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RESUMO

CRUZ, J. D.; SOUZA, P. P.; SILVA T. A. Estratégias analiticas empregadas no
estudo de degradacao forcada do entecavir monoidratado 0,5 mg

em meio oxidante de peroxido de hidrogénio

O entecavir ¢ um importante medicamento ministrado para o tratamento da hepatite B. O
Sistema Unico de Saude (SUS) disponibiliza o entecavir monoidratado 0,5 mg de forma
gratuita, que ¢ produzido em uma parceria FUNED - Farmanguinhos (FIOCRUZ). O estudo
de degradacdo forcada (EDF) deve ser realizado nas etapas iniciais de um medicamento, bem
como na alteracdo de formulacdo de medicamentos ja existentes e na proposta de novas
dosagens. O EDF ¢ uma andlise investigativa, com o intuito de submeter o medicamento a
condi¢des de estresse extremas para conhecer possiveis produtos de degradagdo e para propor
métodos capazes de detectar as impurezas geradas de forma seletiva, propiciando o seu
rastreio no decorrer do estudo de estabilidade. Sendo assim, para o entecavir, o0 EDF e estudo
de estabilidade ja foram realizados, sem a necessidade de identificar os produtos de
degradacdo, apenas notifica-los a ANVISA. No entanto, conhecer essas impurezas ¢ sempre
considerado positivo, pois agrega conhecimento acerca do medicamento e possibilita o estudo
das rotas de degradacdo. Além disso, as legislacdes vigentes acerca do EDF demonstram
certas lacunas sobre a execucdo ¢ analise de resultados. Por isso, elaborou-se o EDF do
entecavir pela via oxidativa (peroxido de hidrogénio) para comparar os resultados obtidos
com os testes realizados anteriormente pela FUNED por meio da utilizagdo de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD). Ainda, propds-se a
investigar os possiveis produtos de degradagdo volatilizaveis a partir da analise em
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas
(GCxGC-MS), com preparo prévio da amostra por microextracdo liquido-liquido dispersiva.
Os resultados demonstraram que distintas estratégias analiticas podem propiciar a observagao
de diferentes produtos de degradagdo, bem como a aplicagdo de um conjunto de métodos e
técnicas podem ser mais eficientes para se analisar as impurezas geradas. Foram observados
em HPLC-DAD trés produtos de degradagdo, diferentemente ao estudo anterior, que detectou
duas impurezas. A andlise em GCxGC-MS, associada a andlise do indice de retenc¢do linear,
propiciou a identificacdo putativa de 15 possiveis produtos de degradacdo, entretanto, ¢
necessaria a utilizagdo de outras técnicas analiticas para melhor elucidagdo estrutural.

Palavras-chave: Estudo de Degradacao Forgada. Entecavir. Peroxido de Hidrogénio.
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1 INTRODUCAO

O produto farmacéutico deve ser avaliado seguindo critérios rigorosos para que sua
comercializa¢do seja autorizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O
estudo de estabilidade ¢ considerado essencial para a garantia da seguranca, manuten¢do da
qualidade e eficacia do medicamento. Neste ¢ avaliada a capacidade do produto reter suas
propriedades iniciais por uma série de testes destinados a defini¢do de sua vida util e periodo
de utilizacdo sob condi¢des especificadas de embalagem e armazenamento. Sdo considerados
aspectos quimicos, fisicos, microbioldgicos e biofarmacéuticos (1).

O Estudo de Degradagao Forcada (EDF) permite a obtengdo de métodos indicativos
para estabilidade, bem como a elucidacdo dos produtos e possiveis rotas de degradacdo. Nesse
ensaio ¢ realizada a exposi¢do do farmaco a condi¢des estressantes, que aceleram a formagao
de produtos de degradacdo primdrios, podendo estes serem toxicos e/ou inativos que
comprometem a seguranca e eficicia do produto farmacéutico. O EDF ¢ solicitado para
registros de novos medicamentos, inclusdo de nova forma ou nova concentragdo, e também
em alteracOes diversas, como: altera¢des na formulacdo farmacéutica, alteracdes na rota de
sintese ou no local de fabricacdo do farmaco, alteragdes da composicdo da embalagem
primaria, e outros. O método indicativo de estabilidade proposto durante o EDF ¢ aplicado
durante o estudo de estabilidade para quantificagdo das impurezas. A depender do teor da
impureza, € necessaria a notificacdo, identificacdo e qualificagdo a ANVISA (2).

