980) estabeleceram uma relacdo matematica para
expressar a dependéncia entre valores do DPR e a concentragdo do analito, pelo exame de

resultados cumulativos de estudos colaborativos envolvendo uma grande faixa de
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compostos. Os valores obtidos por esta relacdo matematica foram dispostos em um grafico

e deram origem a chamada Trombeta de Horwitz, como ilustrada na Figura 37 (HORWITZ

et al., 1980).
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Figura 37. Trombeta de Horwitz (Fonte: HARRIS, 2007).

Existem valores criticos aceitaveis de acordo com a concentragdo do analito em
estudo. Esses valores sdo estimados considerando-se que analises de elementos majoritarios
costumam apresentar erros sistematicos relativos muito inferiores aqueles obtidos para
analitos em concentragdes muito pequenas. Tais valores, sugeridos pelo manual da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Recuperacgdo do analito em fung¢do da concentracio

Concentracio de analito (%) Intervalo de recuperacio aceito (%)
>10 98 - 102
>1 97-103
>0,1 95-105
>0,01 90 - 107
>0,001 ->0,00001 80-110
>0,000001 60-115
>0,0000001 40 - 120
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A concentra¢do do darunavir etanolato no ensaio de exatiddo esteve entre 0,3 ¢ 1,0
% e, neste caso, o intervalo aceitavel de recuperagdo é de 97 a 103 %. Dessa forma, o
método pode ser considerado exato por apresentar uma média de 99,81 %.

A robustez do método foi confirmada pela variagio da marca de KBr Synth® para
Shimadzu®, tempo de compressdo de 15 para 10 minutos e pressdo de 95 para 85 kN na
confec¢do das pastilhas. Os resultados mostram que ndo héd diferenca estatisticamente
significativa. Dessa forma, o método pode ser considerado robusto quando variados estes
pardmetros operacionais.

No doseamento, o teor de darunavir etanolato presente nas amostras de
comprimidos analisadas foi de 98,88 %.

5.3.2.6. Conclusao

Os parametros estudados para a validacdo do método espectrométrico de absorc¢ao
na regido do infravermelho mostraram ser adequados para a quantificagdo de darunavir
etanolato na forma farmacéutica comprimido.

5.3.2.7. Artigo publicado

Kogawa, A.C.; Salgado, H.R.N. Development and validation of infrared
spectroscopy method for the determination of darunavir in tablets. Physical Chemistry, v.
3,n. 1, p.1-6,2013.

5.3.3. Eletroforese capilar

5.3.3.1. Materiais

Os materiais utilizados na eletroforese capilar (EC) foram a MP, os comprimidos e
o placebo, descritos no item 5.3.1.

5.3.3.2. Método

Para a validagdo do método de EC, as amostras foram pesadas em balanga analitica
modelo CPA225D (Sartorius®).

Foram pesados 5,00 mg de MP e transferidos para baldo volumétrico de 25 mL
completando-se o volume com 5 mL de élcool etilico e o restante com 4gua purificada,
obtendo concentracdo de 200 pug/mL. Desta solugdo, foram retiradas aliquotas e diluidas em

agua purificada.
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Para o produto acabado, foi pesado 10,80 mg de amostra (o equivalente a 5,00 mg
de MP, segundo o resultado do peso médio). Esta quantidade foi transferida para baldo
volumétrico de 25 mL completando-se o volume com 5 mL de alcool etilico e o restante
com agua purificada, obtendo concentragdo de 200 pg/mL. Cerca de 20 mL desta solug@o
estoque foram filtrados em papel de filtro e a partir desta solucdo, aliquotas foram retiradas
e diluidas em 4gua purificada.

Foi utilizado capilar de silica fundida nio revestido com diametro interno de 50 pm
e comprimento total de 21 cm, solugdo tamponante borato de sdédio 25 mM pH 8,5 como
eletrolito de corrida, voltagem de +20 kV e leitura em 200 nm. Antes de cada leitura o
capilar era ativado com a passagem de 30 segundos com solucdo de NaOH 0,01 M e em
seguida 30 segundos com 4gua purificada. O método foi validado no P/ACE™ MDQ
Capillary Electrophoresis System (Beckman Coulter™) com DAD.

As solugdes foram sonicadas em aparelho ultrassom SoniClean 2PS (Sanders
medical®) e filtradas em membranas com poro de 0,45 um e 13 mm de didmetro
(Millipore®).

Os parametros analiticos de linearidade, limites de detec¢do e de quantificagdo,
especificidade, precisdo, exatiddo e robustez foram avaliados para a validacdo do método,
segundo a RE n° 899, a AOAC (2002), ICH (2005) € o INMETRO (2007).

5.3.3.3. Validagdo
5.3.3.3.1. Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construgdo de trés curvas analiticas desenvolvidas
em trés diferentes dias e em triplicata. As concentragdes utilizadas foram 50, 80, 110, 140,
170 e 200 pg/mL.

A equagdo da reta foi determinada pela analise de regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados. As 4reas utilizadas na determina¢do da curva analitica foram
estatisticamente avaliadas pela analise de variancia (ANOVA).
5.3.3.3.2. Limites de deteccdo e de quantificagdo

O LD do darunavir etanolato foi determinado a partir das trés curvas analiticas
obtidas, utilizando-se os dados de desvio padrio do intercepto e inclinacdo média,

conforme a Equagdo 4.
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O LQ do darunavir etanolato também foi obtido com base no desvio padrdo do
intercepto e na inclinagdo média, de acordo com a Equagéo 5.
5.3.3.3.3. Especificidade

A especificidade do método proposto foi comprovada através da degradagdo forgada
da forma farmacéutica comprimidos.

Foram preparadas solugdes de darunavir etanolato amostra em HCI1 0,01 M, NaOH
0,01 M, H,O, 3 % e 4gua purificada na concentra¢do de 140 pg/mL e submetidas a banho
na temperatura de 80 °C. Também foram preparadas solugdes de darunavir etanolato
amostra em agua purificada na concentragdo de 140 pg/mL e submetidas a luz UVB na
temperatura de 25 °C. Aliquotas destas solugdes foram retiradas no tempo de 8 horas e
analisadas imediatamente pelo método de EC.
5.3.3.3.4. Precisdo

Foram realizadas seis solugdes estoque de darunavir etanolato MP, das quais foram
retiradas seis aliquotas de cada uma para obtencdo de solugdes com concentragdo teodrica de
140 pg/mL, no mesmo dia e sob as mesmas condigdes experimentais para avaliacdo da
precisdo intradia e calculado o DPR. Durante trés dias seguidos, para avaliagdo da precisdo
inter-analista, o teste foi realizado por analistas diferentes e os resultados foram analisados
estatisticamente.

Foram pesados 5,00 mg de darunavir etanolato MP e transferidos para baldo
volumétrico de 25 mL adicionando 5 mL de alcool etilico e completando-se o volume com
agua purificada, obtendo-se concentragdo de 200 pg/mL. Desta solugdo, foram retiradas
aliquotas de 700 pL e transferidas para baldo volumétrico de 1 mL completando-se o
volume com agua purificada para a preparagdo das solucdes com concentracdo de 140
ug/mL.
5.3.3.3.5. Exatidao

A exatiddo foi determinada pelo método de adigdo.

Foram preparadas solugdes estoque de darunavir etanolato MP e amostra na
concentracdo de 400 pg/mL. Destas solugdes foram retiradas aliquotas de 1 mL de cada
uma e transferidas para baldo volumétrico de 5 mL, obtendo-se dois baldes com 1 mL cada,

um de MP e o outro de produto acabado. Foram completados com agua purificada e obtidas
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solugdes com concentragdes teoricas de 80 pg/mL. A partir da solugdo estoque de darunavir
etanolato amostra, foram retiradas aliquotas de 1 mL e transferidas para baldo volumétrico
de 5 mL adicionadas de 0,4 mL de solugcdo estoque de darunavir etanolato MP,
completados com agua purificada para obtengdo de solugdo com concentragdo teodrica de
112 pg/mL. Alterando apenas o volume da solugd@o estoque de MP, procedeu-se da mesma
forma para obten¢@o de mais duas solucdes através de aliquotas de 0,75 mL (concentragdo
teorica de 140 pg/mL) e 1,1 mL (concentragdo tedrica de 168 pg/mL).
As preparagdes das amostras estdo exemplificadas na Tabela 16.

Tabela 16. Preparo das solugdes para o teste de exatiddo do método de eletroforese

capilar
Volume adicionado de Volume adicionado de N
. . Concentracio
darunavir etanolato amostra darunavir etanolato MP .
- - teorica final
na concentracgio na concentrac¢io ( /mL)a’b
400 pg/mL (mL) 400 pg/mL (mL) Mg
Amostra 1,0 - 80
R1 1,0 0,40 112
R2 1,0 0,75 140
R3 1,0 1,10 168
Padrio - 1,0 80

*diluida em baldo volumétrico de 5 mL
®cada nivel de concentragio foi preparado em triplicata

5.3.3.3.6. Robustez

Os parametros modificados para a avaliagdo da robustez foram: comprimento de
onda: A (200 nm) e a (202 nm), temperatura: B (20 °C) e b (19 °C), voltagem: C (20 kV) e
¢ (22 kV), tempo de passagem de NaOH 0,01 M: D (30 segundos) e d (25 segundos),
tempo de passagem de agua purificada: E (30 segundos) e e (25 segundos), tempo de
passagem de tampao: F (1 minuto) e f (50 segundos), concentragdo do tampao: G (25 mM)
e g (24 mM), conforme descrito na Tabela 17.

A andlise foi realizada em triplicata e as concentragdes de darunavir etanolato

presente na amostra foram determinadas a partir da curva analitica.
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Tabela 17. Combinagdes analisadas para a avaliagdo da robustez do método de

eletroforese capilar para quantificacdo de darunavir

1 2 3 4 5 6 7 8

A/a 200nm 200nm 200nm 200nm 202nm 202nm 202nm 202 nm
B/b 20 °C 20 °C 19 °C 19 °C 20 °C 20 °C 19 °C 19 °C
Cle 20kV 22 kV 20 kV 22 kV 20 kV 22 kV 20 kV 22 kV

D/d 30s 30s 25s 25s 25s 25s 30s 30s

E/e 30s 25s 30s 25s 25s 30s 25s 30s

F/f 60 s 50s 50s 60 s 60 s 50s 50s 60 s

Glg 25mM 24mM 24mM 25mM 24mM 25mM 25mM 24 mM
S t u v w X M Y/

Os parametros A, a, B, b, C, ¢, D, d, E, e, F, f, G, g foram calculados a partir das
Equacgdes 10 a 23.

A= s+t+u+v] (10) q= W+x+y+zj (1)
4

B= t+u+x+yj (12) b= u+v-;y+zj (13)

C= s+u+w+y} (14) o= t+v+x+z] (15)
4

D= [s+t+y+z} (16) d:[u+v+w+xJ 17)

E= [S+u+x+zj (18) (t+v+w+y (19)

F:(S+V+W+Zj (20) :(t+u+x+y @1

4
G:(S+v;x+yj 22) g = t+uJ;w+Z 23)

5.3.3.3.7. Doseamento
A partir de um pool de darunavir etanolato amostra foram pesados 21,59 mg e
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, adicionados de 5 mL de alcool etilico e o

volume completado com agua purificada, obtendo concentracdo tedrica de 400 pg/mL.
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Partindo desta solugdo, volumes de 3,5 mL foram transferidos para baldes
volumétricos de 10 mL completando-se o volume com Aagua purificada, obtendo-se
solugdes com concentracdo final de 140 pg/mL. As leituras das solu¢des foram realizadas
em EC com DAD no comprimento de onda de 200 nm.

Foram preparadas seis solugdes. O calculo da concentragdo e do teor de darunavir
etanolato na forma farmacéutica comprimidos foi realizado através das Equacdes 8 ¢ 9,

respectivamente.

Ca=Aax Z—Z )
Em que:

Ca = concentragdo da solug¢do de amostra (ng/mL)

Aa = amplitude da solugdo de amostra

Cp = concentragdo teorica da solugdo de MP (ug/mL)
Ap = amplitude da solugdo de MP

(Ca x 100)

Ca% = o

©)

Em que:

Ca% = concentragdo percentual de darunavir etanolato na solugdo amostra

Ca = concentragdo de darunavir etanolato encontrado na solugdo amostra (pug/mL)

Ct = concentragdo tedrica de darunavir etanolato na solugdo de MP (ug/mL)

5.3.3.4. Resultados

Linearidade

A curva analitica de darunavir etanolato MP foi construida com as médias dos
valores das amplitudes de trés curvas analiticas com concentra¢des de 50 a 200 mg obtidas
durante os ensaios de linearidade.

A Tabela 18 mostra os valores obtidos na constru¢do da curva analitica para o
darunavir etanolato MP pelo método de EC e a Figura 38 mostra a curva analitica

correspondente.
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Tabela 18. Valores das amplitudes de darunavir etanolato determinadas pelo

método de EC para a construgdo da curva analitica

Concentracio (ng/mL) Amplitude (mAU) Média da amplitude  DPR (%)

403

50 391 408 4,9
430
800

80 762 801 49
841
1183

110 1118 1173 4,3
1219
1480 1529 3,9

140 1512
1594
1971

170 1877 1937 2,7
1963
2402

200 2214 2338 4,6
2399

A equagdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, foi y =

12,7779x + 232,7376, com R? igual a 0,9996 e r igual a 0,9998, para o darunavir MP.

2500

y=12,7779x-232,7376
2000 - R?=0,9996

1500 -

Altura (mAU)
1000 -

300 +

0

0 50 100 150 200 250

Concentragdo (ug/mL)

Figura 38. Curva analitica de solu¢des de darunavir MP, nas concentracdes de 50; 80; 110;

140; 170 e 200 pg/mL, obtida pelo método de eletroforese capilar.
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A validade da regressdo linear da curva analitica média obtida foi calculada através
da ANOVA dos valores das amplitudes determinadas na obten¢do da curva analitica de
darunavir etanolato por EC relacionadas na Tabela 19.

Tabela 19. Andlise de varidncia das amplitudes obtidas na curva analitica de

darunavir por EC

Fontes de Variacio GL SQ Variancia Fcal (l;fgg)
Entre concentracdes 5 7718139,03 1543627,81 34,52* 3,11
Regressio Linear 1 7711357,30 7711357,30 172,46* 4,75
Desvio de Linearidade 4 6781,73 1695.,43 0,04 3,26
Dentro (Residuo) 12 44713,03 3726,08 - -
Total 17 7762852,06 - - -

*significativo para p<5%

Limite de detecciio e limite de quantificacio

Os resultados do limite de deteccdo e do limite de quantificagdo foram 7,29 pg/mL e
22,09 ng/mL, respectivamente.

Especificidade

As Figuras de 39 a 44 mostram, respectivamente, os eletroferogramas obtidos nas
degradacdes em meios acido, basico, oxidativo e térmico em banho a 80 °C por 8 horas e
degradagdo fotolitica pela exposi¢do a luz UVB a 25 °C, também por 8 horas, da solugdo de

darunavir etanolato amostra na concentrag¢do de 140 pg/mL.
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Figura 39. Eletroferograma da degradagcdo em meio acido do darunavir amostra na
concentragdo de 140 ng/mL em HC1 0,01 M apds 8 horas em banho a 80 °C utilizando
capilar com didmetro interno de 50 pm e comprimento total de 21 cm, solugdo tamponante
borato de sddio 25 mM pH 8,5 como eletrdlito de corrida, voltagem de +20 kV e leitura em

200 nm.

oo 2001

Figura 40. Eletroferograma da degradagdo em meio bésico do darunavir amostra na
concentragdo de 140 pg/mL em NaOH 0,01 M apos 8 horas em banho a 80 °C utilizando
capilar com didmetro interno de 50 pm e comprimento total de 21 cm, solugdo tamponante
borato de sddio 25 mM pH 8,5 como eletrdlito de corrida, voltagem de +20 kV e leitura em

200 nm.
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Figura 41. Eletroferograma da degradacdo em meio oxidativo do darunavir amostra na
concentragdo de 140 ug/mL em H,O, 3 % apods 8 horas em banho a 80 °C utilizando capilar
com didmetro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm, solu¢do tamponante borato
de sddio 25 mM pH 8,5 como eletrdlito de corrida, voltagem de +20 kV e leitura em 200

nm.
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Figura 42. Detalhe do eletroferograma da degradagdo em meio oxidativo do darunavir
amostra na concentrag@o de 140 pg/mL em H,O; 3 % apos 8 horas em banho a 80 °C
utilizando capilar com didmetro interno de 50 pm e comprimento total de 21 cm, solugao
tamponante borato de sddio 25 mM pH 8,5 como eletrélito de corrida, voltagem de +20 kV

e leitura em 200 nm.

Ana Carolina Kogawa



127
CAPITULO V - VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS QUANTITATIVOS
PARA O DARUNAVIR ETANOLATO EM COMPRIMIDOS

0.003] 0.003

0.001 001
on 05 10 15 20 25 an £ 40 45 50
Minutes

Figura 43. Eletroferograma da degradacdo em meio térmico do darunavir amostra na
concentragdo de 140 ug/mL em agua purificada apds 8 horas em banho a 80 °C utilizando
capilar com didmetro interno de 50 pm e comprimento total de 21 cm, solugdo tamponante
borato de sddio 25 mM pH 8,5 como eletrdlito de corrida, voltagem de +20 kV e leitura em

200 nm.

Figura 44. Eletroferograma da degradacéo fotolitica do darunavir amostra na concentracio
de 140 pg/mL em agua purificada apds 8 horas em luz UV a 25 °C utilizando capilar com
didmetro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm, solugdo tamponante borato de

sodio 25 mM pH 8,5 como eletrdlito de corrida, voltagem de +20 kV e leitura em 200 nm.

Precisao
As precisdes intradia e interdia foram realizadas através da repetibilidade e da

precisdo intermediaria, respectivamente. Os resultados encontram-se na Tabela 20.
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Tabela 20. Valores determinados para o parametro precisdo do darunavir MP pelo

método de eletroforese capilar

Comprimento , . . DPR
de onda Nivel Amplitude do pico (%)
1 2 3 4 5 6
e 2,00
200 nm Repetibilidade 1426 1463 1412 1460 1407 1395 (n=6)
Precisao 1602 1458 1574 1476 1423 1429 3,78
Intermediaria 1557 1522 1505 1456 1497 1479 (n=12)
Exatidao

A Tabela 21 mostra os valores obtidos no teste de recuperacdo para o darunavir
etanolato utilizando EC.
Tabela 21. Valores obtidos no teste de recuperagdo do darunavir utilizando o

método de eletroforese capilar

darunavir MP darunavir MP ~ N
. . Recuperacio Recuperacio DPR
adicionado recuperado (%) média (%) (%)
(1] (1) (1)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 32 32,53 101,66
R2 60 60,19 100,31 100,84 3,07
R3 88 88,47 100,53
Robustez

Na andlise da robustez do método por EC os pardmetros avaliados foram
comprimento de onda, temperatura, voltagem, tempo de passagem de NaOH 0,01 M, tempo
de passagem de agua purificada, tempo de passagem de solugdo tamponante e concentragao
da solug@o tamponante.

Os resultados obtidos estdo representados nas Tabelas 22 e 23 e as condigdes

alteradas cumpriram com os critérios de aceitacao.
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Tabela 22. Concentragdo de darunavir determinado a partir das oito condi¢des de

(P4 €C 9

s” a “z” para a avaliagdo da robustez do método de eletroforese capilar

Condicoes Média DP
s t u v W X y
Amplitude 0510 1828,8 16252 16855 19462 16430 17488 17150
(mAU)
Concentragio 1) 74 16134 14541 150,12 170,53 14680 15507 152,43 15543 8,58
(ng/mL)

Tabela 23. Parametros de Youden e Steiner para a analise de robustez do método de

eletroforese capilar desenvolvido para andlise do darunavir na forma farmacéutica

comprimidos
Concentracio de darunavir® (ug/mL) Diferenca  Especificacio  Robustez
A 154,65 a 156,21 -1,55 robusto
B 152,15 b 150,76 1,40 robusto
C 158,19 ¢ 152,67 5,52 robusto
D 157,64 d 153,21 4,43 <17,16° robusto
E 151,59 e 159,26 -7,67 robusto
F 158,71 f 152,15 6,55 robusto
G 153,43 g 157,42 -3,99 robusto

“de acordo com as Equagdes de 10 a 23. *2 desvios padrio, mencionado na Tabela 22

Doseamento

O doseamento foi realizado através da comparagdo das amplitudes dos picos obtidas
na andlise das solugdes de darunavir etanolato MP e amostra, ambas na concentragdo de
140 pg/mL. Os resultados encontram-se na Tabela 24.