Um dos medicamentos de interesse para o Ministério da Satde ¢ o Entecavir (ETV). O
comprimido foi listado na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais em 2020 (3). Esse
farmaco ¢ utilizado para garantir o bem-estar do paciente, evitando a progressao da Hepatite B
e suas complicagdes (cirrose, cancer de figado e outros), que representam uma carga
considerada ao Sistema Unico de Satde (SUS). A doenga é considerada um importante
problema mundial de saude publica, com aproximadamente 300 milhdes de individuos
infectados pelo virus da doenga no ano de 2020 (4).

A Fundacao Ezequiel Dias (FUNED) em parceria com o Instituto de Tecnologia em
Farmacos (Farmanguinhos/Fiocruz) realiza a produgcdo e distribuicdo do Entecavir
monoidratado 0,5 mg comprimido revestido. A Fiocruz dispde da tecnologia para a produgao
do medicamento, enquanto a Funed fica responsavel pelo controle de qualidade de insumos e
produtos, processo de envase, embalagem e distribui¢do para o SUS (5).

A producio e distribuicdo do Entecavir para o SUS s6 foi possivel devido aos esfor¢os
em prol das boas praticas de fabricacdo ¢ da obtencdo de um produto de qualidade e

seguranca, com vida util adequada para a distribuicdo e consumo. Para isso, conforme
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descrito em Fundagdo Ezequiel Dias (2014b), em 2014 foram realizados testes de estabilidade
e degradacdo forcada pela Funed, para obtencdo da certificagdo e liberagdo para producgdo
pela ANVISA (6). O estudo de degradacdo forcada foi conduzido com a exposicdo do
farmaco, Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) e excipientes a condigdes de aquecimento,
umidade, solucao acida, solugdo basica, solucao oxidante, exposicao fotolitica (UV e visivel)
e ions metalicos, conforme preconizado pela RDC 821/2023 (7).

Conforme Fundagdo Ezequiel Dias (2014b), foram detectados em comprimento de onda
de 254 nm, 10 produtos de degradagdo, sendo a maioria deles (trés produtos) obtidos a partir
da exposi¢do a ions metalicos. Além disso, foram obtidos um produto de degradagdo pela
exposicdo ao calor, e dois produtos para cada uma das condi¢des a seguir: solucdo oxidante,
luz visivel e luz ultravioleta (6). A identificagdo dos produtos de degradacao gerados ndo foi
necessaria, pois durante o estudo de estabilidade ndo atingiram o limite determinado pela
ANVISA de 0,5% da dose méaxima administrada diariamente (de 1 mg dia™) (8,2). Entretanto,
conforme ICH (2006), mesmo ndo atingindo os limites para identificagdo, os produtos de
degradagdo gerados por medicamentos em geral, podem ser potenciais responsaveis de
produzirem efeitos toxicos e farmacologicos. Portanto, ¢ desejavel conhecer os produtos
gerados (9).

Durante o estudo de estabilidade, os analistas deverdo se atentar ao limite de
identificacdo, que quando extrapolado podera acarretar em custo financeiro, tempo adicional
de andlise, sujeitando-se ainda a disponibilidade de equipamentos, solventes, reagentes e
gases, para realizacdo dos ensaios necessarios, que podem depender de duas ou mais técnicas
para uma conclusao adequada.

Para o presente trabalho, tem-se como objetivo primario a aplicacdo estratégica de
técnicas analiticas no estudo de degradagdo forcada do Entecavir monoidratado 0,5 mg
comprimido revestido a partir de sua exposi¢ao ao agente oxidante perdxido de hidrogénio
(H,0,). Como objetivo secundario, tem-se a identificagdo putativa dos produtos de
degradagdo volatilizaveis gerados, propiciando a futura elaboracdo de possiveis rotas de
sintese dos produtos de degradagdo para possivel aplicagdo na producdo de padrdes de

impurezas em escala industrial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Entecavir

A hepatite B ¢ uma doenga acarretada pelo virus B da hepatite (VHB), que afeta
preferencialmente os hepatocitos, as células do figado (10). A contaminagao pode ocorrer de
mae para filho no nascimento (transmissao perinatal) ou por contato com fluidos humanos e
materiais contaminados (transmissao horizontal) (11).

A doenga pode variar de uma infeccdo aguda, que geralmente ¢ curdvel, a uma
infeccdo cronica, que pode levar a complicagdes graves, como cirrose e cancer de figado (10).
A forma incurdvel da doenga ¢ normalmente adquirida ainda na infancia e, por isso, ha uma
grande comogdo por parte do Ministério da Salide acerca da vacinagdo infantil. Na fase
adulta, a hepatite B cronica também podera ocorrer, sendo a transmissao sexual a forma mais
comumente observada nesses casos (11).

A doenga ¢ considerada um importante problema mundial de satde publica, com
aproximadamente 300 milhdes de individuos infectados pelo VHB no ano de 2020 (4). Como
forma de prevengdo a essa doenca, o Sistema Unico de Saude disponibiliza a vacina
pentavalente, capaz de proteger contra as doencas: difteria, tétano, coqueluche, meningite e
hepatite B. J4 para o seu tratamento, busca-se evitar a progressdo da doenga e suas
complicacdes, que representam uma carga considerada ao SUS (12). Os medicamentos
disponiveis gratuitamente para uso clinico sdo: alfapeginterferona, tenofovir e entecavir (13).

O entecavir (ETV) ¢ um analogo de nucleosideo que tem se mostrado promissor no
tratamento da hepatite B (14). Quando presente no organismo, o ETV sofre rapidamente a
fosforilacdo se transformando em sua forma ativa contra o VHB. Essa estrutura ¢ capaz de
interferir no ciclo de reproducdo celular por se assemelhar ao trifosfato de desoxiguanosina,
que ¢ usado nas cé€lulas para sintese do DNA (semelhanca observada na figura 1). Dessa
forma, atua na inibicdo da transcri¢do reversa, da replicacio do DNA e da transcricdo no

processo de replicagdo viral (15).

Figura 1 - Semelhancga do substrato desoxiguanosina com o entecavir
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Fonte: LANGLEY (2007)
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O SUS disponibiliza gratuitamente o Entecavir na formulagao Funed Entecavir 0,5 mg
comprimido revestido. O farmaco contém 0,5325 mg de entecavir monoidratado, que equivale
a 0,5 mg de entecavir anidro. Em sua formulagdo estdo inseridos como excipientes: lactose
monoidratada, celulose microcristalina, crospovidona, povidona, estearato de magnésio,

dioéxido de titdnio, hipromelose e macrogol (estruturas organicas demonstradas na figura 2)

(16).

Figura 2 - Estruturas moleculares de excipientes organicos da formula¢do de Funed Entecavir
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2.1.1 Propriedades fisico-quimicas

O Entecavir em sua forma anidra possui formula molecular C,,H,sNsO;, de massa molar
igual a 277,28 g mol™! (18). A molécula é composta por uma guanina substituida na posi¢do 9
pelo grupo 4-hidroxi-3-(hidroximetil)-2-metilidenociclopentila (19), conforme mostrado na
figura 3. A estrutura apresenta fungdes nitrogenadas (amina, -CNR’R; e imina, -C=NR),
nitrogenadas e oxigenadas (amidas, -CONH,), oxigenadas (4lcool, -OH) e grupo alceno

(-C=C-).

Figura 3 - Molécula de entecavir e seus grupos funcionais.
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Fonte: Adaptado de NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY (2024)

Esse composto apresenta-se na forma de um po6 branco a esbranquigado, sendo pouco
soluvel em dgua. Quando em solug¢do aquosa saturada, apresenta pH ligeiramente alcalino,
devido a presenca de nitrogénios e oxigénios em sua estrutura, capazes de sofrerem a
protonacdo. No quadro 1 estdo disponiveis esses e demais dados acerca das propriedades

fisicas e quimicas do Entecavir.