Tabela 24. Valores determinados para o doseamento de darunavir etanolato em

comprimidos (Prezista® 300 mg) pelo método de eletroforese capilar

. Conteudo de darunavir® e DPR
Dia ng/mL % Média (%)

1 138,84 99,17

2 141,67 101,19 100,44 1,10

3 141,36 100,97

“cada valor corresponde a média de seis determinagdes
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5.3.3.5. Discussado

De acordo com o professor Calvin Giddings, eletroforese capilar ¢ o melhor
exemplo de otimizar os mecanismos de transporte para produzir separacdes altamente
eficientes.

Os capilares podem ser de pyrex, teflon ou silica. O escolhido para a realizagdo das
analises foi o capilar de silica, pois ele apresenta dimensdes precisas, resisténcia mecanica,
maleabilidade e resisténcia ao ataque quimico. O capilar de silica apresenta pKa de 5,9 e
uma mobilidade de fluxo eletroosmotico de aproximadamente 8, em uma escala de 0 a 10,
quando utilizado solu¢des com pH entre 9 e 12.

Em sistemas hidrodinamicos, como na CLAE, a velocidade ao longo do eixo radial
¢ maior que préximo as paredes, assim o gradiente de velocidade vai de zero a maxima
velocidade no centro do tubo. Em sistemas eletrodindmicos, como a EC, nido existe
diferenca de pressdo e ndo ha formagdo de gradiente de velocidade através do tubo capilar

(Figura 45).

Fhuxo parabolico

————

Figura 45. Perfil do fluxo laminar de sistemas hidrodinamicos (A) e do fluxo

eletroosmotico de sistemas eletrodindmicos (B).

Varios conceitos simples sdo importantes para a compreensao dos processos fisicos
que ocorrem apos a passagem de uma corrente elétrica através de uma solugao idnica. Estes
processos s@o muito mais complexos do que a passagem de corrente através de um metal.
Nos metais, os elétrons carregam toda a corrente de forma uniforme e leve. Na solugdo de
fluido, a corrente € transportada por cations e anions. Condugdo em solugdo de fluido ainda

¢ descrita pela lei de Ohm, £ =1/R, em que E € a tensdo de campo ou aplicada, 1 ¢ a
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corrente que passa através do solugdo e R ¢ a resisténcia do meio fluido (WEINBERGER,
2000).

O reciproco da resisténcia é a condutividade. Kohlrausch descobriu que a
condutividade da solugdo resulta da migracdo independente dos ions. Quando uma corrente
passa através de uma solug@o iOnica, anions migram para o anodo (eletrodo positivo),
enquanto cations migram em dire¢do ao catodo (eletrodo negativo) em quantidades iguais
(WEINBERGER, 2000).

Na EC o pH da solugdo tamponante, a concentracio do eletrolito, a temperatura, o
campo elétrico e a presenca de solventes organicos afetam a mobilidade do fluxo
eletroosmotico (FEO).

Quando amostras de baixa condutividade s3o injetadas, um processo conhecido
como staking ou empilhamento ocorre. Isto aumenta a sensibilidade do método de EC.

A velocidade do FEO eletroosmético ¢ altamente dependente do pH da solugdo
tamponante, quanto mais basico, mais rapido ¢ este fluxo.

Em pH elevado, os grupos silandis estdo completamente ionizados, gerando um
forte potencial zeta e uma densa dupla camada elétrica. Como resultado, o FEO aumenta a
medida que o pH da solug@o tamponante € elevado.

Quando existe um controle de temperatura, quanto maior a concentragdo da solucao
tamponante, menor serd o fluxo eletroosmoético. No entanto, quando ndo existe este
controle, ocorre o inverso, a maior concentracdo da solugdo tamponante gera um maior
fluxo eletroosmotico, pois aumentam a largura e a temperatura do capilar e
consequentemente diminui a viscosidade da solugdo, o que aumenta o fluxo eletroosmotico,
como pode ser observado através da Equagdo 24.

peo = Exef/dxmxn (24)

Em que:

peo = fluxo eletroosmdtico

& = potencial zeta da interface liquido-solido

e= constante dielétrica

n = viscosidade
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Por isso, utiliza-se a concentracdo da solugdo tamponante, geralmente entre 10 e
100 mAM, 100 vezes maior que a concentragdo da amostra.
O efeito da tensdo aplicada no perfil da velocidade, segue a Equacao 25.
Veo = peox E (25)
Em que:
Veo = velocidade do fluxo eletroosmotico
peo = fluxo eletroosmdtico

E = campo elétrico

Todavia, altas correntes elevam a produgdo de calor, o que aumenta o gradiente de
temperatura dentro do capilar, além de diminuir a viscosidade da solu¢do tamponante,
aumentando o fluxo eletroosmotico, gerando tempos de migragdo ndo reprodutiveis.
Também podem contribuir para a decomposicdo da amostra. Dessa forma, recomenda-se a
utilizagdo de 30 kV.

Solventes orgéanicos podem modificar o FEO por causa de seu impacto sobre a
viscosidade da solugdo tamponante e o potencial zeta. Alcoois lineares, tais como alcool
metilico, alcool etilico ou alcool isopropilico, geralmente diminuem o FEO, porque eles
aumentam a viscosidade do eletrolito. No entanto, € dificil prever o efeito da presenga dos
solventes organicos, uma vez que se deve considerar, por exemplo, sua constante dielétrica,
viscosidade e concentragdo.

Enquanto que na CLAE sdo utilizados volumes tipicos de 10 a 20 pL, na EC os
volumes sdo de 10 a 100 nL. Por outro lado, as limitagdes da EC sdo a baixa sensibilidade,
devido ao pequeno caminho Optico, e o limite de detec¢do no UV, que € cerca de 10 a 100
vezes menor que na CLAE.

No desenvolvimento do método de EC para o darunavir etanolato foram testadas
concentragdes que variaram de 40 a 650 pg/mL. Foram escolhidas as concentragdes de 50 a
200 pg/mL.

Os resultados obtidos na validacdo do método demonstraram que as solugdes de
darunavir etanolato apresentaram correlagdo linear entre as amplitudes dos picos e as

concentracdes, no intervalo utilizado.
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Os graficos de concentracdo versus amplitude foram plotados e demonstraram
linearidade na faixa de 50 a 200 pg/mL. A equagdo da reta para o darunavir etanolato foi y
= 12,7779x — 232,7376, com r de 0,9998. Os dados de linearidade foram validados pela
ANOVA que comprovou que ndo existe desvio significativo da linearidade das
concentragdes utilizadas e que existe regressao linear nos dados obtidos.

A precisdo pode ser confirmada através do DPR menor que 5 % (BRASIL, 2003) na
repetibilidade (2,00 %) e na precisdo intermediaria (3,78 %), validando assim a precisdo do
método de EC para analise do darunavir etanolato.

Os baixos valores calculados para os limites de deteccdo e de quantificagdo do
darunavir etanolato (LD = 7,29 pg/mL e LQ = 22,09 ng/mL) indicam a sensibilidade do
método para determinacio do farmaco.

Amostras de comprimidos de darunavir etanolato foram submetidas a degradacdo
em meio acido, alcalino, oxidativo, neutro e fotolitico e mostraram a suscetibilidade do
farmaco.

A recuperagdo esta relacionada com a exatiddo, pois reflete a quantidade de
determinado analito, recuperado no processo, em relagdo a quantidade real presente na
amostra. A exatiddo ¢ expressa como erro sistematico percentual, inerente ao processo. O
erro sistematico ocorre pela perda da substincia devido a baixa recuperagdo da extragao,
medidas volumétricas imprecisas ou substancias interferentes na amostra (entre outros)
(BRITO et al., 2003).

A concentracdo do darunavir etanolato no ensaio de exatidao esteve entre 8 e 22 % e
de acordo com os valores criticos aceitaveis sugeridos pelo manual da AOAC, o intervalo
aceitavel de recuperacdo ¢ de 98 a 102 % (Tabela 15) e, dessa forma, o método pode ser
considerado exato por apresentar uma média de 100,84 %.

A robustez indica a capacidade do método analitico em fornecer resultados
inalterados quando sujeito a pequenas alteragdes. O conjunto de parametros testados ndo
apresentou mudancgas significativas nos teores de darunavir etanolato. Dessa forma, o
método pode ser considerado robusto.

O teor médio determinado de darunavir presente em comprimidos de 300 mg

(Prezista®™) analisado foi de 100,44 %.
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5.3.3.6. Conclusao

Os parametros estudados para a validagdo do método em EC atenderam as
especificacdes para a adequada quantificacdo de darunavir etanolato na forma farmacéutica
comprimidos.

5.3.3.7. Artigo publicado

Kogawa, A.C.; Aguiar, F.A.; Gaitani, C.M.; Salgado, H.R.N. Validation of a
stability indicating capillary electrophoresis method for the determination of darunavir in
tablets and comparison with the of infrared absorption spectroscopic method. World

Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, v. 3, n. 6, p.283-297, 2014.

5.4. Analise comparativa

A comparagdo de metodologias € necessaria para determinar se a variabilidade dos
métodos difere de forma significativa. A USP 35 (2012) recomenda avaliar os pardmetros
de precisdo e exatiddo para provar a equivaléncia das metodologias.

A Tabela 25 apresenta os diferentes parametros determinados para métodos
quantitativos de espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho e eletroforese
capilar validados.

Tabela 25. Aplicabilidade, precisdo e exatiddo dos métodos de espectroscopia de

absorg¢do na regido do infravermelho e eletroforese capilar validados

Parametro Métodos
1V EC
Faixa de leitura 1757 - 1671 cm™ 200 nm
Faixa de concentracio 1,5-3,5mg 50 — 200 pg/mL
n 5 6
Equacio: y=ax+b
a 0,2354 12,7779
b 0,0120 -232,7376
r 0,9991 0,9998
Precisdo intradia (DPR %) 2,98 2,00
Precisao interdia (DPR %) 3,61 3,78
Exatidao (%) 99,81 100,84
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Os métodos podem ser considerados satisfatorios, pois na comparagdo os valores de
DPR para a precisdo sdo menores que 5 % e a exatiddo € proxima a 100 % (HORWITZ et
al., 1980; BRASIL, 2003).

Outra forma de se comprovar ou ndo a equivaléncia dos métodos ¢ comparar os
dados de doseamento, expostos na Tabela 26, através do Teste-F de Fisher e do Teste- de
Student para dados paramétricos.

Tabela 26. Valores obtidos na determina¢do do teor de darunavir etanolato em
comprimidos utilizando os métodos de espectroscopia de absor¢do na regido do

infravermelho e eletroforese capilar

Parametro Métodos
v EC
99,26 99,17
Teor (%) 98,98 101,19
98,40 100,97
Teor médio (%) 98,88 100,44
DPR (%) 0,44 1,10

Os resultados do tratamento estatistico estdo apresentados na Tabela 27.
Tabela 27. Valores do Teste-F e do Teste-t para o doseamento de darunavir em
comprimidos pelos métodos de espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho e

eletroforese capilar

Teste P value calculado tabelado
F 0,14 6,38 19,00%
t 0,08 2,27 2,78%

*significativo para p<5 %

Na comparagdo entre médias para varidveis quantitativas contendo duas amostras, o
teste de variancias de Fisher para amostras independentes mostrou variancias iguais para os
dados de doseamento do darunavir etanolato em comprimidos através das técnicas de IV e
EC, em que o Fcal < Ftab. Assim, o Teste-7 utilizado foi o0 homocedastico.

Os resultados obtidos através do Teste-# de Student demonstraram ndo haver

diferenca significativa entre os métodos propostos, para o nivel de significancia de 5 %.
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Sendo assim, os métodos validados sdo equivalentes e, portanto, intercambiaveis para a
determinacdo quantitativa de darunavir etanolato em comprimidos.

Apesar dos métodos demonstrarem intercambialidade, cada um possui
caracteristicas proprias. E vélido evidenciar que a principal diferenca entre estes métodos
estd nas vantagens e limitagdes de um em relacdo ao outro. O preco também deve ser
considerado, um equipamento de Fourier Transform Infrared Spectrophotometer custa
aproximadamente R$ 110.000,00 ¢ um EC automatico com detector DAD custa
aproximadamente R$ 120.000,00. O custo dos reagentes também deve ser considerado, em
uma analise de espectrometria na regido do infravermelho apenas se utiliza brometo de
potassio, enquanto que na EC ¢ ampla a escolha dos reagentes a ser utilizado, variando
entre solventes as solu¢des tamponantes.

O método de espectrometria de absor¢do na regido do infravermelho apresenta
menor tempo de andlise e ndo utiliza solventes organicos, mas apresenta baixa
especificidade em relagdo a possiveis produtos de degradagcdo. O método de eletroforese
capilar tem por caracteristica a baixa sensibilidade e exige pessoal qualificado, entretanto

com esta técnica € possivel trabalhar com amostras na ordem de nL.

5.4.1. Artigo publicado

Kogawa, A.C.; Salgado, H.R.N. Comparative study over methods developed for
quantification of darunavir in tablets by environmental friendly infrared and capillary
electrophoretic techniques. Journal of International Research in Medical and

Pharmaceutical Sciences, v. 2, n. 3, p.99-105, 2015.
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6. COMPLEXO DE INCLUSAO

6.1. Introducéo

O darunavir (Figura 46) tem baixa solubilidade em 4gua e baixa biodisponibilidade
oral, portanto requer administragdo em doses relativamente elevadas (comprimidos de 75,
300, 400 e 600 mg, sendo que ¢ possivel a administragdo de 1000 mg por dia em 1 ou 2

doses) para o sucesso do efeito terapéutico.

NH,

Figura 46. Estrutura quimica do darunavir, enfatizando os protons, A, B, C, D, E e F, para

/1 ;- 1 .
andlise de deslocamentos quimicos referentes aos 'H do darunavir.

Neste contexto, observa-se a necessidade para o desenvolvimento de
encapsulamento de firmacos antirretrovirais e estratégias de entrega, a fim de reduzir a
dose e a frequéncia de dosagem e, assim, melhorar o cumprimento da farmacoterapia
existente (SOSNIK et al., 2009).

Hé um grande interesse no desenvolvimento de métodos eficientes, confidveis, de
baixo custo e escalondveis para aumentar a biodisponibilidade oral de firmacos pouco
soltiveis em agua (SINHA et al., 2010). Estes métodos estdo se tornando complementares
ao desenvolvimento de novos medicamentos (SOSNIK et al., 2009).

O conceito que prioriza o planejamento da qualidade do produto farmacéutico desde

a sua concepg¢do denomina-se Quality by Design (QbD). Ele aborda o desenvolvimento e a
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producdo de medicamentos baseada na ciéncia e no risco. O termo Quality by Design foi
criado na década de 1960 por Joseph M. Juran, que acreditava que a maioria dos problemas
referentes a qualidade de um produto estd relacionada ao modo com que ele foi
desenvolvido. Para Juran, o produto deve ser concebido e construido levando-se em
consideracdo a qualidade, seguranga e efetividade.

O QbD visa desenvolver produtos que levardo a uma economia a longo prazo, pois
o0 objetivo do QbD ¢ explorar amplas informagdes para saber como se comporta tal produto
e assim ndo ter surpresas desagradaveis.

Aos poucos, este conceito comega a ser adotado pelos guias internacionais para a
industria farmacéutica, inclusive no Brasil. O QbD foi proposto primeiramente pela agéncia
reguladora dos Estados Unidos (FDA, a partir de 2002) e seguida pela agéncia reguladora
da comunidade europeia (EMA) e pela agéncia reguladora do Japao (PMDA). O processo
vem sendo conduzido pelo ICH, entidade em que participam grupos destas trés agéncias
reguladoras. O ICH j4 desenvolveu trés guias que orientam para os conceitos de QbD, ICH
Q8 Desenvolvimento Farmacéutico (2009), ICH Q9 Gerenciamento do risco da qualidade
(2006) e ICH Q10 Sistema Farmacéutico da Qualidade (2007).

Estes guias comecaram a ser utilizados pelas agéncias reguladoras dos Estados
Unidos e Unido Europeia a partir de 2012. No Brasil, por enquanto, alguns conceitos
comecaram a ser incentivados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
(REVISTA DO FARMACEUTICO, 2013).

A abordagem geralmente aplicada para aumentar a solubilidade de farmacos ¢ a
formacdo de complexos com macromoléculas, dos quais o encapsulamento molecular com
B-ciclodextrina (B-CD, Figura 47) constitui uma alternativa para o desenvolvimento de
novas formas de dosagem farmacéuticas (BREWSTER & LOFTSSON, 2007; LOFTSSON
& BREWSTER, 2010; LOFTSSON & BREWSTER, 2012).
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Figura 47. Estrutura quimica da -ciclodextrina.

Com base nesses fatos, o objetivo do presente capitulo foi investigar a possibilidade
de obten¢do de um complexo de inclusdo (CI) entre o darunavir etanolato e a B-CD.

Esta etapa do trabalho foi realizada no Departamento de Farmacia da Faculdade de
Ciéncias Quimicas da Universidad Nacional de Cérdoba, na cidade de Cérdoba, Argentina,

sob a supervisdo da Profa. Dra. Marcela Longhi, como parte do doutorado sanduiche.

6.2. Parte experimental
6.2.1. Material

A MP utilizada foi o darunavir etanolato, teor de 97,0 %, ¢ a ciclodextrina utilizada
foi a forma 3 da empresa Roquette (Francga).
6.2.2. Método

Para o desenvolvimento e estudo da complexacdo do darunavir a B-CD foram
necessarias as seguintes etapas:

6.2.2.1. Constru¢do da curva analitica

Foi realizada a constru¢do de uma curva analitica para a solu¢do de darunavir
etanolato em 4gua purificada com o objetivo de obter o coeficiente de absortividade (&). Foi
utilizada 4gua purificada como solvente e foram construidas trés curvas analiticas em
triplicata para obtengdo do valor do coeficiente de absortividade da solugdo.

6.2.2.2. Diagrama de Solubilidade de Fases (DSF)

Foi pesado uma quantidade de 0,075 g de B-CD (massa molecular de 1135 g/mol) e

transferido para baldo volumétrico de 5 mL, obtendo concentracdo de 6,608 x 10” mol/mL.
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Desta solucdo, foram retiradas aliquotas de 0,050; 0,075; 0,100; 0,150; 0,175 ¢ 0,200 mL e
transferidas para ependorf com 1 mg de darunavir etanolato MP adiciondas de 0,150;
0,125; 0,100; 0,050 e 0,025 mL de agua purificada, obtendo concentragdes respectivas de
B-CD no valor de 3,304; 5,956; 6,608; 9,912; 11,564 ¢ 13,216 mmol/mL em cada ependorf.

O DSF consistiu na adi¢cdo de diferentes concentragcdes de solucdes de f-CD na
mesma quantidade de darunavir etanolato. Estas solugdes foram acondicionadas e
colocadas em banho aquecido a 25 °C por 4 dias. Apds este periodo, as solugdes foram
centrifugadas e foi feita uma dilui¢do para posterior leitura em espectrofotometro na regiao
do ultravioleta. Com os valores das concentragdes de darunavir e 3-CD foi possivel calcular
a estequiometria da reagcdo farmaco-complexante, além de calcular a constante de

estabilidade (Kc) através da Equacdo 26:

coeficiente angular
Kc = ! g (26)

ordenada da origem x (1—coeficiente angular)

6.2.2.3. Complexagido e Liofiliza¢ao

A complexacdo foi realizada através da unido de farmaco no complexante na
propor¢ao 1:1, conforme o resultado da estequiometria obtida no teste de DSF, e entdo o
béquer contendo a solug@o darunavir:p-ciclodextrina foi colocada no ultrassom por 30
minutos. A solugdo foi congelada e transferida para o liofilizador K 105 da marca Liotop®,
a uma temperatura de - 35 °C, até obten¢do do suposto complexo de inclusdo na forma de
po.

6.2.2.4. Estudos com o complexo de inclusdo

Com o complexo de inclusdo em pé foram realizados testes de IV, TG e DSC para a
confirma¢do da complexa¢do e RMN e difragdo de raios-X para estudar a forma como o
farmaco esta complexado a -CD.

Para a analise de IV foi utilizado brometo de potassio (KBr) para confec¢ao das
pastilhas e o equipamento Nicolet5 SXC FT-IR Spectrometer (Nicolet™). Todos os
espectros de TG foram obtidos e processados usando EZ OMNIC E.S.P v.5.1 software.
Paro o estudo térmico de TG/DTG as curvas foram obtidas no equipamento TGA 2950 (T.

A. Instruments®).
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Nas técnicas de IV e TG foram analisados o darunavir, a B-CD, a mistura fisica
(MF) do darunavir etanolato com a B-CD e o CI para comparagao de seus perfis.

A MF do darunavir com a B-CD foi realizada em cadinho de dgata com pistilo
também de 4gata através de mistura mecanica, de forma leve para ndo proporcionar
conversdo da forma do darunavir etanolato utilizado pela forca aplicada na acdo.

As andlises de IV foram realizadas com pastilhas de 2,5 mg de amostra e 147,5 mg de
KBr. Na analise de TG foi utilizado cadinho de platina, razdo de aquecimento de ~10 °C e
atmosfera dindmica de No.

Os estudos de RMN e ROESY foram desenvolvidos no Avance II High Resolution
Spectrometer (Bruker®). Os espectros foram medidos a 298 K. Mudancas nos
deslocamentos quimicos de 'H para o darunavir e para a B-CD (A8), que originaram-se
devido a sua complexacgdo, foram calculados utilizando a Equagao 27:

As = 5complexo = Olivre (27)

A geometria do complexo de inclusdo foi estudada através de experimentos two-
dimensional rotating frame Overhauser (2D ROESY).

Estudos teoricos foram desenvolvidos aplicando modelagem molecular e técnica de
docking usando Gaussian03 e Autodock3. Simula¢des da dinamica molecular e analises
energéticas foram aplicadas usando o software Amber9.

O complexo darunavir:f-CD foi submetido a difragdo de raios-X em equipamento
Anodo rotatdrio Rigaku RINT2000, com monocromador curvo de grafite no feixe difratado,
fenda de divergéncia e espalhamento de 0,25 °, fenda de recep¢do de 0,3 mm e fenda Soller de
2,5 ° de divergéncia na radiagio CuKao (A=1,5406 A), operando com 40 KV e 70 mA de
tensdo e corrente do tubo, respectivamente e espelho focalizador (Gobel Mirror), para o
conhecimento da forma apresentada. As amostras foram acondicionadas em um porta

amostra de 2 cm de didmetro e 1 mm de profundidade.
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6.3. Resultados
6.3.1. Construcao da curva analitica

A Tabela 28 apresenta os valores das absorvancias das solugdes de darunavir
etanolato em 4gua purificada.

Tabela 28. Valores das absorvancias de darunavir etanolato determinadas pelo
método de espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta em 268 nm para a

construgdo da curva analitica em dgua purificada

Concentragio Concentracio - Média das o
(ng/mL) (mmol/mL) Absorvancias pcorvincias DT R (%)

0,290

10 0,168 0,291 0,293 1,29
0,297
0,431

16 0,269 0,441 0,437 1,21
0,439
0,550

20 0,337 0,552 0,553 0,55
0,556
0,668

24 0,404 0,673 0,667 1,06
0,659
0,771

28 0,472 0,766 0,765 0,86
0,758
0,865

32 0,539 0,861 0,863 0,23
0,863
0,963

36 0,606 0,967 0,962 0,52
0,957
1,056

40 0,674 1,056 1,056 0,00
1,056
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Figura 48. Curva analitica de darunavir etanolato em dgua purificada, nas concentragdes de
10, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ¢ 40 ng/mL, obtida pelo método de espectrofotometria de

absor¢ao na regido do ultravioleta a 268 nm.

Dessa forma, com os valores de absorvancia média e concentragao molar € possivel
calcular o £ com a Equagdo 28.

¢ = [absorvancia média/(concentragio molar x 1)] (28)

Portanto, o § para a dgua purificada é 16283,93, a média dos & das concentragdes de
10, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ¢ 40 pg/mL.
6.3.2. Diagrama de Solubilidade de Fases (DSF)

A Tabela 29 apresenta os valores de absorvancias das solugdes de darunavir
etanolato com diferentes quantidades de B-CD e a Figura 49 mostra a influéncia dos
acréscimos de B-CD na concentragdo de darunavir etanolato.

Tabela 29. DSF com diferentes solucdes de darunavir e B-CD em agua purificada

Concentracio de darunavir Concentracio de p-CD Volume de -CD

Absorvancia (mmol/mL) (mmol/mL) (mL)
0,226 0,277 0 0
0,511 0,628 3,304 0,050
0,655 0,804 5,956 0,075
0,806 0,989 6,608 0,100
1,156 1,419 9,912 0,150
1,350 1,658 11,564 0,175
1,505 1,848 13,216 0,200
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y=0,1196x+ 0,2430 /
1,5 - R’ = 0,9987 /
Concentragdo de 1|
darunavir {mM/mL) /

0 T T T T T T 1
0 2 4 5] 8 10 12 14

Concentracdo de B-CD (mM/mL)

Figura 49. DSF do darunavir e diferentes concentragdes de solugcdo de B-CD em agua

purificada.

Como a linha de tendéncia foi linear com coeficiente de determinagdo de 0,9987 é
possivel concluir que a estequiometria de complexacdo do darunavir com a B-CD ¢ de 1:1.

Além disso, com a equagdo y = 0,1196 x + 0,2430 da Figura 24, também & possivel
calcular a Kc, segundo a Equacdo 26. A Kc encontrada foi de 526,48.
6.3.3. Complexacio e liofilizacao

Apos os resultados do DSF, a complexacdo foi entdo realizada na proporgdo 1:1 e a
solucdo foi congelada e liofilizada (Figura 50) para os testes de confirmac¢do do complexo

de inclusdo formado.
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Figura 50. Ilustrag@o das etapas da formagao do complexo darunavir:3-CD em p6. (A)

solucdo aquosa de darunavir e -CD na proporgdo 1:1, (B) congelamento em nitrogénio
liquido, (C) acoplamento do frasco no liofilizador e (D) possivel complexo de inclusdo

darunavir:-CD.

6.3.4. Estudos com o complexo de inclusido

O complexo de inclusdo foi caracterizado por IV e TG, os quais confirmaram a
formag@o do complexo.

Os espectros e os comportamentos térmicos da B-CD, darunavir etanolato, mistura
fisica (mistura mecanica de B-CD e darunavir) e complexo de inclusdo estdo representados

nas Figuras 51, 52 e 53, respectivamente.
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Figura 51. Espectros de infravermelho da B-CD, darunavir etanolato, mistura fisica e

complexo de inclusdo.
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Figura 52. Curvas de TG e DTG da (A) BCD, (B) darunavir etanolato, (C) mistura fisica e

(D) complexo de inclusdo.
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Figura 53. Curvas DSC da (A) BCD, (B) darunavir etanolato, (C) mistura fisica e (D)

complexo de inclusdo.

Através dos estudos de docking (acoplamento) foram encontrados trés clusters
(agrupamentos) de conformacdes para o complexo darunavir:B-CD (Figura 54), com a
por¢do de darunavir sendo acoplada na cavidade hidrofobica da -CD como segue: cluster-

a: porcao hexahidrofuril, c/uster-b: anel aminobenzeno e cluster-c: por¢ao sulfonamida.
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Através da modelagem de acoplamento a conformacdo mais estavel foi identificada
analisando a energia livre de ligagdo correspondente (Tabela 30), com cluster-b sendo
favorecido energeticamente (-26,5 kcal/mol), e cluster-a e cluster-c exibindo afinidades
previstas menores (-23,5 e -17,3 kcal/mol, respectivamente).

Tabela 30. Andalises do componente energético obtida por Molecular
Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-PBSA) para analise do complexo

darunavir:B-CD por simula¢des de dindmica molecular

Valor (kcal/mol)
Componente
cluster-a cluster-b cluster-c
Energia eletrostatica -17,4 -10,1 -7,4
Van der Waals -36,5 -40,2 -32,4
Total de energia da fase gasosa 53,9 -50,3 -39,8
Contribuicio apolar (solvatacio) -3,5 -4,0 -3,5
Contribuicio eletrostatica (solvatacio) 33,9 27,9 26,0
Contribuicio total da solvatacio 30,4 23,8 22,5
Estimativa da energia de ligacio -23,5 -26,5 -17,3

Por '"H RMN foi evidenciado que as ressonancias do darunavir e da p-CD foram
modificadas mediante a complexagdo (Tabela 31), sugerindo a formagido do complexo de
inclus@o. Além disso, a andlise de ROESY 2D mostrou correlagdo entre protons internos da
B-CD e prétons aromaticos do darunavir etanolato (Figura 55), que estd em acordo com o
modo de inclusdo descrito para o cluster-b por modelagem de acoplamento.

Tabela 31. Mudangas induzidas nos deslocamentos quimicos 'H do darunavir e da

B-CD depois da complexacao

Préton do darunavir Ad (ppm) Préton interno da p-CD Ad (ppm)
Ha -0,0120 H; -0,0001
Hpg -0,0219 H, 0,0013
Hc-He 0,0605 H3 -0,0038
Hp -0,0746 Hy 0,0026
Hp -0,0019 H;s -0,0304
Hcmy -0,0066 Hg 0,0018
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Figura 55. Expansdo do espectro de ROESY 2D do complexo darunavir:-CD.

As Figuras de 56 a 59 mostram os difratogramas da B-CD e do complexo de

inclusdo obtido.

1+ Beta Ciclodextrina

5 10 15 20 25 30 3!
2Theta (°)

Figura 56. Difratograma experimental de difracdo de raios-X para a amostra de -CD.
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Figura 57. A B-CD foi identificada como sendo a -CD nonahidratada, a comparagdo com
o padrdo simulado (vermelho) da estrutura cristalina descrita por DAMODHARAN e

colaboradores (2004), mostra que os dois padrdes de difragdo de raios-X sdo semelhantes.

O refinamento de Rietveld gera o grafico de Rietveld, que ¢ uma utilizacdo mais
precisa para a identificacdo de certo material. Por raios-X geralmente comparamos o
difratograma observado com padrdes encontrados nos bancos de dados.

Com Rietveld, além de fazer uma simples sobreposi¢cdo com um padrio de difracdo

conhecido para a identificag@o, usamos informagdes quimicas nos célculos que aumentam a

precisdo da identificagdo.
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Figura 58. Grafico de Rietveld para a amostra de ciclodextrina.
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Figura 59. Difratograma de difragdo de raios-X para a amostra do complexo de inclusdo

formado.

As Figuras 60 e 61 mostram as sobreposicdes dos difratogramas experimentais do

darunavir etanolato livre, do complexo de inclusdo formado e da B-CD.

2,200+

2.0004 — Darunavir
~ 1,800 = Complexo
S 1,600
=
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g
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a 8009
2
= 6004
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2009
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Figura 60. Comparagdo entre os difratogramas experimentais da amostra de darunavir

etanolato livre e do complexo de inclusdo obtido.
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Figura 61. Comparagdo entre os difratogramas experimentais de duranavir etanolato livre,

complexo de inclusdo e B-CD.

No difratograma apresentado na Figura 61, o darunavir etanolato (verde) e a B-CD
(preto) apresentam padrdes de difracdo de raios-X cristalinos, enquanto que o complexo
formado (azul) apresenta um padrdo semi-cristalino com grande quantidade de fase amorfa,
mas com alguns picos caracteristicos [5,05 °; 10,35 °; 11,55 ° e 17,79 ° (20)]. Estes picos
ndo coincidem com os picos do darunavir etanolato nem da ciclodextrina indicando que um

novo arranjo cristalino ocorreu.

6.4. Discussao

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, compostos por unidades de
glicose unidas através de ligacdes a-1,4. As CDs que sdo obtidas com maior rendimento
sdo comumente conhecidas como CDs naturais e contém seis, sete ou oito unidades de
glicose, sendo denominadas de a-ciclodextrinas (a-CD), B-ciclodextrinas (B-CD) e v-
ciclodextrinas (y-CD), respectivamente. A [-CD ¢ a mais utilizada nas formulagdes
comerciais atualmente disponiveis.

As ciclodextrinas atualmente sdo classificadas como excipiente e tém sido utilizadas
no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, particularmente devido as suas
propriedades complexantes, as quais proporcionam incremento de solubilidade e

consequente aumento da taxa de dissolu¢do de farmacos pouco soluveis, estabilidade,
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reducdo de irritagbes bem como diminui¢do ou elimina¢do de odores ou sabores
desagradaveis em formulagdes liquidas (LYRA et al., 2010).

O DSF ¢ uma das ferramentas mais utilizadas na concentracdo de complexos de
inclusdo com CDs, sendo obtidos através de resultados de solubilidade da molécula
hoéspede em solugdes com concentracdes crescentes de CDs (VEIGA et al., 2006).

Segundo o modelo de Higuchi e Connors (1965), os diagramas podem ser do tipo A,
quando a solubilidade da molécula héspede aumenta conforme o aumento da concentracao
da CD, indicando a formag¢do de complexos soluveis, ou do tipo B, quando o complexo
formado ¢ insoluvel e a concentracdo da molécula héspede diminui com o aumento da

concentracdo da CD (Figura 62).

positivo

(A)

Estequiometria
Farmaco:CD = 1:1

negativo

linear

Concentracdo de farmaco  —{

Concentracao
maxima/equilibrio

Concentragao de ciclodextrina

Figura 62. Tipos de Diagrama de Solubilidade de Fases obtidos com farmacos e

ciclodextrinas.

Os diagramas do tipo A podem, ainda, ser classificados como linear, quando sdo
representados por uma reta; negativo quando apds uma determinada concentra¢do ha
tendéncia de queda; e positivo quando se forma uma reta ascendente que apds uma
determinada concentracdo, apresenta uma declive mais acentuado.

Nos diagramas do tipo A linear, o aumento de solublidade ¢ linear em fungdo da

concentragdo de CD, e se o declive for menor ou igual a 1, assume-se uma estequiometria
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de 1:1. Por outro lado, se o declive for maior que 1, ha formagdo de complexos de ordem
superior a 1 em relagdo a molécula héspede (BREWSTER & LOFTSSON, 2007).

Quando o diagrama apresenta a conformagdo do tipo linear pode-se calcular a
constante de estabilidade (Kc, Equagdo 26), em que a ordenada da origem corresponde a
solubilidade instrinseca da molécula hospede.

O diagrama do tipo linear ¢ o mais comum quando se trata de complexos de
inclus@o com CDs e o calculo de Kc ¢ feito para determinar a forga da ligagdo da molécula
hoéspede com a hospedeira. Na Tabela 32 estdo descritos os valores de Kc e a forca de
ligagcdo (CARRIER et al., 2007).

Tabela 32. For¢a de ligacdo entre a molécula hospede e a CD conforme o valor da

Kc
Valor de Kc (M'l) Forca de ligacio
<500 Muito fraca
500-1000 Fraca
1000-5000 Moderada
5000-20000 Forte
>20000 Muito forte

Para moléculas hdspedes pouco soltaveis, como € o caso do darunavir etanolato, que
apresentam diagrama do tipo linear, podem ocorrer diferengas entre a solubilidade em meio
aquoso e a intercepcdo da reta do diagrama em Yy, resultando em valores de Kc diferentes.
Como alternativa, pode-se calcular o valor de eficiéncia de complexagdo (CE, Equacdo 29)

que considera apenas o valor do coeficiente angular da equacdo da reta do diagrama.

coeficiente angular
CE =

- (1—coeficiente angular)

(29)

No entanto, o emprego do calculo de CE ndo ¢ a forma mais utilizada de avaliar a
complexagdo de farmacos com CDs, por outro lado o célculo de Kc € encontrado em um
nimero muito maior de trabalhos.

Variagdes nas propriedades fisico-quimicas das moléculas hdspedes podem ser
identificadas através de metodologias analiticas, que permitem detectar a formagdo dos

complexos. Para caracterizagdo da formagdo de complexo de inclusdo em estado solido
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pode-se utilizar métodos térmicos, espectroscopia de infravermelho, microscopia eletronica
de varredura e andlise das propriedades de dissolugdo, ja em estado liquido espectroscopia
de ressondncia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de ultravioleta e visivel e
diagrama de solubilidade de fase (LYRA ez al., 2010).

A incorporagdo das CDs em sistemas farmac€uticos constitui uma realidade
consolidada. Os avangos na tecnologia industrial permitem fabricar CDs naturais com
elevado grau de pureza. A -CD esta cotizada em aproximadamente USD 5/kg (CUNHA-
FILHO et al., 2007).

O darunavir etanolato apresenta baixa solubilidade em 4gua e baixa
biodisponibilidade oral. Dessa forma, a complexag¢do dele com a B-ciclodextrina foi
realizada e estudada.

A complexagdo de farmacos utilizando ciclodextrinas ¢ benvinda neste aspecto por
melhorar a solubilidade e, consequentemente, aumentar a taxa de dissolucdo de farmacos
pouco soluveis.

Através dos resultados do DSF, foi obtida a estequiometria 1:1 para a complexagao
entre o darunavir e a B-CD e a for¢a de liga¢do entre eles foi fraca, com valor de Kc =
526,48. Com o intuito de comparagdo, em um trabalho sobre a caracterizagdo do complexo
efavirenz:fB-ciclodextrina, um antirretroviral inibidor da transcriptase reversa nao
nucleosideo, foi obtida Kc igual a 288, o que relata uma forg¢a de ligacdo muito fraca
(SATHIGARI et al., 2009).

O espectro de infravermelho da MF € a sobreposi¢do dos espectros da B-CD e do
darunavir livre. A MF apresenta banda ligeiramente mais larga que o farmaco livre entre
3000 e 3700 cm™ como a B-CD e todas as bandas caracteristicas do darunavir em 3470,
3368, 3255, 2969, 1709, 1633, 1597, 1536, 1501, 1459 ¢ 1093 cm” (KOGAWA &
SALGADO, 2013a; KOGAWA & SALGADO, 2013b).

Ja o espectro do complexo mostra diferengas dos espectros do darunavir etanolato e
da mistura fisica. O complexo de inclusdo apresenta banda larga entre 3000 e 3750 cm’
como a B-CD, mas mantém todas as bandas caracteristicas do darunavir etanolato,

provando que o farmaco estd presente no complexo.
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Com relag@o ao comportamento térmico da B-CD, ela perde agua nas temperaturas
entre 40 and 70 °C, com decomposi¢do ocorrendo acima de 300 °C como evidenciado pela
perda de massa observada nas curvas de TG. A curva de DSC do darunavir mostrou dois
picos endotérmicos a 80 °C e 100 °C, devido ao ponto de fusdo do darunavir hidrato e
darunavir etanolato, respectivamente (GYSEGHEM et al., 2009).

Analisando as curvas de DSC e TG da mistura fisica entre darunavir etanolato e 3-
CD, os eventos caracteristicos observados para os compostos puros foram encontrados. Por
outro lado, no complexo, a curva TG exibe dois eventos de perda de massa, o primeiro a 50
°C e o segundo a 300°C, enquanto a perda de massa observada em 200 °C para o darunavir
etanolato ndo estd presente na curva do complexo. Além do mais, por DSC foi observado
que os picos endotérmicos do darunavir puro a 80 °C e 100 °C ndo estdo presentes no
complexo, indicando que o evento de fusdo ndo ocorreu, que deve ser devido as mudangas
na forma cristalina do so6lido ou pela complexagdo. Estes padrdes de curvas observados
estdo em acordo com os dados da espectroscopia de infravermelho e assim confirmam a
formacdo de um complexo entre darunavir e B-CD.

Através dos estudos espectroscopicos de acoplamento foram encontrados trés
grupamentos de conformagdes para o complexo darunavir:B-CD, cluster-a (porgao
hexahidrofuril), cluster-b (anel aminobenzeno) e cluster-c (por¢do sulfonamida). A
conformagio mais estavel foi o cluster-b. Por '"H RMN foi evidenciado que as ressondncias
do darunavir e da B-CD foram modificadas mediante a complexacdo, sugerindo a formagao
do complexo de inclusdo. Corroborando a isso, na andlise de ROESY 2D nota-se a
correlagdo entre protons internos da B-CD e prétons aromaticos do darunavir em acordo
com o modo de inclusdo para o cluster-b.

Nas analises de difracdo de raios-X percebe-se que o material resultante é semi-
cristalino onde podemos observar alguns picos largos indicando um pequeno tamanho
médio de cristalino e o halo caracteristico de amorfo. Na comparag¢io dos difratogramas de
darunavir livre e do complexo de inclusdo formado, este ndo apresenta os picos do farmaco

puro, tendo formado uma estrutura semi-cristalina diferente.
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6.5. Conclusao
O trabalho realizado permitiu o estudo da complexagdo entre o darunavir e a B-CD a
um nivel molecular. A combinagdo das técnicas tedricas e experimentais confirmaram a

formag@o de um complexo de inclusdo entre eles.
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7. TESTE DE SOLUBILIDADE

7.1. Introducio

A dissolucgdo refere-se ao processo pelo qual as moléculas do farmaco sdo liberadas
da fase sdlida e entram na fase de solucdo, sendo este processo dependente de tempo que
representa o passo final para a libera¢do da substancia ativa (MARTIN & SINKO, 2008).
No entanto, a liberagdo do farmaco a partir da forma farmacéutica depende das suas
caracteristicas de solubilidade.