Quadro 1 - Propriedades fisico-quimicas do entecavir

2-Amino-1,9-di-hidro-9-[(1S,3R,4S)-4-hidroxi-3-

Nome quimico ‘ o _ _ _ _ ,
(hidroximetil)-2-metilenociclopentil]-6H-purin-6-ona

Nome sindonimo Entecavir

Numero CAS 142217-69-4
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Quadro 1 - Propriedades fisico-quimicas do Entecavir - Continuacao

Formula Quimica C,H5N;04

Anidro: 277,28 g mol! ©)
Monoidratado: 295,3 g mol™! @

Peso molecular

Caracteristicas ] .
. Sélido na forma de pé branco a esbranquigado™
fisicas

Toxicidade aguda, Oral (Categoria 4) ¥
Riscos a saude ‘ . ' ,
Carcinogenicidade (Categoria 2)©

Luvas de borracha nitrilica (espessura minima de 0,11 mm), vestuario de
EPI’s necessarios ) ] ,
prote¢do, 6culos de seguranga e prote¢do respiratoria contra pos. @

Ponto de fusio 246 -248°C
Solubilidade Em 4gua 2,4 mg mL™" 4 25°C @
pH 7,9 em solugdo aquosa saturada, a 25 °C @

Rotacio optica .
Entre +24,0° e +28,0°, 2 25 °C ™
especifica

Fonte: (i) SIGMA-ALDRICH (2022);
(ii) ENTECAVIR MONOIDRATADO (2018);
(iii) NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY (2024);
(iv) THE UNITED STATES PHARMACOPEIA (2019)

2.2 Estudo de estabilidade e degradac¢ao forcada na industria farmacéutica

Conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 7° edi¢do, o medicamento “¢ o produto
farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado, que contém um ou mais farmacos e outras
substancias, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico” (21).
Para que o medicamento seja liberado para comercializagdo e consumo, o mesmo deve ser
submetido a diversos ensaios fisico-quimicos e microbioldgicos, bem como a estudos
relacionados a estabilidade.

O estudo de estabilidade consiste em manter o0 medicamento sob condigoes de estresse
conhecidas e proximas a realidade de armazenamento por determinado periodo. Durante o
estudo, sdao realizados ensaios em laboratorio para verificar a degradagdo resultante,

permitindo o estabelecimento do prazo de validade, das condigdes adequadas de
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armazenamento e¢ de transporte. Nesse estudo ¢ avaliada a perda da atividade do principio
ativo e a formacao de impurezas que conforme a Food and Drug Administration (FDA), uma
agéncia federal do Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos, sdo
componentes do medicamento que ndo sejam o IFA ou os excipientes da formulagio (9).

As impurezas presentes em um medicamento, podem ser classificadas em: organicas,
inorgdnicas e solventes residuais. A primeira se caracteriza por impurezas organicas
volatilizaveis, conhecidas ou desconhecidas, provenientes do processo de fabricagdo e/ou
armazenamento da substancia medicamentosa, podendo ser advindos de materiais de partida,
subprodutos, intermediarios, produtos de degradacao, reagentes, ligantes e catalisadores. Ja as
impurezas inorganicas e solventes residuais sdo consideradas impurezas identificadas e de
toxicidades conhecidas, por serem utilizadas na sintese do medicamento e eliminadas em um
controle devidamente adequado (9).

Os produtos de degradacdo sdo decorrentes das impurezas formadas no
armazenamento (22). As substancias geradas podem apresentar elevada toxicidade,
comprometendo ainda mais a saide do consumidor. A RDC 821/2023 especifica quando os
produtos de degradacdo primdrios devem ser apenas reportados no estudo de estabilidade
(limite de notificagdo), quando devem ter sua estrutura quimica identificada (limite de
identificacao) e quando deverdo passar por uma avaliacdo de seguranca bioldgica ou de um
dado perfil de degradagdo em um nivel especificado (limite de qualifica¢ao) (7). O quadro 2
(p. 8) retrata as informagdes base que estabelecem estes limites.