Solubilidade € a capacidade de um soluto dissolver-se em um solvente, fornecendo
uma solugcdo homogénea.

Este parametro ¢ utilizado tanto para a classificagdo de farmacos segundo o Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) como para o desenvolvimento farmacotécnico das
formulagdes. A classificagdo, de acordo com o SCB, do darunavir ainda nio esta definida.

Fatores como pKa, pH do meio, polimorfismo, granulometria, forma farmacéutica,
adjuvantes, processos de fabricacdo, transito intestinal, motilidade, volume e composicao
dos liquidos intestinais afetam a solubilidade dos farmacos.

O complexo darunavir:B-ciclodextrina foi obtido com o objetivo de melhorar a
solubilidade do darunavir etanolato visando posteriormente a administragdo de doses mais
baixas e aumento da ades@o do paciente ao tratamento. Com a utilizagdo de doses menores,
a possibilidade de reagdes adversas e interagdes medicamentosas associadas com a terapia
anti-retroviral sdo diminuidas. Vale lembrar que em tratamentos cronicos, a toxicidade
moderada pode levar a complicagdes graves (SHARMA & GARG, 2010).

Criangas menores de sete anos, geralmente, sdo incapazes de ingerir 0s
medicamentos solidos, especialmente comprimidos de 300, 400 ou 600 mg, como ¢ o caso
do darunavir. Para tornar os medicamentos de adultos adequados as criancas, os
comprimidos ou capsulas, muitas vezes, sdo tratados para ajustar as dosagens e facilitar a
degluticdo. No entanto, as formulagdes liquidas, essenciais para a farmacoterapia
pediatrica, sdo motivo de preocupacdo crescente em seguranga, eficacia e qualidade, devido
as desvantagens organolépticas que levam a evasdo e a redugdo da aderéncia a regimes

terapéuticos antirretrovirais. Outra preocupacgdo ¢ o decréscimo da biodisponibilidade do
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farmaco, que também tem sido encontrada em muitos casos (SOSNIK ez al., 2009). Assim,
o aumento da solubilidade do darunavir quando complexado com a [-ciclodextrina,
beneficiaria um outro grupo de pacientes, as criangas. A ultima Assembleia Mundial da
Satde aprovou a resolucdo "Best medicines for children", e langou recentemente a
campanha global "Make medicines child size" (SOSNIK et al., 2009). Estes eventos
promovem a discussdo sobre este tema tdo importante e estimulam pesquisas para a
otimizacdo de fAmacos ja existentes.

O objetivo deste capitulo foi definir a solubilidade do CI, de acordo com os critérios
estabelecidos pelo SCB, além de comparar seus resultados com aqueles obtidos com o

farmaco livre, previamente estudado por nosso grupo de pesquisa.

7.2. Parte experimental
7.2.1. Material

O material utilizado foi o CI darunavir:3-CD, obtido no capitulo VI.
7.2.2. Método

Para o estudo de solubilidade do complexo darunavir:3-CD foi utilizado shaker MA
420 (Marconi®), espectrofotdémetro UV 1800 (Shimadzu®) e cubetas de quartzo com 1 cm
de caminho optico.

A solubilidade foi determinada em trés solugdes tamponantes (na faixa de pH 3,0 a
6,8, pHs 3,0; 4,5 e 6,8) e em agua purificada, a 37 °C + 0,5 °C, utilizando excesso do CI e
periodo prolongado de agitagdo pelo método de shaker flask em plataforma de agitacdo
orbital com incubadora. A determinagdo da concentracdo do farmaco em solu¢do foi
realizada apos filtragdo em membrana de poro 0,45 pm através de método
espectrofotométrico previamente validado (CORREA 2014; CORREA et al., 2014).

Uma quantidade de p6 equivalente a 5 mg de darunavir foi pesada em balanca
analitica modelo DV215CD (Ohaus®) de um pool do CI darunavir:B-CD e transferido para
tubo de ensaio. Em tubos separados, 300 puL de agua purificada, solugdo tamponante
acetato 0,05 M pH 4,5, solu¢do tamponante fosfato 0,2 M pH 6,8 e solucdo tamponante
fosfato 0,05 M com 0,5 % de Tween 20 pH 3,0 foram adicionadas e os tubos foram vedados

com parafilme e colocados no shaker a 37 °C + 0,5 °C, 60 rpm por 72 horas. Apos este
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periodo, os tubos foram retirados do shaker ¢ o conteudo filtrado em membranas de
politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicas com 0,45 pum de poro e 13,0 mm de diametro.
Aliquotas de 20 pL do filtrado foram diluidas em quantidades variadas de meio de
dissolugdo até obtengdo de absorvancia de aproximadamente 0,5 quando realizada a leitura
em espectrofotdometro a 267 nm em ordem zero. As solugdes também foram lidas em 276
nm em primeira ordem, sempre utilizando os meios de dissolugdo como brancos.

Para o célculo da concentragdo foi preparada solu¢do padrdo contendo darunavir
livre na concentragcdo de 15 pg/mL em cada solvente testado com o acréscimo de 20 % de
alcool metilico, exceto na solu¢do tamponante fosfato 0,05 M com 0,5 % de Tween 20 pH
3,0, uma vez que o farmaco solubilizou-se sem a necessidade do solvente organico.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos no teste utilizando o farmaco

livre.

7.3. Resultados

Foram testados quatro solventes no teste de solubilidade, agua purificada, solugdo
tamponante acetato 0,05 M pH 4,5, solug¢do tamponante fosfato 0,2 M pH 6,8 e solucdo
tamponante fosfato 0,05 M com 0,5 % de Tween 20 pH 3,0 (Figura 63). Ap6s 72 horas em
shaker sob 60 rpm e 37 °C £+ 0,5 °C os tubos de ensaio contendo o CI e os solventes

apresentaram precipitado.

Figura 63. Tubo de ensaio contendo (A) darunavir:B-ciclodextrina (B)em solucao

tamponante fosfato 0,05 M com 0,5 % de Tween 20 pH 3,0, (C) apds 72 horas em shaker
sob 60 rpm e 37 °C £ 0,5 °C. (D) Detalhe da presenca de precipitado, certificando a

saturacdo da solugao.
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Os valores das absorvancias do darunavir livre na concentracdo de 15 pg/mL nos
solventes testados estdo apresentados na Tabela 33.
Tabela 33. Valores das absorvancias do darunavir livre em diferentes solventes na

concentracdo de 15 pg/mL.

Concentracio Solventes Absorvancia média* Concentracio
(ng/mL) 267 nm 276 nm (ng/mL)
Agua purificada 0,670 0,024 17,98
15 Solugdo tamponante pH 4,5 0,548 0,021 16,83
Solugdo tamponante pH 6,8 0,483 0,020 12,94
Solugdo tamponante pH 3,0 0,568 0,023 16,83

*Valores correspondentes a triplicata
Fonte: CORREA et al., 2014.

A Tabela 34 mostra as comparagdes de diluigdes e concentragdes realizadas com os
diferentes solventes testados para obten¢do do mesmo valor de absorvancia.
Tabela 34. Dilui¢des variadas para obten¢do de aproximadamente o mesmo valor

de absorvancia do complexo darunavir:B-ciclodextrina nos solventes testados, apos o teste

de solubilidade
Solventes Diluicio Absorvancia média* DPR Concentracio
(mL) 267 nm 276 nm (%) (ng/mL)
Agua purificada 6,0 0,5162 0,017 1,16 3.834,72
Solucio tamponante pH 4,5 7,0 0,5140 0,018 3,68 5.064,63
Soluc¢io tamponante pH 6,8 5,5 0,5080 0,018 2,87 3.302,46
Solucio tamponante pH 3,0 4,0 0,5311 0,021 3,48 3.089,40

*Valores correspondentes a triplicata

Para provar que a B-CD ndo absorve nos comprimentos de onda utilizados, o teste
completo foi realizado com ela, assim como as dilui¢des e leitura. Os valores encontram-se

na Tabela 35.
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Tabela 35. Valores das absorvancias da -ciclodextrina em diferentes solventes

Absorvancia média*

Solventes 267 nm 276 nm Absorcéo (%)
Agua purificada 0,004 0,000 0,76
Solucio tamponante pH 4,5 0,006 0,000 1,13
Solucio tamponante pH 6,8 0,002 0,000 0,39
Soluc¢io tamponante pH 3,0 0,004 0,000 0,75

*Valores correspondentes a triplicata

O darunavir livre apresentou baixa solubilidade nos solventes testados,
apresentando valores de absorvancias abaixo de 0,2 com 2 mL de meio de dissolugdo,
conforme mostra a Tabela 36.

Tabela 36. Valores de absorvancias ¢ concentragdes do darunavir livre realizadas

com dilui¢do de 2 mL de meio de dissolugdo

Diluicio  Absorvancia média* DPR Concentracio

Solventes (mL) 267nm  276nm (%) (ng/mL)
Agua purificada 2,0 0,0563 0,002 4,13 166,83
Soluciio tamponante pH 4,5 2,0 0,0605 0,002 1,19 180,77
Soluciio tamponante pH 6,8 2,0 0,0390 0,002 10,58 147,15
Soluciio tamponante pH 3,0 2,0 0,1744 0,007 3,59 585,71

*Valores correspondentes a triplicata

Sendo assim, o CI apresenta solubilidade 28 vezes maior que o darunavir livre
quando utilizada a solug¢do tamponante acetato 0,05 M pH 4,5, 23 vezes quando utilizada a
agua purificada, 22 vezes quando utilizada solu¢do tamponante fosfato 0,2 M pH 6,8 e 5
vezes quando utilizada a solu¢do tamponante fosfato 0,05 M com 0,5 % de Tween 20 pH
3,0, como demonstrado na Tabela 37.

Tabela 37. Diferenca das concentracdes de darunavir livre e complexado a B-

ciclodextrina nos solventes testados, apds o teste de solubilidade

Concentracio darunavir (ng/mL)

Solventes . Solubilidade
complexado livre
Agua purificada 3.834,72 166,83 23 vezes maior
Solug¢ao tamponante pH 4,5 5.064,63 180,77 28 vezes maior
Solu¢ao tamponante pH 6,8 3.302,46 147,15 22 vezes maior
Solu¢do tamponante pH 3,0 3.089,40 585,71 5 vezes maior
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7.4. Discussiao

A solubilidade de um farmaco dependera de suas propriedades moleculares e de sua
capacidade em formar pontes de hidrogénio com as moléculas de agua.

Segundo a FDA (2000b), a solubilidade de um farmaco é determinada pela
dissolucdo da dosagem mais alta de uma forma farmacéutica de liberagdo imediata no
volume de 250 mL, ou menos, de uma solucdo tamponante que apresente pH na faixa de
1,0 a 7,5 sob temperatura de 37 °C.

O ensaio de solubilidade de um farmaco deve ser realizado através dos métodos de
equilibrio, potenciométrico ou dissolugdo intrinseca. O método de equilibrio ¢ o mais
utilizado, para o qual a concentracdo de satura¢do do farmaco, a velocidade e o tempo de
agitag@o sdo fundamentais (FDA, 2000b).

No teste de solubilidade do complexo darunavir:B-ciclodextrina realizado foram
testados quatro solventes, a agua purificada (pH 8,0), uma solugdo tamponante acetato 0,05
M pH 4,5, uma solucdo tamponante fosfato 0,2 M pH 6,8 e uma solugdo tamponante fosfato
0,05 M com 0,5 % de Tween 20 pH 3,0. O darunavir livre apresenta pH 5,0 e cinco valores
de pKa, 1,66; 1,76; 7,75; 11,43 e 14,31. O CI apresenta pH 4,5. Farmacos fracamente
acidos, expostos a um meio de dissolu¢do que possui pH maior que o pKa do farmaco,
tendem a apresentar aumento da solubilidade. Assim, a biodisponibilidade ¢ afetada por
alteragdes no pH durante a dissolug¢do do fdrmaco, e até mesmo por alteragcdes ocorridas nas
formulacdes de formas farmacéuticas (MARTINEZ & AMIDON, 2002). Em todos os
meios de dissolucdo testados o CI apresentou solubilidade no minimo 5 vezes maior que o
farmaco livre.

O darunavir:B-ciclodextrina apresentou forma semi-cristalina com picos de
cristalino e halo caracteristico de amorfo, segundo o teste de difragdo de raios-X
apresentado no capitulo VI, e farmacos amorfos geralmente sdo melhores absorvidos, uma
vez que as moléculas estdo ordenadas ao acaso, necessitando de menor energia para separa-
las, culminando em uma dissolu¢do mais rapida (STULZER et al., 2007). O darunavir
apresenta forma solvatada (GYSEGHEM et al., 2009), com certa ordenacdo das moléculas
o que demanda maior energia para separa-las. Por estes motivos, o CI apresentou maior

solubilidade em todos os solventes testados quando comparado ao darunavir livre.
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Sathigari e colaboradores (2009) estudaram a complexa¢do do efavirenz com a B-
ciclodextrina, no entanto nao realizaram o teste de solubilidade para compararmos com os
resultados aqui obtidos. E valido lembrar que a complexagdo darunavir:p-ciclodextrina
contou apenas com a f-ciclodextrina como adjuvante.

A determinagdo da solubilidade dos farmacos ¢ parte fundamental no SCB e,
atualmente, também assume grande importancia politica, uma vez que este teste,
juntamente com o de permeabilidade, constitui critério essencial para bioisen¢do na
obtengdo de registro de medicamentos genéricos e similares. A bioisengdo possibilita a
diminui¢do de custos e tempo de desenvolvimento de medicamentos, o que beneficia o
paciente, por ter acesso a medicamentos mais baratos que leva ao cumprimento da
farmacoterapia, ¢ o Sistema Unico de Saude (SUS), por ter maior diversidade de

medicamentos para o tratamento de um nimero maior de enfermidades.

7.5. Conclusao

O teste de solubilidade do CI foi realizado pelo método do equilibrio apresentou
solubilidade maior que o farmaco livre em todos os meios de dissolugdo testados, o que faz
este recente avanco da tecnologia farmac€utica um marco importante para a utilizacdo do
anti-retroviral e para a saude publica.

E importante destacar que a falha do tratamento nio so afeta a qualidade de vida dos
pacientes, mas também contribui significativamente para a carga econdmica do sistema de
saude (SHARMA & GARG, 2010). Portanto, a complexagdo desenvolvida é extremamente

interessante, tanto do ponto de vista tecnoldgico como financeiro (KOGAWA et al., 2014).

7.6. Artigo publicado
Kogawa, A.C.; Corréa, J.C.R.; Salgado, H.R.N. Influence of darunavir:-
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Pharmacology and Toxicological Studies, v.2(4), p.50-55, 2014.
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. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE DARUNAVIR NO COMPLEXO DE INCLUSAO

8.1. Introducéo

A validacdo de método analitico é a etapa a qual demonstra que o método ¢
adequado ao uso pretendido e trata-se de um aspecto primordial da garantia da qualidade
analitica (BARROS, 2002). Um processo de validacdo bem definido e documentado
oferece, as exigéncias regulatorias, evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas
sdo adequados para o uso desejado (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).

Desta forma, a validagdo ¢ parte importante do programa de garantia de qualidade e
tem por objetivo demonstrar que o método analitico ¢ adequado para a proposta pretendida
e ¢ seguro ao ser executado (ICH, 2005). A validacdo €, assim, a ferramenta usada para
demonstrar que um método analitico especifico mede realmente o que foi destinado a

medir, e, portanto, ¢ adequada para a sua fun¢ao/finalidade (TAVERNIERS ez al., 2004).

8.2. Analise Qualitativa e Quantitativa

No presente capitulo sera apresentado o método que foi desenvolvido e validado
para a identificacdo e quantificacdo do darunavir no complexo darunavir: -CD.

A andlise qualitativa e quantitativa foi realizada através do desenvolvimento e

valida¢@o do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

8.3. Parte Experimental da Analise Qualitativa
8.3.1. Material

A MP utilizada foi o darunavir etanolato, teor de 97,0 %, extraido da forma
farmacéutica comprimidos.

O complexo de inclusdo utilizado foi o darunavir:B-CD, teor de 95,0 %, descrito no
capitulo VI.

O placebo do complexo foi composto de B-CD da empresa Roquette.
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8.3.2. Método

Para o desenvolvimento do método de CLAE, as amostras foram pesadas em
balanga analitica modelo H51 (Mettler Toledo®™).

Foram pesados 10,00 mg de MP ¢ transferidos para baldo volumétrico de 100 mL
completando-se o volume com dalcool etilico, obtendo concentragdo de 100 pg/mL. Desta
solucdo, foram retiradas aliquotas de 2 mL e transferidas para baldo volumétrico de 10 mL
completando-se o volume com 4alcool etilico para a preparacdo das solugdes com
concentracdo de 20 pg/mL.

A complexacdo do darunavir a B-ciclodextrina segue a propor¢do de 1:1 em mols.
Assim, 10,00 mg de MP correspondem a 29,12 mg de CI. Esta quantidade foi transferida
para baldo volumétrico de 100 mL completando-se o volume com élcool etilico, obtendo
concentragdo de 100 pg/mL do darunavir. Cerca de 50 mL desta solugdo estoque foi
filtrada em papel de filtro e a partir desta solucdo, foi transferida aliquota de 2 mL para
baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com alcool etilico para obtencdo da
concentragdo final de 20 pg/mL.

A B-CD foi analisada juntamente com a MP e o CI para avaliar sua influéncia na
analise. Foram pesados 19,12 g de B-CD e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL
completando-se o volume com 4lcool etilico, obtendo concentracdo de 100 pg/mL. Cerca
de 50 mL desta solucdo estoque foi filtrada em papel de filtro e a partir desta solugdo, foi
transferida aliquota de 2 mL para baldo volumétrico de 10 mL, completando o volume com
alcool etilico para obtengdo da mesma concentragdo de placebo que estaria presente na
solu¢do de amostra.

Para a preparacdo da fase modvel foram utilizados agua purificada, acetonitrila
(ACN) (J.T.Baker) e acido acético glacial (Quemis).

As solugdes e a fase movel preparada foram sonicadas em aparelho ultrassom
Ultrasonic Cleaner (Unique®) e filtradas em membranas com poro de 0,45 pm e 13 mm de
didmetro (Millipore®) e 0,45 pm e 47 mm de didmetro (Millipore®), respectivamente. Foi
utilizado aparelho de vacuo (Marconi®) para filtrar a fase mével utilizada na analise. Uma

seringa de 100 uL (Hamilton®) foi utilizada para realizar as inje¢des.
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Foram utilizados bomba cromatografica 1525 (Waters”), injetor manual 7725i
(Rheodyne Breeze®™), detector UV-Vis 2487 (Waters”™) e coluna Phenomenex Luna CN 5
pm (250 x 4,6 mm).

A conformidade do sistema cromatografico ou System Suitability, estabelecido pelo
ICH (2005), € essencial para assegurar o desempenho satisfatorio do cromatdgrafo durante
a realizacdo das andlises.

Assimetria do pico, fator de alargamento, fator de reten¢do e nimero de pratos
foram os parametros avaliados para o desenvolvimento e posterior validagdo do método de
CLAE para a quantificacdo do darunavir no CI.

A adequabilidade do sistema cromatografico foi realizada através da injecdo de seis
replicatas de solugdes de MP na concentragdo de 40 pg/mL. Os parametros cromatograficos
foram calculados segundo as Equagdes 2, 3, 30 e 31 (USP 35, 2012).

O fator de alargamento (T) ¢ definido pela soma da distancia do ponto frontal até o
ponto médio com a distadncia do ponto médio até o ponto posterior, dividido por duas vezes
a distancia do ponto frontal até o ponto médio. Todas as medidas foram feitas a 5 % da

altura do pico maximo, como mostram a Equagdo 30 e a Figura 64.
T=a+ g xa (30)
T = fator de alargamento

a = distancia do ponto frontal até o ponto médio a 5 % da altura do pico

b = distancia do ponto médio até o ponto posterior a 5 % da altura do pico

alb

/_ | 7\ _fs % da altwra do pico

Figura 64. Ilustracdo para o calculo do fator de alargamento.
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O fator de reten¢do (k) ¢ a medida da posicdo do pico de interesse relativo ao
composto ndo retido, de acordo com a Equagéo 31.
k= (tr —t0)/t0 (31)
k = fator de retencao
tr = tempo de retencdo do pico de interesse

t0 = tempo do composto nio retido

Foram obtidos cromatogramas com estas solugdes no comprimento de onda de 268
nm, utilizando coluna Phenomenex Luna CN 5 um (250 x 4,6 mm) e 4dgua purificada + 0,1
% de acido acético glacial e acetonitrila + 0,1 % de acido acético glacial 60:40 (v/v) como
fase movel na vazdo de 1,0 mL/min. Foi adicionado 0,1 % de acido acético a fase movel
para minimizar as interagdes soluto-silanol, pela acdo de um acido competidor.