A 1identificagdo de impurezas em nivel inferior ao descrito no quadro 2 (p. 8),
geralmente, ndo ¢ considerada necessaria, mas pode-se destacar que ainda podem ser gerados
produtos potenciais responsaveis de produzirem efeitos toxicos e farmacoldgicos. Os niveis
de impurezas podem ser medidos por uma variedade de técnicas, comparando a resposta
analitica da impureza com a de um padrao de referéncia. Conforme ICH (2006), a propria
substancia medicamentosa pode ser usada como padrdo para estimar os niveis de impurezas
9).

Ja quando se atinge o nivel de qualificagdo, ¢ necessario realizar os ensaios de
qualificacdo e testes de genotoxicidade baseados no guia internacional ICH M7(R1). Nesses
estudos sdao avaliados o controle de impurezas mutagénicas, e quando nao € possivel a
obtengdo dos dados acerca dos riscos dessas substancias, ¢ estimado um limite de risco
toxicologico, quantidade ao qual a propensdo a doenga se minimiza. Esse limite ¢ estimado
em 1,5 pg dia”, que corresponde a um risco menor que 1 em 100.000 da substancia causar

cancer, mesmo em medicamentos utilizados em tratamentos de longo prazo (23).
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Quadro 2 - Informagdes base para avaliacao da necessidade de notificagdo, identificacdo

e quantificagdo dos produtos de degradacdo no decorrer do estudo de estabilidade do

medicamento
Limites d?;:;?g:;gf;;?j?gz] Limites dos produtos de degradacao®
Limites de DMD<1g 0,1 %
Notificagao DMD>1g 0,05 %
DMD <1 mg 1,0 % ou 5 ng ATD, o que for menor
Limites de 1 mg < DMD < 10 mg 0,5 % ou 20 pg ATD, o que for menor
Identificacdo I0mg<DMD<2g 0,2 % ou 2 mg ATD, o que for menor
DMD>2¢ 0,10 %
DMD <10 mg 1,0 % ou 50 pg ATD, o que for menor
Limites de 10 mg < DMD < 100 mg 0,5 % ou 200 ug ATD, o que for menor
Qualificagdo 100mg<DMD<2g¢g 0,2 % ou 3 pg ATD, o que for menor
DMD>2¢ 0,15 %
Onde:

1 - Quantidade maxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia.
2 - Limites dos produtos de degradacdo sdo expressos como a percentagem do insumo
farmacéutico ativo ou como a Administragdo Total Diaria (ATD) de um produto de
degradacao.

Fonte: adaptado de RDC N° 821/2023

O estudo de estabilidade ¢ subdividido em cinco categorias, conforme descrito abaixo
e estabelecido pela RDC 318/2019 (24).

o Estudo de estabilidade acelerado: o medicamento ¢ submetido a condi¢des de
armazenamento preestabelecidas, entretanto sdo realizadas curtas excursdes
fora das condig¢des iniciais.

o Estudo de estabilidade de acompanhamento: submete-se o medicamento a
condi¢des de armazenamento preestabelecidas com o objetivo de acompanhar
e confirmar o prazo de validade.

o Estudo de estabilidade de longa duragdo: verificar se o prazo de validade e

condi¢des de armazenamento propostos estdo adequados para o medicamento.
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o Estudo de estabilidade em uso: comprovar a estabilidade do produto em
condi¢des de armazenamento preestabelecidas apds a abertura e subsequentes
reaberturas da embalagem primaéria.

o Estudo de estabilidade reduzido: realizado quando parte das amostras nao

foram testadas em todas as combinagdes de fatores de estabilidade do produto.

O estudo de degradagao forcada assemelha-se aos estudos de estabilidade quanto aos
objetivos gerais e condigdes de controle. Entretanto, de forma experimental, se diferenciam
pela intensidade em que os testes sdo realizados e pela rapidez da analise. O EDF possibilita o
conhecimento prévio da estabilidade do produto em condigdes mais intensas de degradacao,
podendo antecipar o perfil de degradacdo que sera obtido ao fim de sua vida util (25).
Conforme mostrado na figura 4, do ponto de vista qualitativo, o perfil real de degradacao esta

contido no perfil potencial, obtido pelo EDF (26).