A identificagdo da MP e do CI foi realizada através da sobreposi¢do dos
cromatogramas obtidos e comparagdo quanto ao seu perfil caracteristico e tempo de
retencdo. Também foi avaliada a influéncia da B-ciclodextrina na anélise do darunavir por
CLAE.

8.3.3. Resultados

A adequabilidade do sistema cromatografico ¢ de extrema importadncia para
assegurar resultados confiaveis, reprodutiveis e seguros (PASCHOAL & RATH, 2008). Os
resultados do System Suitability encontram-se na Tabela 38.

Tabela 38. Analise de adequabilidade do sistema cromatografico desenvolvido para

analise de darunavir no CI

Parametros e especificacdes Resultados
Assimetria do pico (< 2) 1,00
Fator de alargamento (< 2) 1,01
Fator de reten¢do (> 2) 2,05
Numero de pratos (> 2000) 11.259
Tempo de retengdo (minutos) 7,2 (DPR* 0,16 %)

*DPR = desvio padrdo relativo

A 1identificacdo do darunavir no CI foi determinada pelo seu respectivo tempo de

retencdo, comparado com o tempo de retencdo da MP (Figura 65).
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dmmne danalalo mmoila
deanmn etanolsio MP

Figura 65. Sobreposi¢do dos cromatogramas da MP e amostra, ambos na concentracdo de
20 pg/mL, para identifica¢do de darunavir pelo método de CLAE utilizando coluna
Phenomenex Luna CN 5 pm (250 x 4,6 mm) e agua purificada + 0,1 % de acido acético
glacial:acetonitrila + 0,1 % de &cido acético glacial 60:40 (v/v) como fase modvel na vazao

de 1,0 mL/min e leitura em 268 nm.

Ambos os cromatogramas, da solucdo de MP e amostra, apresentaram tempo de
retencdo de aproximadamente 7,2 minutos.

A Figura 66 apresenta a sobreposi¢do dos cromatogramas da MP, CI e B-CD na
concentragdo de 20 pg/mL, evidenciando que a ciclodextrina ndo influencia na andlise do

darunavir por CLAE no comprimento de onda utilizado no método, 268 nm.

deranay stanclyo smosira
dsmens cmolate MP
B-ciciodextring

Figura 66. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas da MP, amostra e 3-CD, todos na
concentracdo de 20 pg/mL, para avaliacdo da influéncia da ciclodextrina na analise do
darunavir por CLAE utilizando coluna Phenomenex Luna CN 5 um (250 x 4,6 mm), 4gua
purificada + 0,1 % de 4cido acético glacial:acetonitrila + 0,1 % de 4cido acético glacial

60:40 (v/v) como fase movel na vazao de 1,0 mL/min e leitura em 268 nm.
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8.3.4. Discussio

A adequagdo do sistema ou System Suitability visa verificar a validagdo do
instrumento e da metodologia analitica simultaneamente e tem como objetivo mostrar que o
método apresenta precisdo e exatiddo (LANCAS, 2004).

A adequabilidade do sistema cromatografico ¢ essencial para assegurar que os
parametros eleitos na CLAE estejam aptos para identificar e quantificar o firmaco em
analise. O System Suitability apresentou resultados satisfatorios estando de acordo com o
preconizado pela FDA (2000a, 2004), no qual os pardmetros sugeridos sdo assimetria do
pico e fator de alargamento < 2, fator de retengcdo > 2 e nimero de pratos > 2000.

Foram considerados o nimero de pratos, a assimetria do pico e os fatores de
alargamento e capacidade para a escolha dos parametros apropriados para a determinag@o
do darunavir no CIL.

A CLAE utilizada ¢ uma técnica de fase reversa, dado que a fase mével € mais
polar, o que faz com que os componentes menos polares possuam maior tg. A coluna
Phenomenex Luna CN utilizada nos testes apresenta reprodutibilidade comprovada run-to-
run € lot-to-lot para compostos contendo grupos carboxila, carbonila e amina. Variando a
natureza dos grupos funcionais da fase estacionaria, ¢ possivel obter diferentes tipos de
seletividade. Estes grupos podem ser polares, como o grupo amino (-NH;) e o grupo ciano
(-CN). Tais fases estacionarias podem ser utilizadas tanto para cromatografia em modo
normal ou em fase reversa.

O método de CLAE, apesar de ser mais frequentemente aplicado para a andlise
quantitativa, pode ser muito util na identificagdo de farmacos, através da comparagdo dos
tempos de retencdo da amostra e da respectiva substancia de referéncia. Se as substancias
analisadas sdo idénticas, obrigatoriamente apresentardo o mesmo tempo de retengdo,
quando analisadas sob as mesmas condigdes.

Os cromatogramas obtidos nas andlises da MP e CI demonstraram perfis
semelhantes e tanto a MP como a amostra apresentaram tempo de retencdo de
aproximadamente 7,2 minutos, sugerindo a mesma identidade das amostras quando

utilizada coluna Phenomenex Luna CN (5 pum 250 x 4,6 mm), 4gua purificada + 0,1 % de
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acido acético glacial e acetonitrila + 0,1 % de acido acético glacial 60:40 (v/v) como fase
movel na vazdo de 1,0 mL/min e leitura em 268 nm.

Assim, o método demonstrou ser util na identificagdo de darunavir no CI formado.

8.4. Parte Experimental da Analise Quantitativa
8.4.1. Material

Os materiais utilizados na CLAE foram a MP, descrita no item 8.3.1., ¢ o CI
darunavir: B-CD, descrito no capitulo VI.

8.4.2. Método

Para o desenvolvimento do método de CLAE, as amostras foram pesadas em
balanga analitica modelo H51 (Mettler Toledo®).

Foram pesados 10,00 mg de MP e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL
completando-se o volume com 4lcool etilico, obtendo concentracdo de 100 pg/mL. Desta
solu¢do, foram retiradas aliquotas e diluidas em alcool etilico.

Para o produto acabado, foi pesado 29,12 mg de CI (o equivalente a 10,00 mg de
MP). Esta quantidade foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL completando-se o
volume com alcool etilico, obtendo concentragdo de 100 pg/mL. Cerca de 50 mL desta
solug¢do estoque foi filtrada em papel de filtro e a partir desta solugdo, aliquotas foram
retiradas e diluidas em élcool etilico.

Foram utilizados bomba cromatografica 1525 (Waters™), injetor manual 7725i
(Rheodyne Breeze®), detector UV-Vis 2487 (Waters®), coluna Phenomenex Luna CN 5 pm
(250 x 4,6 mm) e as leituras das amostras foram realizadas através da area do pico em 268
nm na vazao de 1 mL/min.

As solugdes ¢ a fase movel preparadas foram sonicadas em aparelho ultrassom
Ultrasonic Cleaner (Unique®) e filtradas em membranas com poro de 0,45 pm e 13 mm de
didmetro (Millipore®) e 0,45 pm e 47 mm de diametro (Millipore®), respectivamente. Foi
utilizado aparelho de vacuo (Marconi®) para filtrar a fase mével composta de dgua + 0,1 %
de acido acético glacial e ACN + 0,1 % de acido acético glacial (60:40, v/v). Uma seringa

de 100 uL (Hamilton®) foi utilizada para realizar as injecdes.
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Os parametros analiticos de linearidade, limites de detec¢do e de quantificagdo,
especificidade, precisdo, exatiddo e robustez foram avaliados para a validagdo do método,
segundo a RE n° 899 (2003), a AOAC (2002), ICH (2005) e o INMETRO (2007).

8.4.2.1. Validacao
8.4.2.2.1. Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construgdo de trés curvas analiticas desenvolvidas
em trés diferentes dias e em triplicata. As concentragdes utilizadas foram 10, 20, 30, 40, 50
e 60 pg/mL.

A equagdo da reta foi determinada pela analise de regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados. As 4reas utilizadas na determina¢do da curva analitica foram
estatisticamente avaliadas pela ANOVA.
8.4.2.2.2. Limites de deteccdo e de quantificagdo

O LD do darunavir etanolato foi determinado a partir das trés curvas analiticas
obtidas, utilizando-se os dados de desvio padrdao do intercepto (s) e inclinacdo média (1),
conforme a Equagdo 4.

O LQ do darunavir etanolato foi obtido com base nos mesmos dados descritos
acima, de acordo com a Equagdo 5.
8.4.2.2.3. Especificidade

A especificidade do método proposto foi comprovada através da degradagao forgada
do CI. O proposito do teste de degradagdo forcada é desenvolver e validar um método
indicativo de estabilidade, além de ser util na determinagdo da estabilidade intrinsica do
principio ativo, na determinagdo das vias de degradag@o do principio ativo e da amostra e
na elucidacgdo estrutural de potenciais produtos de degradacao.

Foram preparadas solu¢des de CI em HCI1 0,01 M, NaOH 0,01 M, H,O, 3% e agua
purificada na concentracdo de 40 pg/mL e submetidas a banho em temperatura de 80 °C.
Também foram preparadas solucdes de CI em agua purificada na concentragdo de 40
pg/mL e submetidas a luz UVB em temperatura de 25 °C e ao calor seco em temperatura de
35°C.

Aliquotas destas solucdes foram retiradas nos tempos de 2, 4 e 8 horas e analisadas

imediatamente pelo método de CLAE.
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8.4.2.2.4. Precisdo

Para avaliacdo da precisdo intradia foram realizadas seis solugdes estoque de
darunavir etanolato MP, das quais foram retiradas seis aliquotas de cada uma para obtencao
de solugdes com concentragdo tedrica de 40 pg/mL, no mesmo dia e sob as mesmas
condig¢des experimentais e calculado o DPR.

Para avaliagdo da precisdo intermedidria, durante trés dias seguidos, o teste foi
realizado por dois diferentes analistas e os resultados foram analisados estatisticamente.

Foram pesados 10,00 mg de darunavir etanolato MP e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL completando-se o volume com alcool etilico, obtendo-se
concentragdo de 100 pg/mL. Desta solucdo, foram retiradas aliquotas de 4 mL e
transferidas para baldo volumétrico de 10 mL completando-se o volume com alcool etilico
para a preparacgao das solugdes com concentragdo de 40 pg/mL.
8.4.2.2.5. Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo ensaio de adigdo.

Foram preparadas solucdes estoque de darunavir etanolato MP e CI na concentragio
de 100 pg/mL. Destas solugdes foram retiradas aliquotas de 2 mL de cada uma e
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se uma solugdo de MP e outra de
amostra. Foram completados com 4lcool etilico e obtidas solugdes com concentragdes
teoricas de 20 pg/mL.

A partir da solugdo estoque de CI, foram retiradas aliquotas de 2 mL e transferidas
para baldo volumétrico de 10 mL adicionadas de 1,2 mL de solug@o estoque de darunavir
MP, completados com alcool etilico para obtengao de solucdo com concentragdo tedrica de
32 pg/mL. Alterando apenas o volume da solucdo estoque de MP, procedeu-se da mesma
forma para obtenc¢do de mais duas solugdes através de aliquotas de 2 mL (concentracdo
teorica de 40 pg/mL) e 2,8 mL (concentragdo tedrica de 48 pg/mL).

As preparagdes das amostras estdo exemplificadas na Tabela 39.
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Tabela 39. Preparo das solugdes para o teste de exatiddio do método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia

Volume adicionado de Volume adicionado de Concentracio
CI de concentracio MP de concentracio teodrica final
100 pg/mL (mL) 100 pg/mL (mL) (ng/mL)™"
Amostra 2,0 - 20
R1 2,0 1,2 32
R2 2,0 2,0 40
R3 2,0 2,8 48
Padrio - 2,0 20

“diluida em baldo volumétrico de 10 mL
®cada nivel de concentragdo foi preparado em triplicata

A percentagem de darunavir etanolato recuperado foi calculada pela Equagdo 7

(AOAC, 2002).
%R = {(”C;pca)} x 100 7

Em que:
Cr = concentragdo da solugdo de amostra adicionada de MP (pug/mL)
Ca = concentracdo da solu¢do de amostra (ng/mL)

Cp = concentragdo teorica da solu¢do de MP adicionada (ng/mL)

8.4.2.2.6. Robustez

O teste de Youden ndo sé permite avaliar a robustez do método, como também
ordenar a influéncia de cada uma das variagdes nos resultados finais, indicando qual o tipo
de influéncia de cada uma dessas variagdes (INMETRO, 2007).

Os parametros modificados para a avaliagdo da robustez foram: comprimento de
onda (268 nm): A (269 nm) e a (267 nm), vazdo (1,0 mL/min): B (1,02 mL/min) e b (0,98
mL/min), propor¢do de acetonitrila (40 %): C (41 %) e ¢ (39 %), propor¢do de acido
acético (1 %): D (1,05 %) e d (0,95 %), conforme descritos na Tabela 40.

A andlise foi realizada em triplicata e as concentracdes de darunavir presentes na

amostra foram determinadas a partir da curva analitica.
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Tabela 40. Combinagdes analisadas para a avaliagdo da robustez do método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificacdo do darunavir

1 2 3 4 5 6 7 8
A/a 269mm 269mm 269nm 269nm 267nm 267nm 267nm 267 nm
0,98 0,98 1,02 1,02 0,98 0,98 1,02 1,02

B/b mL/min mL/min mL/min ml/min mL/min mL/min mL/min mL/min
Cle 39 % 41 % 39 % 41 % 39 % 41 % 39 % 41 %
D/d 095% 0,95% 1,05 % 1,05 % 1,05 % 1,05% 0,95% 095 %

S t u A w X y z

Os parametros A, a, B, b, C, ¢, D, d, foram calculados a partir das Equagdes de 32 a

39.
A= (s+t+u+v)/4 (32) a= WwW+x+y+2z)/4 (33)
B=(s+t+w+x)/4 (34) b= (u+v+y+2z)/4 (35)
C=(G+u+w+y)/4 (36) c= (t+v+x+2)/4 (37)
D= (s+t+y+2)/4 (38) d= (u+v+w+x)/4 (39)

8.4.2.2.7. Doseamento

De um pool de CI foram pesados 29,12 mg e transferidos para baldo volumétrico de
100 mL e completado o volume com élcool etilico, obtendo concentragdo tedrica de 100
png/mkL.

Partindo desta solucdo, volumes de 4 mL foram transferidos para baldes
volumétricos de 10 mL obtendo-se solugdes com concentracdo final de 40 pg/mL. As
leituras das solug¢des foram realizadas em CLAE com detector UV no comprimento de onda
de 268 nm.

Foram preparadas seis solugdes. O calculo da concentragdo e do teor de darunavir
no CI foi realizado através das Equagdes 8 e 9, respectivamente.

8.4.3. Resultados
Linearidade
A Tabela 41 mostra os valores obtidos na constru¢do da curva analitica para o

darunavir etanolato MP por CLAE e a Figura 67 mostra a curva analitica correspondente.
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Tabela 41. Valores das areas de darunavir determinadas por cromatografia liquida

de alta eficiéncia para a construgdo da curva analitica

Concentracio (ng/mL) Areas Média das areas DPR (%)

301429

10 280410 286012 4,70
276436
577900

20 557188 569153 1,88
572372
849251

30 832618 846891 1,56
858802
1154074

40 1108252 1131555 2,03
1132340
1453218

50 1404980 1424297 1,79
1414692
1704120

60 1729411 1713197 0,82
1706060

2000000 -
v=28.530,3481x-3.364,7667

Z -
1600000 - R°=0,9993

1200000 -
Areaabsoluta
B00000

400000

0 T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0

Concentracao (pgfmL)

Figura 67. Curva analitica de solugdes de darunavir MP, em concentragdes de 10, 20, 30,

40, 50 e 60 ng/mL, obtida pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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A equagdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, é: y =
28.530,3x —3.364,8, com R? igual a 0,9999 e r igual a 0,9999 para o darunavir MP.

A validade da regressdo linear da curva analitica média obtida foi calculada através
da ANOVA dos valores das areas determinadas na obtencdo da curva analitica do darunavir
por CLAE relacionadas na Tabela 42.

Tabela 42. Anélise de varidncia das areas obtidas na curva analitica do darunavir

por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Fontes de Variacio GL SQ Varidncia Fcal Ftab (0,05)
Entre concentracdes 5 43x10" 8,5x 10" 231,59* 3,11
Regresséo Linear 1 43x10%  43x10%  1157,78* 4,75
Desvio de Linearidade 4 7,0 x 10® 1,7x 10® 0,05 3,26
Dentro (Residuo) 12 37x10° 3,1x 10° - -
Total 17 43x10% - - -

*significativo para p<5%

Limite de detecciio e limite de quantificacio

Os resultados do limite de deteccdo e do limite de quantificagdo foram 1,13 pg/mL e
3,43 pug/mL, respectivamente.

Especificidade

As Figuras de 68 a 73 mostram, respectivamente, os cromatogramas obtidos nas
degradacdes em meio acido, basico, oxidativo e térmico em banho a 80 °C por 2, 4 e 8
horas e degradagdo da solug@o de CI na concentragdo de 40 pg/mL pelas exposigdes a luz

UVB a 25 °C e ao calor seco a 35 °C, ambos também, por 2, 4 ¢ 8 horas.
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Figura 68. Cromatogramas da degrada¢ido do complexo de inclusdo em meio 4cido na
concentracdo de 40 pg/mL em HC1 0,01 M apds 2, 4 e 8 horas em banho a 80 °C utilizando
coluna Luna CN (250 mm x 4,6 mm), fase movel contendo agua + 0,1 % de 4cido acético
glacial : ACN + 0,1 % de 4cido acético glacial (60:40, v/v), vazdo de 1 mL/min e leitura em

268 nm.
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Figura 69. Cromatogramas da degradagido do complexo de inclusdo em meio basico na

concentragdo de 40 pg/mL em NaOH 0,01 M apds 2, 4 e 8 horas em banho a 80 °C

utilizando coluna Luna CN (250 mm x 4,6 mm), fase mdvel contendo dgua + 0,1 % de

acido acético glacial : ACN + 0,1 % de acido acético glacial (60:40, v/v), vazao de 1

mL/min e leitura em 268 nm.
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Figura 70. Cromatogramas da degradagdo do complexo de inclusdo em meio oxidativo na
concentracdo de 40 pg/mL em H,0, 3% apos 2, 4 e 8 horas em banho a 80 °C utilizando
coluna Luna CN (250 mm x 4,6 mm), fase movel contendo dgua + 0,1 % de 4cido acético

glacial : ACN + 0,1 % de 4cido acético glacial (60:40, v/v), vazdo de 1 mL/min e leitura em

268 nm.
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Figura 71. Cromatogramas da degradagdo do complexo de inclusdo em meio térmico na

concentrac¢do de 40 pg/mL em agua purificada apos 2, 4 e 8 horas em banho a 80 °C

utilizando coluna Luna CN (250 mm x 4,6 mm), fase mdvel contendo agua + 0,1 % de

acido acético glacial : ACN + 0,1 % de acido acético glacial (60:40, v/v), vazao de 1

mL/min e leitura em 268 nm.
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Figura 72. Cromatogramas da degradacdo fotolitica do complexo de inclusdo na

concentracdo de 40 pg/mL em 4gua purificada apds 2, 4 e 8 horas em luz UV a 25 °C

utilizando coluna Luna CN (250 mm x 4,6 mm), fase mdvel contendo agua + 0,1 % de

acido acético glacial : ACN + 0,1 % de acido acético glacial (60:40, v/v), vazao de 1

mL/min e leitura em 268 nm.
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Figura 73. Cromatogramas da degradagdo do complexo de inclusdo em meio neutro na

concentracdo de 40 pg/mL em agua purificada apos 2, 4 e 8 horas em calor seco a 35 °C

utilizando coluna Luna CN (250 mm x 4,6 mm), fase mdvel contendo dgua + 0,1 % de

acido acético glacial : ACN + 0,1 % de acido acético glacial (60:40, v/v), vazao de 1

mL/min e leitura em 268 nm.

Precisido

As precisdes intradia e interdia foram realizadas através da repetibilidade e da

precisdo intermediaria, respectivamente. Os resultados encontram-se na Tabela 43.
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Tabela 43. Valores determinados para o parametro precisdo do darunavir etanolato

MP pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cor(;? (l;illgznto Nivel Area do pico 1()01/)01;
1 2 3 4 3 6
268 R?gzg:il 1137578 1116486 1142957 1123887 1115820 1155258 (L’jg)
nm Precisio 1149269 1103915 1125696 1112965 1125154 1141613 1.90
Intizrrrir;ed 1108961 1127874 1130446 1163747 1170600 1154273 (n;12)
Exatidao

A Tabela 44 mostra os valores obtidos no teste de recuperagdo para o darunavir
utilizando CLAE.
Tabela 44. Valores obtidos no teste de recuperagdo do darunavir utilizando o

método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

darunavir MP darunavir MP ~ ~
. . Recuperacio Recuperacio  DPR
adicionada recuperada (%) média (%) (%)
(1] (1] (1)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 12 12,07 100,59
R2 20 19,99 99,97 99,88 1,21
R3 28 27,75 99,10
Doseamento

O doseamento foi realizado através da comparagdo das areas absolutas obtidas na
analise das solucdes de darunavir etanolato MP e CI, ambas na concentracdo de 40 pg/mL.
Os resultados encontram-se na Tabela 45.

Tabela 45. Valores determinados para o doseamento de darunavir no complexo de

inclus@o pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

. Contetido de darunavir® e DPR
Dia ng/mL % Média (%)

1 40,65 101,62

2 39,25 98,12 99,82 1,76

3 39,90 99,74

“cada valor corresponde a média de seis determinagdes
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Robustez

Na analise da robustez do método por CLAE os parametros avaliados foram vazao,
comprimento de onda, propor¢do de acetonitrila e proporcdo de acido acético ambos
utilizados no preparo da fase movel.

A condi¢do 1 diz que o teor de darunavir (99,82 %, média do valor obtido na anélise
de doseamento) deve estar entre 94,83 % (99,82 % - 5 %) ¢ 104,81 % (99,82 % + 5 %). A
condi¢do 2 diz que A—a, B—b, C—ce D—d devem ser menores que 2,99 (3 % de
99,82 %). O método ¢é considerado robusto se as condi¢des 1 e 2 forem atendidas
(NOGUEIRA et al., 2011).

Os resultados obtidos estdo representados nas Tabelas 46 e 47 e as condigdes
cumpriram com os critérios de aceitagdo.

Tabela 46. Teor de darunavir determinado a partir das oito condi¢des de “s” a “z

para a avaliagdo da robustez do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

J t u A w X y Y/

A/a 269mm 269nm 269nm 269nm 267nm 267nm 267nm 267 nm
B/b 0,98 0,98 1,02 1,02 0,98 0,98 1,02 1,02
mL/min mL/min mL/min mL/min mL/min mL/min mL/min mL/min
Cle 39 % 41 % 39 % 41 % 39 % 41 % 39 % 41 %
Dd 095% 095% 1,05% 1,05% 1,05% 1,05% 095% 0,95%

?;:’)f 98,54 100,27 9597 96,68 100,87 101,35 97,53 98,90

Tabela 47. Parametros de Youden and Steiner para a andlise de robustez do método

de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Média

Teor de darunavir® (%) Diferenca Robustez (%) DP DPR (%)
(1]
A 97,86 a 99,66 - 1,80 robusto
B 100,26 b 97,27 2,99 robusto
C 98,23 ¢ 99,30 - 1,07 robusto 98,76 0,98 0,99
D 98,81 d 98,72 - 0,09 robusto

*de acordo com as Equagdes de 32 a 39
8.4.4. Discussio
O darunavir n3o apresenta monografia descrita nos compéndios oficiais (F.

PORTUGUESA, 2005; F. BRAS, 2010; FARMACOPEIA EUROPEIA, 2011;
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FARMACOPEIA JAPONESA, 2011; BP, 2012; USP 35, 2012). Na literatura existem
métodos para quantificagdo do darunavir e outros antirretrovirais em plasma, sangue,
saliva, tecidos ¢ forma farmacéutica utilizando CLAE. No entanto, ndo ha métodos de
analise descritos para a quantificacdo de darunavir no complexo darunavir:3-CD.

A proposta, entdo, foi desenvolver e validar um método de CLAE com detec¢ao UV
para a quantificacdo de darunavir no CI objetivando otimizar a constitui¢do da fase movel,
diminuir o desgaste da coluna, o tempo de andlise e o gasto de reagentes.

A avaliacdo critica dos métodos de CLAE revelou que a especificidade e a
resolucdo de todas as impurezas e produtos de degradacdo conhecidas eram a maior
preocupagdo, as quais seriam requisitos essenciais para a determinacdo de impurezas. Além
disso, a utilizagdo de alta concentra¢do de reagente de par idnico na fase movel reduz
significativamente a vida util da coluna, resultando em analises de rotina caras. Portanto,
sentiu-se a necessidade de desenvolver métodos de CLAE simples, eficientes, sensiveis,
seletivos e baratos (THOMAS et al., 2012).

Torna-se cada vez mais interessante para as industrias farmacéuticas a utilizagdo de
métodos simples e faceis de execugdo, rapidos, precisos e exatos no Controle de Qualidade
de farmacos e medicamentos.

Entre os modernos métodos de analise, a CLAE ocupa um lugar de destaque devido
a sua facilidade em efetuar a separagdo, identificagdo e quantificacdo das espécies
quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise.

No desenvolvimento do método de CLAE para o darunavir etanolato foram testadas
concentragdes que variaram de 1 a 60 pg/mL. Foram escolhidas as concentragdes de 10 a
60 pg/mL, coluna Luna CN de 250 mm por 4,6 mm com tamanho de particula de 5 um pois
quanto menor o tamanho da particula e maior o comprimento da coluna aumenta-se o
nimero de pratos e fase méovel contendo agua + 0,1 % de 4cido acético glacial e ACN + 0,1
% de acido acético glacial (60:40, v/v). A adicdo do acido fez com que as interagdes
secundarias diminuissem e o pico retido fosse mais adequado para o desenvolvimento e

validagdo do método.
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Os resultados obtidos na validagcdo do método demonstraram que as solugdes de
darunavir etanolato apresentaram correlacdo linear entre as areas dos picos e as
concentragdes, no intervalo utilizado.

Os graficos de concentragdo versus area absoluta foram plotados e demonstraram
linearidade na faixa de 10 a 60 ug/mL. A equagdo da reta para o darunavir foi y = 28530x —
3364,8, com coeficiente de correlagdo de 0,9999. Os dados de linearidade foram validados
pela ANOVA que demonstrou regressdo linear significativa e desvio de linearidade nao
significativo (p < 0,05).

A precisdo pode ser confirmada pela média do valor obtido para o teste de precisdo
intradia de 1131998 e a ndo diferenca estatisticamente significativa, ao nivel de
significancia de 5 %, entre as médias dos valores obtidos no teste de precisdo inter-analista
(1134543), validando assim a precisdo do método de CLAE para analise do CI.

Os baixos valores calculados para os limites de detec¢do e de quantificagdo do
darunavir no CI formado (LD = 1,13 pg/mL e LQ = 3,43 pug/mL) indicam a sensibilidade
do método para a determinag@o do farmaco.

A especificidade do método pode ser determinada com a adicdo de impurezas e
produtos de degradacdo, obtidos experimentalmente ou induzindo a sua formagdo
(ERMER, 2001). O CI foi submetido a degradacdo em meio 4acido, alcalino, oxidativo,
neutro e fotolitico. Nos trés primeiros meios de degradacdo houve maior decréscimo da
area absoluta do pico de darunavir e nos dois ultimos menor susceptibilidade do farmaco,
confirmando a especificidade do método. Estes estudos de degradacdo forgada mostraram o
comportamento do firmaco perante a agua purificada em banho a 80 °C, luz UVB a 25 °C
e calor seco a 35 °C, bem como em HCI 0,01 M, NaOH 0,01 M, H,O, 3 % todos em banho
a 80 °C.

O estudo de degradagdo forgada permite o desenvolvimento de métodos indicativos
de estabilidade com especificidade e seletividade adequada; verifica a pureza
cromatografica do pico do insumo farmacéutico ativo no medicamento; fornece
informacdes acerca das possiveis rotas de degradacdo de um determinado produto; avalia os
fatores que podem interferir de alguma forma na estabilidade do medicamento e permite

uma analise critica do perfil de degradagdo do medicamento (BRASIL, 2013).
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Andlises utilizando DAD e espectrometro de massas foram realizadas. Através de
seus resultados, nenhum componente coelui com o darunavir. Desta forma, sugere-se que o
método possui especificidade, podendo ser utilizado nos estudos de estabilidade.

O DAD possui algumas vantagens em relacdo ao detector UV. Neste, o
comprimento de onda ¢ selecionado e nem sempre ¢ o mais adequado para todos os
componentes, o que resulta na perda de sensibilidade de alguns. Com o DAD, ¢ possivel
selecionar o melhor comprimento de onda para cada um dos componentes, otimizando
dessa forma a sensibilidade. Isso é extremamente importante no controle de qualidade dos
produtos farmacéuticos.

Na maioria dos casos, os degradantes primdrios s@o mais importantes do que os
degradantes secundarios e terciarios. Obsessdo nos degradantes minoritarios causa “dor de
cabec¢a” no desenvolvimento de métodos desnecessarios.

O ensaio de recuperagdo constitui o método mais utilizado para validagdo da
exatiddo de processos analiticos (BRITO et al., 2003).

A recuperagdo ¢ definida como a propor¢cdo da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na por¢do analitica do material teste, que ¢ extraida e
passivel de ser quantificada. A dispersdo dos resultados aumenta com a diminui¢do da
concentracdo e a recuperacdo pode diferir substancialmente a altas e baixas concentracdes.
Por esse motivo, a recuperagdo deve ser avaliada na faixa de concentracdo esperada para o
composto de interesse (RIBANI ez al., 2004).

A concentragdo do darunavir no ensaio de exatiddo esteve entre 12,0 ¢ 28,0 % e,
neste caso, o intervalo aceitavel de recuperacdo é de 98 a 102 %. Dessa forma, o método
pode ser considerado exato por apresentar média de 99,88 %.

A robustez indica a capacidade do método analitico em fornecer resultados
reprodutiveis quando sujeito a pequenas alteragcdes. O conjunto de pardmetros testados nao
apresentou mudangas significativas nos teores de darunavir. Assim, o método pode ser
considerado robusto.

A quantidade de darunavir etanolato presente no complexo de inclusdo analisado foi

de 99,82 %.
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8.4.5. Conclusao
Os parametros estudados para a validagdo do método de CLAE atenderam as
especificacdes para a adequada quantificacdo do darunavir no complexo de inclusdo

formado.
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9. CARACTERIZACAO DOS POSSIVEIS PRODUTOS DE DEGRADACAO

9.1. Introducéo

Em 1967, ano que marcou o inicio do “Velho Mundo” da histéria da cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM), a ionizag@o ocorria no vacuo. Um
ano depois iniciaria 0 “Novo Mundo” da historia da CL-EM e a ionizag@o seria realizada a
pressdo atmosférica. Na histéria da CL-EM, a divisdo entre estas duas abordagens
persistiria por quase duas décadas até que alguns exploradores do “Velho Mundo”
finalmente atravessariam o tempo.

Nos anos que antecederam o desenvolvimento de um verdadeiro sistema CL-EM,
McFadden disse que o trabalho capilar de espectro de massas (EM) feito por Tal'Rose, em
1967, era incompativel com os sistemas de CL, porque ele acreditava que para se ter uma
boa CL era necessario bombeamento de 1 mL/min através de colunas de 4,6 mm, o que
resultava em um grande volume para ir do estado liquido para o gasoso. Desta maneira foi
lancado o desafio: Quem seria o primeiro a resolver a incompatibilidade fundamental entre
o mundo da fase gasosa de EM e o mundo da fase liquida de CL? Quando o “Velho
Mundo” da ionizagdo baseada em vacuo e do “Novo Mundo” de ionizagdo a pressdo
atmosférica, finalmente, se uniram, tudo mudou radicalmente (BOSCO, 2010).

Técnicas combinadas, como a cromatografia liquida com espectrometria de massas,
evoluiram como ferramentas versateis para a caracterizagdo de impurezas de farmacos,
produtos de degradacdo, metabolitos, poluentes ambientais e contaminantes alimentares
(MODHAVE et al., 2011).

A presenga de impurezas em fiarmacos pode ter um impacto significativo na
qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos. Esfor¢os devem ser feitos para
identificar e caracterizar todas as impurezas desconhecidas no fairmaco, devido a crescente
demanda das agéncias reguladoras para a fabricac¢do de farmacos de elevada pureza.

O perfil de impureza de farmacos € uma das questdes mais importantes na moderna
analise farmacéutica para o desenvolvimento de tecnologia de processo para a fabricag¢do de

substancias de alta pureza.
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No presente capitulo serdo apresentados os estudos de CL-EM para a caracterizagdo
de produtos de degradagdo do complexo darunavir:B-ciclodextrina formados sob varias
condic¢des de estresse, uma vez que o teste de estresse ¢ uma perspectiva do QbD, como
pode ser visto no esquema da Figura 74.

espaco de controle espaco de design

QLD

pontos cegos ou
desconhecidos
espago de conhecimento

Figura 74. Importancia do teste de estresse: uma perspectiva do QbD.

O espacgo de design, ilustrado na Figura 74, ajuda a entender e a obter conhecimento
sobre um processo para encontrar uma regido paramétrica de robustez confidvel para o seu
desempenho futuro (ICH, 2009). Nele estd contido o espaco de controle, o qual deve
contemplar os pontos cegos ou desconhecidos de uma analise, para que ndo haja surpresas
desagradaveis.

Um estudo de estresse bem desenhado tem o potencial de preencher a lacuna de

conhecimento na degradacdo do farmaco.

9.2. Parte Experimental
9.2.1. Material

O material utilizado foi o CI darunavir:B-CD, cuja a obtengdo esta descrita no
capitulo VI.
9.2.2. Método

Para a caracterizagdo dos possiveis produtos de degradacdo do complexo
darunavir:3-CD, as amostras foram pesadas em balanca analitica modelo H51 (Mettler

Toledo®).
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Para o preparo das amostras foram pesados 29,12 mg de CI e transferidos para balao
volumétrico de 25 mL completando-se o volume com alcool etilico, obtendo solucdo
estoque de 4000 pg/mL. Desta solugdo, foram retiradas aliquotas de 2,5 mL e tranferidas
para baldes volumétricos de 10 mL para a preparacdo das solugdes com concentragdo de
1000 pg/mL, completando-se o volume com HCI 0,01 M, NaOH 0,01 M e H,O, 3%,
separadamente.

A degradacdo for¢ada do CI foi realizada pela adi¢do de solu¢des de HCI1 0,01 A,
NaOH 0,01 M e H,0, 3% submetidas a banho na temperatura de 80 °C. Aliquotas destas
solugdes foram retiradas apos 8 horas e analisadas por CL-EM.

No entanto, antes das amostras serem injetadas no cromatografo a liquido acoplado
ao espectrometro de massas foram, separadamente, aplicadas em placa preparativa de CCD,
ativadas em estufa a 105 °C por uma hora, para remoc¢ao da p-ciclodextrina.

Procedeu-se a saturacdo da cuba de vidro com o sistema de fase mével composto de
uma mistura de agua purificada e alcool metilico na propor¢ao de 70:30 (v/v), ajustado para
pH 2,4 com 4cido acético glacial. Com auxilio de um capilar, foram transferidas as
amostras para a placa. Apos a migracdo da fase mdvel, a placa foi retirada da cuba de vidro,
deixando o solvente evaporar. Em cdmara UVA a 365 nm, as manchas foram demarcadas
com o auxilio de uma espatula de ponta fina. Em seguida, as manchas foram raspadas e
colocadas em um frasco de vidro (um para cada condi¢@o), no qual foi adicionado alcool
metilico. Foi homogeneizado e mantido em repouso para decantar a silica. O sobrenadante
foi seco em vapor de nitrogénio e adicionado 200 uL da mistura agua e alcool metilico (1:1,
v/v), filtrado em membrana de poro 0,22 pm e injetado no CL-EM.

A analise de CL-EM foi realizada no sistema de CL Shimadzu® conectado a um
espectrometro de massas ion trap AmaZon SL Bruker® operando por ionizagdo
electrospray em modo positivo, nitrogénio como nebulizador (60 psi) e gas de secagem (10
L/min, 320 °C). A voltagem do capilar foi ajustada para 3500 V. Foi utilizada coluna
Phenomenex Luna CN 5 um (250 x 4,6 mm). A fase mdvel foi composta de dgua purificada
e ACN (60:40, v/v). Apos a estabilizacdo do sistema, foram injetados 20 uL das solugdes
de CI.
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9.3. Resultados

As amostras das degradagdes em meios acido, basico e oxidativ foram submetidas a
analise de CL-EM para identificar os produtos de degradagdo gerados.

A Figura 75 mostra o cromatograma da degradacdo em meio 4cido, o sinal com
tempo de retengdo em 7,3 minutos corresponde ao darunavir ¢ os sinais em 5,1 (A) e 6,7
(B) minutos foram atribuidos aos produtos de degrada¢do. O EM dos sinais dos produtos de

degradacio exibiram m/z 588 [M+Na]" e 616 [M+Na]", respectivamente.
Intens.

[mAU]] "G5 A [MeNor ﬂ darunavir
600 |
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200‘ o 520 S:j‘ 550‘ 580 800 B20 Lm‘l
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Figura 75. Cromatograma da degradacdo em meio 4cido do complexo de inclusdo
utilizando HC1 0,01 M por 8 horas em banho a 80 °C. Os sinais A e B correspondem aos

produtos de degradacdo e seus espectros de massas estdo destacados.

O cromatograma da degradacdo em meio oxidativo (Figura 76) mostra quatro sinais.
Trés deles foram atribuidos aos mesmos compostos mostrados na degradacdo em meio
acido, uma vez que possuem o mesmo tempo de retencdo e o mesmo EM. O outro produto
de degradagdo com tempo de retengdo em 5,5 (B) minutos tem m/z 604 [M+Na]’, o qual foi

relatado nas estruturas propostas na Figura 78.
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Figura 76. Cromatograma da degradacdo em meio oxidativo do complexo de inclusdo
utilizando H,O, 3 % por 8 horas em banho a 80 °C. Os sinais A, B e C correspondem aos

produtos de degradagdo cujos espectros de massas estdo apresentados.

Na degradag@o em meio basico, o cromatograma apresentou dois sinais (Figura 77).
Um deles refere-se ao darunavir e o sinal com tempo de retencdo em 7,8 (A) minutos foi
atribuido a produto de degradagdo. O m/z 416 [M-H] foi observado no EM no modo

negativo e a estrutura proposta estd mostrada na Figura 78.
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Figura 77. Cromatograma da degradac¢do em meio basico do complexo de inclusdo
utilizando NaOH 0,01 M por 8 horas em banho a 80 °C. O sinal A corresponde ao produto

de degradacio e seu espectro de massas esta destacado.

A Figura 78 mostra as estruturas propostas para os produtos de degradagao.
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Degradagdo oxidativa

Degradagéo acida
o
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Figura 78. Proposta das estruturas baseadas nos resultados obtidos nas analises de CL-EM.

As analises de CL-EM/EM foram realizadas a fim de provar as estruturas propostas.

Para todos os produtos de degradacdo, de 1 a 4 (Figura 78), a proposta do mecanismo de

fragmentagdo esta exposta na Figura 79.
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Figura 79. Rota de fragmentagdo proposta e espectros MS/MS mostrando a formagado dos
ions fragmento no EM/EM dos sais de sodio protonado dos produtos de degradagdo de 1 a

3 (quadros A — C, respectivamente) e desprotonado do produto de degradacao 4 (quadro D).

9.4. Discussio

De acordo com os resultados, foi possivel notar que os produtos das degradacdes
acida e oxidativa gerados envolvem o 4tomo de enxofre. Recentemente, foi demonstrado
por espectrometria de massas com ionizagdo electrospray que reagdes preferenciais no
atomo de enxofre aumentam seu estado de oxidagdo em derivados de acridinas (PIGATTO

et al., 2011). Dessa forma, o 4&tomo de enxofre do darunavir (molécula alvo) pode sofrer
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adicdo nucleofilica no modelo da reagdo oxidativa resultando em diferentes produtos. O
primeiro indicio na EM demonstrou uma maior capacidade coordenativa pelos produtos de
degradacdo. Isto foi associado pela presenca de ions adutos de sodio e potassio, e a
molécula protonada ndo foi logo observada. Na verdade, pode-se explicar pelo aumento do
numero de heteroatomo proximo ao reforco da capacidade de coordenacéo.