Figura 4 - Relagao entre perfil de degradagao "potencial", obtido no estudo de estresse

(EDF), e o perfil de degradacao "real", obtido no estudo de estabilidade de longa duracao.
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Fonte: BRASIL (2015b)

Na industria farmacéutica o EDF ¢ essencial para o desenvolvimento de
medicamentos, assegurando que o método analitico proposto ¢ capaz de identificar e
quantificar as impurezas organicas do medicamento, que serdo geradas nos estudos de

maiores duragdes. Durante o estudo, o medicamento ¢ submetido a condigdes estressantes,
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acelerando a velocidade de reagdes que podem acontecer durante o periodo de
armazenamento (26,24).

As condi¢des que devem ser avaliadas sdo: aquecimento, umidade, hidrélise
acida/basica, meio oxidante e exposicdo fotolitica (UV e visivel) (24). Em cada um dos
agentes estressantes, devem ser aplicadas condi¢des suficientes para promover degradagao de
no minimo 10% da amostra, porém, inferior a degradagdo completa da mesma. Segundo
Baertschi, Alsante e Reed (2011), historicamente ¢ observado grande variagdo das condigdes
aplicadas em relagdo a tempo, temperatura e concentracao, mostrando grande dificuldade da
defini¢dao do ponto final (endpoints - do inglés) apropriado para o EDF (27).

Conforme o Guia 04/2015 da ANVISA, apesar de ndo haver especificado um limite
maximo padronizado para os endpoints, dados da literatura podem ser utilizados para
justificar o ponto final da degradagdo forcada. Ainda nesse documento, “ndo se espera que
determinado endpoint seja considerado “melhor”, visto que diferentes conjuntos de
parametros selecionados podem gerar resultados adequados” (26). Para Costa et al. (2018) e
Caldeira (2014), ¢ recomendado que o IFA atinja no maximo 30% de degradacdo. Dessa
forma, evita-se que as impurezas relacionadas sejam degradadas, gerando produtos de

degradacao secundarios, terciarios e assim por diante (25,28).

2.2.1 Degradacao oxidativa de medicamentos

A degradacdo oxidativa de um medicamento ¢ uma das degradagdes mais comumente
observadas (29,30), mas também apresenta rotas de maior complexidade de elucidagdo (31).
Devido a complexidade dos processos oxidativos e a dificuldade de reprodugdo dos
experimentos, muitos trabalhos nesse sentido sdo qualitativos em vez de quantitativos (32).

A oxidagdo envolve um mecanismo de transferéncia de elétrons de modo a criar
moléculas carregadas, anions e cations (33). Os farmacos apresentam trés vias principais de
oxidagdo. Sao elas: transferéncia de elétrons/metalica, auto-oxidagdo e oxida¢ao por
peroxidos (34,27). Outras condigdes oxidantes, como exposicdo a radicais hidroxila e
oxigénio singlete ou 0zonio sao possiveis, porém menos comuns (27).

A auto-oxidagdo € um processo oxidativo espontaneo que envolve a agdo do oxigénio
molecular (22). O farmaco puro ¢ bastante estavel em relagdo a auto-oxidagdo, mas no
produto medicamentoso formulado a substancia medicamentosa se degrada por essa via (27),
sendo ainda considerada o mecanismo mais comum de oxidacao (35).

Alguns excipientes contém hidroperoxidos como impurezas conhecidas e estas podem

ser responsaveis pelo inicio do processo. Essas impurezas sdo geralmente encontradas em
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excipientes como Polisorbato 80, Polietilenoglicol 400, Hidroximetilpropilcelulose e
Polivinilpirrolidona (27).