Estudos sistematicos de poliéster mostram que, quando os sitios de coordenacdo
eram mais do que cinco atomos os adutos formados eram extremamente estaveis. Em
alguns casos, mesmo com redugdo de pH drastica ou aumento da fonte de energia, podem
deslocar o equilibrio quimico para gerar compostos protonados (LOPES et al., 2002a;
LOPES et al., 2002b).

Desta forma, estas informagdes reforcam o fato de que a oxidagao do enxofre pode
levar a um aumento da populagdo de heteroatomo na regido da molécula especifica.
Finalmente, a analise dos fragmentos dos ions mostrou que, no caso das degradacdes acida
e oxidativa ocorreram perdas neutras, levando as caracteristicas dos principais sinais m/z
458 e 414. Assim, sugere-se que o caminho de fragmentagdo seja similar (Figura 79). No
primeiro caso (letra a), a polarizagdo da ligagdo S=0O gera uma estrutura de ressonancia
extrema, por isso, € possivel ver as migracdes de elétrons e as clivagens das ligagdes, que
pode levar a perda de um radical neutro como ocorre para outras estruturas nos
experimentos de ESI-MS/MS (PIGATTO et al., 2011).

Sobre o produto 4, o mecanismo de degradagdo foi diferente da degradagdo em
meio acido e oxidativa ndo ocorrendo no atomo de enxofre. O produto de degradacdo
gerado sofre hidrolise no grupo carbonila e perde 4gua por eliminagao E2.

Além disso, o mecanismo de fragmentagao foi um pouco diferente, porque a analise
foi feita no modo negativo. Neste modo de andlise por espectrometria de massas foi melhor
do que no positivo para este produto, e nos ajudou a sugerir o produto de degradagdo da
estrutura, devido ao carater acido. Por isso, foi util obter a molécula desprotonada e propor
o mecanismo de fragmentag@o, mostrado na Figura 79.

A massa/carga do produto é m/z 416, porque tem trés adtomos de N, mas os
fragmentos sdo impares, por isso implica que a eliminacdo de espécies radicalares ocorrem.

Neste caso, a regra do elétron ndo € conservada e os ions m/z 373 e 155 foram produzidos
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(VESSECCHI et al., 2010). Desta forma, os dois caminhos propostos foram baseados nas

fragmentagdes dos radicais que corroboram a estrutura sugerida.

9.5. Conclusio
A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas permitiu identificar
todos os produtos de degradacdo gerados por diferentes condi¢cdes de degradacdo do

complexo darunavir:3-CD.
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10. INFLUENCIA DA CCD NA IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS DE
DEGRADACAO DO COMPLEXO DARUNAVIR:B-CICLODEXTRINA

10.1. Introducao

Entre os modernos métodos de analise, a CLAE, ocupa um lugar de destaque devido
a sua facilidade em efetuar a separagdo, identificagdo e quantificacdo das espécies
quimicas.

A CCD ¢ uma ferramenta importante para identificar compostos, sendo de facil
execucdo, versatil, barata e permite verificar a presenca de impurezas e produtos de
degradagao.

O equipamento de CLAE ¢ caro em comparagdo com o custo necessario para
realizar a técnica de CCD. Assim, se existe a possibilidade de identificagdo e investigagdo
de produtos de degradacao através da técnica de CCD, isto seria muito valido e traria mais
valia ao ensaio. O desenvolvimento de métodos mais baratos ou acessiveis, confiaveis e
funcionais, hoje em dia, mais e mais, ¢ preferido na industria farmacéutica por reduzir
custos e otimizar equipamentos.

O complexo darunavir:-CD né@o possui método de CCD descrito em compéndios
oficiais e na literatura encontra-se apenas um trabalho descrevendo esta técnica (feito nesta
tese), mas para identificar o farmaco livre (KOGAWA & SALGADO, 2013a) e ndo o
complexo de inclusdo.

A estabilidade dos medicamentos ¢ extremamente importante para o sucesso do
efeito terapéutico. Atualmente, o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade
apropriados tem aumentado consideravelmente (SALEM et al., 2013).

Assim, este trabalho reporta pela primeira vez um método de CCD indicativo de
estabilidade que sugere a identificagdo do darunavir complexado a B-CD e seus produtos de
degradacdo. Estes resultados foram comparados com os resultados obtidos pelo método de

CLAE, em que seus produtos de degradacdo foram identificados por CL-EM.
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10.2. Parte experimental
10.2.1. Material

O material utilizado foi o CI darunavir:3-CD, cuja obtencao estd descrita no capitulo
VL
10.2.2. Método

Quantidades de p6 equivalente a 100 mg de darunavir foram pesadas em balanca
analitica modelo 410 (Kern™) de um pool do CI darunavir:p-CD e transferidas para quatro
balbes volumétricos de 100 mL. Foram adicionados 50 mL de alcool etilico, HC1 0,01 M,
NaOH 0,01M ¢ H,O, a 3 % e sonicados durante 30 minutos em banho de ultrassom
Ultrasonic Cleaner (Unique®) para completa dissolu¢do. Em seguida, a mistura foi diluida
para o volume de 100 mL com o mesmo solvente para a preparacdo das solucdes com
concentracdo de 1000 pg/mL.

A degradacdo do CI foi realizada atavés das solugdes de HCI 0,01 M, NaOH 0,01 M
e H,O, 3 % e submetidas a banho na temperatura de 80 °C. Aliquotas destas solugcdes
foram retiradas apds 8 horas e filtradas através de membrana de poro 0,45 um para andlise
simultanea em CCD e CLAE.

A placa de silica gel 60 F254 (20 x 20 cm) com espessura de 0,25 mm (Merck®) foi
ativada a 105 °C durante 1 hora e, em seguida, 5 uL das amostras preparadas em alcool
etilico, HC1 0,01 M, NaOH 0,01M e H,0; a 3 % foram aplicadas na placa. Logo, procedeu-
se a saturacdo da cuba de vidro com o sistema de fase movel consistindo em 4gua
purificada e alcool metilico, (70:30 v/v), ajustado para pH 2,4 com acido acético glacial.
Apds a migracdo da fase mdvel, a placa foi removida da cuba de vidro para permitir a
evaporag¢do do solvente. As placas foram visualizadas em camara UVA a 365 nm para
avaliagdo das manchas e determinacdo do Rf do darunavir e de seus produtos de
degradagdo. O valor de Rf foi obtido de acordo com a Equagédo V.

A anélise cromatogréfica foi realizada no sistema de CL Shimadzu® com coluna
Phenomenex® CN Luna (250 x 4,6 mm) conectado a um espectrometro de massas ion frap
AmaZon SL Bruker® operando por ionizagdo electrospray em modo positivo, nitrogénio
como nebulizador (60 psi) e gas de secagem (10 L/min, 320 °C). A alta voltagem capilar foi

ajustada para 3500 V. A fase movel foi uma mistura de agua + 0,1 % de acido acético

Ana Carolina Kogawa



205
CAPITULO X — INFI:U]:ZNCIA DA CCD NA IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS DE
DEGRADACAO DO COMPLEXO DARUNAVIR:B-CICLODEXTRINA

glacial e ACN + 0,1 % de acido acético glacial (60:40, v/v), vazdo de 1,0 mL/min,

comprimento de onda fixo em 268 nm e volume de inje¢do de 20 pL.

10.3. Resultados

Os valores de Rfs obtidos apds a migracdo cromatografica foram de 0,66 para o
darunavir, 0,73 e 0,76 para os produtos de degradacdo em meio acido, 0,53 para os
produtos de degradacdo em meio bésico e 0,71, 0,75 e 0,84 para os produtos de degradagao
em meio oxidativo.

Os perfis cromatograficos das amostras apos visualizagdo na cdmara UVA a 365 nm
podem ser observados na Figura 80.

O peroxido de hidrogénio (H,O,) pode ser visualizado tanto nas placas de CCD,
R=0,37, como nos cromatogramas da CLAE, tg= 3,2 min.

Na analise de CCD proposta foram observados os mesmos produtos de degradagdo
obtidos no método de CLAE previamente realizado (Figura 81). Em ambos os métodos
foram encontrados dois produtos de degradagdo derivados da condicdo acida (tg=5,1 e 6,7
minutos), um da condig¢do bésica (tg=7,8 minutos) e trés da condi¢do oxidativa (tr=5,1, 5,5,

6,7 minutos).
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a) b)

Figura 80. CCD do darunavir:B-CD apds condigdes de estresse na concentragio de 1

mg/mL utilizando 4dgua purificada e alcool metilico, 70:30 (v/v) ajustado para pH 2,4 com
acido acético glacial como fase movel. a) (A) darunavir R=0,66; (B) darunavir R=0,67 e
produtos de degrada¢do em meio acido com R=0,73 e 0,76; (C) produtos de degradacdo

em meio basico com R=0,53 e darunavir R=0,67; (D) HO, R=0,37; darunavir R=0,67 ¢
produtos de degrada¢do em meio oxidativo com R=0,71; 0,75 e 0,84; b) ampliagdo das

manchas observadas.
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Figura 81. Produtos de degradacdo em meio acido, basico e oxidativo do complexo
darunavir:B-CD na concentragdo de 1 mg/mL obtidos por CLAE utilizando dgua purificada
+ 0,1 % de acido acético glacial e ACN + 0,1 % de acido acético glacial na proporcdo de
60:40, v/v como fase mdvel. (A) produtos de degradagdo em meio acido com tR=5,1 ¢ 6,7
minutos, (B) produto de degradagdo em meio badsico com tR=7,8 minutos, (C) H202
tR=3,2 minutos e produtos de degradacdo em meio oxidativo com tR=5,1, 5,5 ¢ 6,7

minutos.
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Amostras das degradacdes em meio acido, bésico e oxidativo foram submetidas a
analise de CL-EM para identificar os produtos de degradacdo gerados (Tabela 48). A
degradagdo em meio 4cido gerou dois produtos, o primeiro mostrou m/z 588 [M+Na]" e o
outro 616 [M+Na]". Dois dos trés produtos de degradagdo em meio oxidativo mostraram o
mesmo tempo de retengdo dos produtos da degradagdo em meio acido e o mesmo m/z 588
[M+Na]" e o outro 616 [M+Na]". O terceiro apresentou m/z 604 [M+Na]". A degradagdo
em meio basico gerou um produto com m/z 416 [M-H] (observado no EM no modo
negativo).

Tabela 48. Espectro de CL-EM e estruturas propostas dos produtos de degradacdo

do complexo darunavir:3-CD

Produto de
degradacdio Espectro de massas Estruturas propostas
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Tabela 48 (continuacio). Espectro de CL-EM e estruturas propostas dos produtos

de degradacdo do complexo darunavir:3-CD

Produto de
~ Espectro de massa Estruturas propostas
degradacio
lm:§ [;:lzzl‘ H\
OH
. . 8 o n N OH
Oxidativo tg = . o 2 N ~g-0
5,1 min o o
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T w6 mz MW=565
’f‘ [um;or
’ o™ ow
idati o N A N oH
Oxidativo tg = 2 o __{D i IT’ T T R
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O valor de R¢ da técnica de CCD para o darunavir e seus produtos de degradacdo

foram analisados para mostrar que seus valores sdo estatisticamente diferentes. Os

resultados foram analisados por teste ¢ de Student (Tabela 49) e confirmaram a diferencga

entre as manchas.

Tabela 49. Comparacido estatistica dos resultados das manchas obtidas na técnica de

CCD para o darunavir e seus produtos de degradag@o no CI

Teste ¢ de Student
Produtos R¢ Fo Fap (0,05)
darunavir 0,66
Degradacio em meio acido 0,73 7,35% 2,78
0,76 11,02* 2,78
Degradacio em meio basico 0,53 17,15* 2,78
Degradaciao em meio oxidativo 0,71 4,90%* 2,78
0,75 9,80%* 2,78
0,84 20,82* 2,78
*significativo para p<5%
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10.4. Discussio

Hoje a técnica de CLAE ¢ preferida na rotina de analises de controle de qualidade
para a identificacdio e investigagdo dos produtos de degradacdo de farmacos e
medicamentos. No entanto, se houver outro método mais acessivel, de baixo custo e
confidvel, para demonstrar os mesmos resultados, deve ser considerado como alternativa
para substituir o CLAE ou reduzir a geragdo de residuos (TOTOLI & SALGADO, 2013;
SVERSUT et al., 2014).

A CCD ¢ uma técnica flexivel, porque permite o uso de varios sistemas eluentes e
agentes reveladores. Trata-se de uma ferramenta importante para identificar compostos,
sendo de facil execugdo, versatil e de baixo custo (DHANESHWAR et al., 2009). Outra
aplicacdo da CCD se refere a possibilidade de verificar a presenca de impurezas e produtos
de degradacdo na amostra (WATSON, 2005).

Vérios sistemas solventes foram testados e foi eleito o melhor tanto para a
identificagdo do complexo darunavir:p-CD como para a deteccdo dos possiveis
contaminantes através do aparecimento de outras manchas ao longo da distancia percorrida.
Assim, a fase mével contendo dgua purificada e alcool metilico, 70:30 (v/v), ajustado para
pH 2,4 com acido acético glacial foi escolhida. A visualizagdo das manchas foi facilmente
observada em camara UVA.

Todos os produtos das degradagdes em meios acido, basico e oxidativo do
complexo darunavir:3-CD observados no método de CLAE foram reproduzidos no método
de CCD desenvolvido.

Além do mais, analises de CL-EM foram feitas. De acordo com os resultados
obtidos, foi posssivel sugerir os produtos de degradag¢do por molécula cationizada no modo
positivo e molécula desprotonada no modo negativo (Tabela 42). Pelas anélises de CLAE e
CCD pode-se perceber o mesmo tempo de retengdo para dois produtos da degradagdo em
meio acido e oxidativo. Dessa forma, foi observado dois compostos com a mesma massa
molecular para estas condigdes de degradagdo e apenas um composto diferente na
degradag¢do em meio oxidativo. A degradagdo em meio basico ocorre por um mecanismo

diferente e a andlise foi feita no modo negativo, dado que a ionizacgdo foi mais favoravel.
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No sistema de CLAE, ao utilizar uma coluna de fase reversa, os produtos apolares
ficam retidos por mais tempo na coluna, gerando maior tg. Na CCD os componentes mais
polares eluem mais facilmente com a fase mével, gerando valores de Rymaiores e deixando
mais rapidamente retidos os componentes apolares, com valores de Ry menores. Por esta
razdo, o aparecimento do darunavir e seus produtos ocorrem inversamente na CLAE e na
CCD.

Os valores de Ry das manchas dos produtos de degradacdo foram analisados de
acordo com suas diferencas por teste t € todos mostraram Ry¢estatisticamente diferentes para
o R¢do darunavir, para um nivel de significancia de 5 %. Isto mostra que a retengdo dos
produtos comparados ao darunavir € diferente, o que facilita a observagcdo das manchas na
placa.

Ao utilizar a técnica de CCD desenvolvida, foi possivel visualizar todos os produtos
de degradacdo observados no método de CLAE. Este resultado foi alcangado mais
rapidamente, com menor custo e gerando menos residuos. Para isso, ndo foi necessario
equipamento de CLAE, coluna, software e tempo de preparo e lavagem da coluna.

A investigagdo de métodos alternativos, como este, deve ser valorizada, bem como
reflexdes sobre o impacto socioecondmico das decisdes analiticas. Se o custo da aquisi¢ao,
da manutengdo, da produgdo, da andlise e acondicionamento de fArmacos e medicamentos
for alto, consequentemente o preco do produto no mercado sera elevado e nao acessivel ao
paciente. Paralelamente a falha no tratamento ndo s6 afeta a qualidade de vida dos
pacientes, mas também contribui significativamente para a carga econdmica do sistema de

saude.

10.5. Conclusao

O método de CCD desenvolvido foi adequado por sugerir a identificagdo do
darunavir no complexo darunavir:-CD e seus produtos de degradagdo em meios acido,
basico e oxidativo, sendo apropriado para o uso de rotina do controle de qualidade deste
farmaco.

O desenvolvimento de novos métodos proporciona novas oportunidades para os

analistas.
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11. ESTUDO DE ESTABILIDADE DE LONGA DURACAO

11.1. Introducao

Estabilidade ¢ uma qualidade requerida a todos os farmacos e consiste no periodo a
partir da data de fabricacdo e acondicionamento da formulagdo até que a sua atividade
quimica e bioldgica ndo seja menor que o nivel pré-determinado de teor rotulado e suas
propriedades fisicas ndo tenham mudado apreciavelmente e de forma deletéria (VADAS,
2000).

O estudo da estabilidade dos farmacos e medicamentos ¢ mandatdrio pelas agéncias
regulatdrias através de todo o mundo. Os parametros utilizados no estudo de estabilidade
acelerada e de longa duragdo sdo indicados pelo ICH (2003), pelo guia para realiza¢do de
estudos de estabilidade da ANVISA (BRASIL, 2005) e pelo guia da Organizacdo Mundial
de Saude (World Health Organization) (WHO, 2009).

A estabilidade dos produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade, luz e de outros fatores relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas, de substancias ativas e adjuvantes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricagdo, tipo e propriedades dos materiais
de embalagens (BRASIL, 2005). Com a finalidade de garantir a integridade quimica, fisica,
microbiologica, terapéutica e toxicologica do farmaco e da forma farmacéutica dentro dos
limites especificados, sob influéncia dos fatores ambientais em fun¢do do tempo, sdo
preconizados estudos de estabilidade (SILVA et al., 2009).

A monitorizagdo da estabilidade dos medicamentos ¢ um dos métodos mais eficazes
para avaliagdo, previsdo e prevencdo de problemas relacionados a qualidade do produto
durante a validade.

O estudo de estabilidade de longa duragdo verifica as caracteristicas fisicas,
quimicas, biologicas e microbioldégicas de um produto farmacéutico durante e,
opcionalmente, depois do prazo de validade esperado (BRASIL, 2005). Para a realizacdo
deste estudo, as zonas climaticas constituem um dos importantes fatores a serem

considerados. Devido a grande variabilidade climéatica, o mundo foi subdividido em zonas
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com diferentes especificacdes de temperatura e umidade, para possibilitar a
comercializagdo dos produtos em outras zonas climaticas (SILVA et al., 2009).

Para o procedimento dos ensaios de estabilidade realizados no Brasil, de zona
climatica IV, as industrias farmacéuticas seguem a RE n° 1 de 2005 da ANVISA. Esses
estudos sdo realizados em camaras climaticas qualificadas que proporcionam o controle de
temperatura e umidade em seu interior, projetadas para serem utilizadas continuamente.

O estudo foi realizado com dois objetivos. Primeiro, investigar o comportamento do
farmaco complexado a B-ciclodextrina quanto a presenga e identificagdo dos produtos de
degradacdo e avaliagdo do teor de darunavir no CI através da técnica de CL desenvolvida e
validada previamente. Analises de TG e DSC também foram realizadas com o CI e seus
resultados comparados aqueles presentes no capitulo VII. O segundo objetivo foi investigar
o comportamento do darunavir etanolato na forma farmacéutica comprimidos através do
método de espectrometria na regido do infravermelho quanto ao aparecimento de produtos

de degradacio.

11.2. Parte Experimental
11.2.1. Material

Os materiais utilizados foram o CI darunavir:B-CD, obtido no capitulo VI, e os
comprimidos de darunavir 300 mg, lote AEZOCOO, comercialmente conhecido como
Prezista® da empresa Janssen-Cilag.
11.2.2. Método

Para o estudo de estabilidade de longa duragdo do complexo darunavir:B-CD foi
utilizada cAmara climatica MA 835/UR (Marconi®) com temperatura controlada de 30 °C +
2°Ce75%UR=*5 % UR.

As amostras foram colocadas homogeneamente em placa de vidro sem tampa e
dispostas no centro da cdmara climatica.

Nos tempos de 3, 6,9, 12, 18 e 24 meses foram retiradas amostras para avaliagdo do
comportamento do farmaco complexado a B-ciclodextrina quanto a presenca e identificacdo
dos produtos de degradacdo e avaliacio do teor de darunavir por CL e CL-EM. Os

cromatogramas foram comparados entre si € com uma analise de tempo zero, em que o
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farmaco foi preparado e imediatamente analisado, com o objetivo de acompanhamento e
avaliag@o da degradag@o.

Para o preparo da amostra foram pesados 29,12 mg do CI em balanga analitica
modelo H51 (Mettler Toledo®) e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL
completando-se o volume com alcool etilico, obtendo solugdo estoque de 1000 pg/mL.
Desta solugdo, foram retiradas aliquotas de 1 mL e transferidas para baldo volumétrico de
25 mL para a preparagdo das solugdes com concentracdo de 40 pg/mL, completando-se o
volume com 4lcool etilico.

Na analise de CL foram utilizados bomba cromatografica 1525 (Waters®), injetor
manual 77251 (Rheodyne Breeze®), detector UV-Vis 2487 (Waters®) e coluna Phenomenex
Luna CN 5 pm (250 x 4,6 mm). A fase mdvel foi composta de dgua + 0,1 % de acido
acético glacial e ACN + 0,1 % de acido acético glacial (60:40, v/v) que foi filtrada através
de membrana com poro de 0,45 um e 47 mm de didmetro, sob vacuo e desgaseificada em
ultrassom durante 30 minutos. Apds a estabilizagdo do sistema, foram injetados 20,0 pL
das solugdes de CI, previamente filtrados em membranas com poro de 0,45 pm e 13 mm de
didmetro. A vazio utilizada foi de 1,0 mL/min e a leitura dos resultados foi realizada em
268 nm.

As amostras foram aplicadas em placa preparativa de CCD, método descrito no
capitulo VIII, para remocgao da B-CD, para posterior inje¢do no CL-EM.

A anélise de CL-EM foi realizada no sistema de CL Shimazdu® conectado a um
espectrometro de massas ion trap AmaZon SL Bruker® operando por ionizagio
electrospray em modo positivo, nitrogénio como nebulizador (60 psi) e gas de secagem (10
L/min, 320 °C). A voltagem do capilar foi ajustada para 3500 V.

A amostra de CI apds 24 meses em camara climatica com temperatura controlada de
30°C+2°Ce 75 % UR + 5 % UR foi analisada por TG e DSC.

As curvas de TG foram obtidas através do SDT Q600 V8.3 Build 101 e as curvas de
DSC com fluxo de calor foram obtidas no DSC Q100 (TA Instruments®). Foram pesados
de 1 a 3 mg de amostra e colocados em cadinho de alumina. A faixa de temperatura
utilizada na TG foi de 30 a 600 °C e na DSC foi de 25 a 350 °C, ambas sob atmosfera

dindmica de nitrogénio (vazdo de 100 mL/min) e razdo de aquecimento de 2 °C/min.
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Também foram retiradas amostras de darunavir etanolato na forma farmacéutica
comprimidos para a comparacdo do espectro na regido do infravermelho do farmaco livre
antes (tempo zero) e depois, nos mesmos tempos de 3, 6, 9, 12, 18 ¢ 24 meses, quanto as
suas diferengas, presenca ou auséncia de picos caracteristicos.

Os espectros foram comparados com uma analise de tempo zero, em que o farmaco
ndo foi exposto as condi¢des da camara climatica de temperatura e umidade, com o intuito
de estudar as mudangas nos espectros e avaliar a possibilidade da utilizagdo de analises de
infravermelho para detectar possiveis produtos de degradag@o ou farmacos degradados.

Para o preparo das amostras foi utilizado o peso médio de 20 comprimidos de
darunavir etanolato, 647,81 mg. Imediatamente apds a retirada da camara, foram pesados
151,15 mg de amostra degradada, o equivalente a 70 mg de darunavir. Esta quantidade foi
diluida em 478,85 mg de brometo de potdssio e mantida em estufa a 105 °C por 30
minutos. Foram pesados 25 mg desta mistura e diluidos em 125 mg de KBr para obten¢ao
de pastilhas de 150 mg contendo 2,5 mg de darunavir. Para o tempo zero, foi realizado o

mesmo procedimento com o darunavir etanolato PA nao degradado.

11.3. Resultados
Os cromatogramas do darunavir complexado obtido no tempo zero, ou seja, antes de
ser colocado em camara climéatica apresentou tempo de retengdo em 7,2 minutos. A Figura

82 ilustra o cromatograma do farmaco complexado no tempo zero.
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Figura 82. Cromatograma do CI na concentragdo de 40 pg/mL utilizando coluna
Phenomenex Luna CN 5 um (250 mm x 4,6 mm) e agua purificada + 0,1 % de acido
acético glacial: acetonitrila + 0,1 % de &cido acético glacial (60:40, v/v) como fase movel

na vazdo de 1,0 mL/min e detec¢@o a 268 nm, no tempo zero.

A Figura 83 mostra a sobreposi¢do dos cromatogramas do CI nos tempos 0, 3, 6, 9,

12, 18 e 24 meses.
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Figura 83. Sobreposi¢do dos cromatogramas do CI na concentragdo de 40 pg/mL
utilizando coluna Phenomenex Luna CN 5 pm (250 mm x 4,6 mm) e dgua purificada + 0,1
% de 4cido acético glacial: acetonitrila + 0,1 % de acido acético glacial (60:40, v/v) como
fase movel na vazao de 1,0 mL/min e detecg¢do a 268 nm, nos tempos 0, 3, 6,9, 12, 18 ¢ 24

mescEs.
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Figura 84. Espectro de massas do sinal obtido nos cromatogramas dos tempos 0, 3, 6, 9,

12, 18 e 24 meses, no modo positivo.
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18 meses

Figura 85. Avaliagdo da aparéncia do complexo darunavir:-ciclodextrina em p6 com o
tempo, submetidos as condi¢des de estudo de estabilidade de longa duragdo (30°C+2°Ce
75 % UR £ 5 % UR).

As Figuras 86 ¢ 87 mostram os graficos de TG e DSC, respectivamente, da amostra

de darunavir:B-ciclodextrina no tempo zero e 24 meses.
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Figura 86. Curva TG do complexo darunavir:B-ciclodextrina (A) no tempo zero e (B) apds

24 meses submetidos as condi¢des de 30 °C £2°Ce 75 % UR £ 5 % UR.
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Figura 87. Curva DSC do complexo darunavir:B-ciclodextrina (A) no tempo zero e (B)

apos 24 meses submetidos as condi¢des de 30 °C £2°Ce 75 % UR + 5 % UR.

O espectro de IV do darunavir etanolato PA ndo degradado obtido no tempo zero,
ou seja, antes de ser colocado em camara climatica, apresentou 10 (dez) bandas

caracteristicas. A Figura 88 ilustra o espectro do farmaco no tempo zero.

Figura 88. Espectro de absor¢do de infravermelho do darunavir PA na concentragdo de 2,5
mg com as bandas caracteristicas utilizando brometo de potassio como branco, no tempo

Z€10.

As Figuras de 89 a 94 mostram os espectros do farmaco degradado nos tempos 3, 6,

9,12, 18 e 24 meses.
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Figura 89. Espectro de absor¢ao de infravermelho do darunavir PA na concentragdo de 2,5

mg utilizando brometo de potdssio como branco, no tempo 3 meses.
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Figura 90. Espectro de absor¢ao de infravermelho do darunavir PA na concentragédo de 2,5

mg utilizando brometo de potdssio como branco, no tempo 6 meses.

Ana Carolina Kogawa



222
CAPITULO XI - ESTUDO DE ESTABILIDADE DE LONGA DURACAO

s e
- e Ty
il \,I / \
|| \
" I||I / / |
-_: II| rw‘\ |'l ‘
i I||| I'Ifll [ |
| \HI\P ﬁ
= ' | M ;
] llll'l ."N L’ | ‘ || , ,P | |1l|| \
ok W/ i I ” .1 f |/ v Ara
: :J: ||| l|I|| | v\n ' 1!
: SR A SIS Al S TS S Al NI i RV
Figura 91.

Espectro de absor¢do de infravermelho do darunavir PA na concentragdo de 2,5

mg utilizando brometo de potassio como branco, no tempo 9 meses
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Figura 92. Espectro de absor¢ao de infravermelho do darunavir PA na concentragéo de 2,5

mg utilizando brometo de potdssio como branco, no tempo 12 meses
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Figura 93. Espectro de absorc¢ao de infravermelho do darunavir PA na concentragédo de 2,5

mg utilizando brometo de potdssio como branco, no tempo 18 meses.
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Figura 94. Espectro de absor¢ao de infravermelho do darunavir PA na concentragéo de 2,5

mg utilizando brometo de potdssio como branco, no tempo 24 meses.

A Tabela 50 resume as bandas caracteristicas do darunavir PA no tempo zero até o

tempo de 24 meses em exposicao as condigdes da cadmara climatica.
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Tabela 50. Caracteristicas do darunavir PA observadas no estudo de estabilidade de
longa duragcdo desde o tempo zero até o tempo de 24 meses através da técnica de

espectrometria de absor¢do na regido do infravermelho

Tempo de Bandas caracteristicas Novas bandas Absorvincia
degradacdo(mesesy A B C D E F G H 1 J

Zero p P P P P P P P PP - 0,830

3 p« P P P P P ¥ * p Pp nao 0,863

6 p p PP PP P P PP nao 0,886

9 p p P P PP P P PP ndo 0,962

12 p* P P P P P ** ¥ p Pp ndo 1,033

18 p p P P PP P P PP nao 0,741

24 p* P P P P P ** *x p Pp ndo 0,954

P = presente, *baixa intensidade, **diferentes intensidades

11.4. Discussio

A estabilidade ¢ definida como a capacidade do farmaco ou produto farmacéutico
de permanecer dentro das especificacdes estabelecidas para manter sua identidade,
poténcia, qualidade e pureza durante todo o periodo de reteste ou data de validade (FDA,
1998; ICH, 2003; WHO, 2009).

A estabilidade ¢ um fator essencial de qualidade, seguranca e eficacia do produto
farmacéutico. Um produto farmacéutico, que ndo ¢ suficientemente estavel, pode resultar
em mudangas fisicas, as quais podem afetar a aparéncia, ponto de fusdo, limpidez e cor da
solugdo, perda ou absorc¢do de agua, modificacdo do cristal (polimorfismo) ou tamanho de
particula etc, bem como em mudangas nas caracteristicas quimicas, as quais podem ser
observadas como um aumento nos produtos de degradagdo ou formacdo de substancias de
alto risco devido a decomposicdo, potencialmente toxicas aos pacientes, ou a diminui¢do do
teor devido a hidrélise, oxidagdo, isomerizagdo, descarboxilagio (WHO, 2009;
MARKENS, 2010).

O CI, quando submetido ao calor combinado a umidade da cdmara climatica (30 °C
+2° e 75 % UR = 5 % UR) apés 9 meses, apresentou mudanga fisica. A cor do po
anteriormente branco ou quase branco passou a coloragdo bege claro ou levemente

amarelada.
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Os teores de darunavir, calculados através da area do pico, ndo foram exatamente
iguais em todos os tempos de degradacdo. Houve pequena variagdo entre eles. No entanto,
ndo foi detectado o aparecimento de novos picos no cromatograma. Todavia, o ndo exato
balango de massas pode ser devido a elui¢do antecipada ou tardia das impurezas, auséncia
do cromoéforo adequado, diferenca a resposta do UV para o ativo e impurezas, presenga de
produtos de degradacdo volateis ou vias de degradagdo complexas que fornecem grande
nimero de impurezas de nivel baixo.

Ap0s 24 meses na camara climatica o Unico sinal ainda observado no cromatograma
foi o darunavir com m/z 548, como demonstrado através do espectro de massas.

A estabilidade ¢ definida como o tempo durante o qual a especialidade farmacéutica
ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente, mantém dentro dos limites
especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso, as mesmas condi¢des e
caracteristicas que possuia quando da época de sua fabricagdo. Pode também ser definida
como o periodo de tempo compreendido entre 0 momento no qual o produto estd sendo
fabricado aquela que sua poténcia estd reduzida a ndo mais do que 10 %, desde que os
produtos de alteragdo estejam todos seguramente identificados e previamente reconhecidos
seus efeitos (SILVA et al., 2009).

Assim sendo, o CI sob condigdes de 30 °C +£2 °C e 75 % UR £ 5 % UR ¢ estavel
apds 24 meses na forma de pd. Para uma futura forma farmacéutica, novos testes de
estabilidade para o produto acabado seriam necessarios.

Para proteger o pd da mudanga fisica apresentada, recursos da farmacotécnica
seriam requisitados fazendo com que o produto acabado do darunavir complexado ndo
apresente diferenga de cor por 2 anos ou mais.

Outra comprovagdo da estabilidade do CI, apds as condi¢des da cdmara climatica,
sdo os resultados de TG e DSC realizados com a amostra apos 24 meses submetidos a 30
°C+2°Ce75%UR +£5 9% UR. Os resultados sdo semelhantes aos obtidos na analise de
tempo zero, sem qualquer tipo de degradagao.

A curva TG exibe dois eventos de perda de massa, o primeiro a 50 °C e o segundo a

300 °C. No DSC, apesar da analise ter sido feita até 350 °C, ainda nenhum evento térmico
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pode ser observado, o que deve ser devido as mudangas na forma cristalina do sé6lido ou
pela complexagdo a B-ciclodextrina.

Ao submeter o darunavir etanolato na forma farmacéutica comprimidos as
condi¢des da camara climatica e analisa-lo através do método de espectrometria na regido
do infravermelho ¢ possivel observar pequenas diferencgas nao significativas no espectro de
tempos 3, 12 e 24 meses com relagdo ao espectro de tempo zero, como mostrado na Tabela
49.

Nos tempos 6, 9 e 18 meses que ndo mostraram diferencas em seus espectros com
relacdo ao tempo zero podem ser justificadas pela propria definicdo do método de
infravermelho. O espectro fornecido deve ser analisado como um todo, uma vez que mostra
a presenga de grupamentos funcionais da molécula analisada. Se os produtos de degradacao
ocorrerem e apresentarem as mesmas fungdes ja mostradas como bandas caracteristicas do
espectro com o qual estamos comparando, isto pode esconder os produtos de degradacgdo
que ndo serdo percebidos com esta técnica. No entanto, se uma nova fun¢do se formar
como resultado da degradagdo, esta sim sera detectada no espectro de infravermelho.

Todos os espectros de amostra degradada mostram bandas menos definidas, devido
a presenga de agua no produto, fato justificado pela alta umidade utilizada no estudo (75 %

UR).

11.5. Conclusao

O estudo de estabilidade de longa duracdo do CI foi possivel através das técnicas de
CL e CL-EM.

Analises de TG e DSC comprovaram a estabilidade do CI apo6s 24 meses em camara
climaticaa30°C+2°Ce 75 % UR £5 % UR.

Através do método de espectrometria na regido do infravermelho também foi
possivel o estudo de estabilidade de longa duragdo do darunavir na forma farmacéutica

comprimidos.

Ana Carolina Kogawa



227
CONCLUSOES

CONCLUSOES

. Segundo a revisdo da literatura realizada, o darunavir ¢ um antiretroviral
inibidor de protease comercializado na forma de comprimidos e suspensdo oral. Ele
apresenta polimorfismo e sua forma mais estavel € a etanolato. O darunavir apresenta baixa
solubilidade em agua, sendo necessaria a administragdo de elevadas doses para o sucesso
do efeito terapéutico. Este farmaco ndo apresenta monografia descrita nos compéndios
oficiais e na literatura encontram-se poucos, deficientes e ndo ecologicamente corretos
métodos analiticos referentes a analise farmacéutica do darunavir.

. As ferramentas da qualidade ajudam a resolver problemas e também detectar
novas possibilidades para melhorar um processo ou torna-lo mais efetivo frente ao objetivo
pretendido.

. A investigagdo de polimorfos do darunavir ao longo da pesquisa
desenvolvida garantiu a utilizagdo da mesma forma em todos os experimentos realizados,
de acordo com os resultados de espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho,
termogravimetria, calorimetria diferencial de varredura e difracdo de raios-X.

. O desenvolvimento de métodos analiticos qualitativos para identificagdo do
darunavir em matéria-prima e forma farmacéutica comprimidos foi realizado através das
técnicas de determina¢do do intervalo de fusdo, cromatografia em camada delgada,
espectrofotometria na regido do ultravioleta, espectroscopia na regido do infravermelho e
eletroforese capilar.

. O método de espectroscopia na regido do infravermelho foi considerado
adequado para a quantificacdo de darunavir etanolato em comprimidos através da banda da
carbonila (C=0) entre 1757 ¢ 1671 cm™. E uma técnica de facil execucdo, que oferece a
possibilidade de obtenc¢do de espectros rapidos, ndo apresenta geragdo de residuos toxicos e
o custo de um espectrometro de infravermelho € relativamente acessivel.

. O método de eletroforese capilar foi considerado adequado para
quantificacdo de darunavir etanolato em comprimidos utilizando capilar de silica fundida
ndo revestido com didmetro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm, solugdo

tamponante borato de sddio 25 mM pH 8,5 como eletrolito de corrida, voltagem de +20 kV
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e leitura em 200 nm. Esta técnica utiliza capilares de silica duradouros, amostras em
pequenas quantidades, da ordem de nL, e permitiu a detec¢do do farmaco em menos de 1
minuto.

. A complexagcdo do darunavir com a B-ciclodextrina foi alcangada. A
verificagdo da formacdo do complexo e o estudo experimental e tedrico através de técnicas
térmicas e espectroscopicas também foram realizados.

. O teste de solubilidade realizado com o darunavir complexado utilizando o
método de equilibrio, satura¢do da solugdo, rotacdo de 60 rpm, temperatura controlada de
37 °C + 0,5 °C e quantificagdo do fArmaco em espectrofotometria na regido do UV mostrou
que o complexo darunavir:B-ciclodextrina apresenta solubilidade 28 vezes maior que o
darunavir livre quando utilizada a solu¢do tamponante acetato 0,05 M pH 4,5, 23 vezes
quando utilizada a dgua purificada, 22 vezes quando utilizada solucdo tamponante fosfato
0,2 M pH 6,8 e 5 vezes quando utilizada a solu¢do tamponante fosfato 0,05 M com 0,5 %
de Tween 20 pH 3,0.

. O desenvolvimento de métodos analiticos qualitativos para identificagdo do
darunavir no complexo de inclusdo formado foi realizado através da técnica de
cromatografia liquida.

. O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi considerado
adequado para quantificacdo de darunavir no complexo de inclusdo obtido, utilizando
alcool etilico para diluicdo das amostras, coluna Luna CN (250 mm x 4,6 mm) particula de
5 um e poro de 10 A°, fase mével contendo 4gua + 0,1 % de 4acido acético e acetonitrila +
0,1 % de acido acético (60:40, v/v) e deteccdo em UV a 268 nm. Este método apresenta a
vantagem de permitir a separacdo e quantificacdo de produtos de degradacdo em tempo
inferior a 8§ minutos, ndo sendo necessario o uso de solugdo tamponante na fase mével.

. Os produtos de degradacdo forcada em meios acido, basico e oxidativo do
complexo de inclusdo darunavir:B-ciclodextrina foram elucidados através da técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Foram obtidos dois produtos de
degradag¢do em HCI 0,01 M, 1 em NaOH 0,01 M e 3 em H,0, 3 %, utilizando CL acoplado
a espectrometro de massas ion trap operando por ionizacdo electrospray em modo positivo,

nitrogénio como nebulizador (60 psi), gas de secagem (10 L min™, 320 °C), voltagem do
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capilar em 3500 V, coluna Luna CN (250 mm x 4,6 mm), fase mével contendo agua e
acetonitrila (60:40, v/v) e detecgdo em UV a 268 nm.

. A identificagdo dos produtos de degradagdo do complexo de inclusdo
obtidos na CL foi alcan¢ada na CCD utilizando 4gua e alcool metilico (70:30, v/v) com pH
ajustado para 2,45 com 4acido acético como fase modvel, placa de silica gel como fase
estacionaria e visualizagdo em camara UVA a 365 nm. Dessa forma, uma analise mais
econOmica, rapida e facil de executar foi desenvolvida identificando os produtos de
degradacdo em meios 4cido, basico e oxidativo do complexo de inclusdo, mostrando ser
uma alternativa de maior valia para as analises de rotina do Controle de Qualidade.

. Segundo o estudo de estabilidade de longa duragdo, o complexo de inclusao
darunavir:B-ciclodextrina apos 24 meses sob condi¢des de 30 °C+2°Ce 75 % UR £5 %
UR manteve-se estdvel sem o aparecimento de produtos de degradacdo, os quais foram
investigados através da técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas.

. A validagdo de métodos analiticos contempla a inovagdo na area do Controle
de Qualidade, uma vez que visa a diminui¢do dos custos da analise, a facilidade no
procedimento e rapidez na liberacdo dos resultados. A complexacdo do darunavir a B-
ciclodextrina agregou valor ao firmaco ao tornd-lo mais soluvel em dgua e proporcionar

assim um maior aproveitamento desse antirretroviral.
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