Essas impurezas atuam como “iniciadores” da oxidacdo, pois podem dar origem a
radicais peroxi (R;,,00*) e alcoxi (R;;,0*), que sdo reativos com a molécula do farmaco. A
geracao dessas espécies pode ser catalisada com a presenca de tragos de metais (como ferro,
cobre, niquel e cromo), conforme demonstrado pelo esquema 1. Essas espécies, ao reagirem
com o farmaco, formam Rg,,* que se encontra em estado tripleto, em virtude do elétron

desemparelhado. O radical formado € uma espécie reativa com oxigénio atmosférico (27).

Esquema 1 - Ciclo catalitico desempenhado pelo Fe(III)/(II) interagindo com uma impureza

de hidroperoxido conhecida (R;,,,OOH) proveniente de excipientes

R;.,,O0H + Fe(Ill) — R,,,00+ + Fe(Il) + H* (1)

R;,,OOH + Fe(Il) — R,,,,0+ + Fe(Ill) + OH (2)

Fonte: Baertschi, Alsante e Reed (2011)

A auto-oxidagdo ocorre em trés etapas: inicia¢do, propagacdo e termina¢ao, conforme
demonstrado no esquema 2 (p. 12). Segundo Baertschi, Alsante ¢ Reed (2011), na primeira
etapa ocorre a formacdo dos radicais peroxi e alcoxi, que pode ser catalisada conforme
esquema 1 (27).

Na etapa de propaga¢do, ocorre a oxidacdo e propagagdo da reacdo, com formagdo de
peroxidos e hidroperdxidos. Os radicais peroxi e alcoxi formados pelas impurezas interagem
com o farmaco, gerando os radicais Ry, *. A partir dessa etapa ocorre a reacdo com oxigénio
molecular. A concentracdo de oxigénio dissolvido na segunda etapa ¢ fator crucial para o
desenvolvimento da auto-oxidag¢do, mas, uma pequena quantidade de O, ja ¢ suficiente para
dar inicio a reagdo (32,36).

E, por fim, na terceira etapa ocorre a terminagdo com gera¢do de produtos inativos.
Isso pode ocorrer pela combinacao dos radicais presentes no meio, mas os produtos podem

ainda conter energia suficiente para voltar a dissociar a molécula (32).


https://www.zotero.org/google-docs/?Im8KSF
https://www.zotero.org/google-docs/?cb8DCL
https://www.zotero.org/google-docs/?ERVJ2p
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Esquema 2 - Auto-oxida¢do mediada pelo radical peroxi do farmaco

Iniciacio Esquema 1 — R, 00 - + R, O - (1)
" Ri00 - + ReppH — RipyOOH + Ry - (2)
RimgO * + Rt — RingyOH + Ry - (3)

Propagacio {
Rom * +0; = Rgr00 - ] (4)
\_ Rem00 - +ReryH = R OOH + By - ——— (3)

Fonte: Adaptado de Baertschi, Alsante e Reed (2011)

Segundo Lachman, Lieberman e Kaning (2001), a auto-oxidagdo também pode ser
iniciada sem a presencga dos hidroperdxidos. Nesse caso, ocorreria uma quebra homolitica da
molécula do farmaco com a formagdo dos radicais livres Ry~ e -H (esquema 3). Essas
estruturas seriam geradas a partir de uma decomposicdo térmica, possivelmente com a acdo da
luz (32). Entretanto, a reag@o na presenca das impurezas ocorre mais rapidamente, pois atuam
como catalisadores da reagao (27). Segundo Miller et. al. (1990) apud Li (2012) a
auto-oxidagdo verdadeira, sem agdo de catalisadores, ¢ desprezivel e a constante de

velocidade da reagdo ¢é estimado em aproximadamente 10 mol! L' s (22).

Esquema 3 - Formacao de radicais da droga para inicio do processo auto-oxidativo

Afivacio (1)
RawH ——— — Ray +H-

Luz, calor

Fonte: Lachman, Lieberman e Kaning (2001)

O peroxido de hidrogénio pode ser produzido a partir dos hidroperoxidos formados
nas equagdes 2 ¢ 5 do esquema 2 em uma decomposicao acida. Assim, o perdxido de
hidrogénio podera atuar como um agente oxidativo (27). Segundo Blessy et. al. (2014), a
oxidacdo ocorre preferencialmente em aminas, sulfetos e fenois, transformando-os em
n-0xidos, hidroxilamina, sulfonas e sulfoxido. O ataque a olefinas também ¢é provavel, com a
formagdo de epdxido, mas a reacdo s ocorre se houver algum efeito estrutural estabilizador
na molécula para suportar o oxigénio (33). As reagdes relativas as aminas e olefinas sdo

retratadas abaixo nos esquemas 4, 5 e 6 (p. 13).


https://www.zotero.org/google-docs/?0uYTxv
https://www.zotero.org/google-docs/?GiS4qC
https://www.zotero.org/google-docs/?4GBuvh
https://www.zotero.org/google-docs/?e9gYz7
https://www.zotero.org/google-docs/?Z3cflt

Esquema 4 - Acao oxidativa do peroxido de hidrogénio em aminas terciarias

R

H
| Transferéncia
s de proton

R—N—0  +H0

Fonte: Adaptado de Baertschi, Alsante e Reed (2011) e Li (2012)

Esquema S - Acao oxidativa do peroxido de hidrogénio em aminas secundarias

H e i &
T | Transferéncia -:|:+H Eliminagao
. de proton de agua .
M R+ O0—0 = " et S kil M R
= ""\.\'__.-"' M =4 -~ \‘\'\“h‘,’-"’d
R | + H.0 e R
H R S

JHidrérlise
(0]

R—MNH, =+ %
2 R

H

Fonte: Adaptado de Baertschi, Alsante e Reed (2011)

Esquema 6 - Acao oxidativa do peroxido de hidrogénio em olefinas

K Transferéncia 0

/:\ + 0—0 de proton < +H,0
R R
H

R =3

b

Fonte: Adaptado de Baertschi, Alsante e Reed (2011)
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Fungdes que contenham hidrogénio 1dbil como carbono benzilico e carbono tercidrio

Esquema 7 - Oxida¢ao de alcoois primarios a aldeido e 4acido carboxilico

Fonte: Adaptado de SOLOMONS; FRYHLE (2005)

ou em posigdes o em relagdo ao heterodtomo também sdao susceptiveis a oxidagdao para
forma¢do de hidroperoxidos, hidroxido ou cetona (33). A formacdo de aldeidos e acidos
carboxilicos pode ser observada pela oxidagdo de alcoois primdrios (esquema 7), enquanto

que, para alcoois secundarios, pode ser observada a formacao de cetonas (esquema 8, p. 14)


https://www.zotero.org/google-docs/?L5wAvM
https://www.zotero.org/google-docs/?ykeSzm
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Esquema 8 - Oxidagdo de alcool secundério a cetona

OH O

Fonte: Adaptado de SOLOMONS; FRYHLE (2005)

2.2.1.1 Degradacao for¢ada por oxidacio realizada nas industrias

A degradacdo forgada € realizada para fins de mimetizar as vias oxidativas possiveis
para o medicamento de estudo. E esperado que o estudo seja conduzido de forma a simular
diferentes mecanismos de oxidacdo, determinando um perfil de degradacdo potencial
adequado (26).

A utiliza¢do de metais como ferro e cobre (27) ou manganés (22) podem ser utilizadas
para o estudo relacionado a transferéncia de elétrons/metélica. As industrias farmacéuticas
internacionais costumam utilizar peréxido de hidrogénio e o composto Azobisisobutironitrila
(AIBN) para propiciar a degradagdo oxidativa, entretanto, o uso deste ultimo reagente em
industrias nacionais nao ¢ frequente, devido a dificuldades de aquisi¢do e importagdao, como
também, problemas relacionados a armazenamento e transporte, por ser uma substincia
explosiva. Industrias nacionais costumam realizar degradacdo oxidativa apenas com o uso de
ions metalicos e peroxido de hidrogénio (34).

As diretrizes regulatérias ndo especificam sobre as condi¢des de pH, temperatura,
concentragdo do farmaco, agentes oxidantes especificos e sua concentragao. Entretanto, para a
degradagdo forcada oxidativa, as condi¢des que normalmente sdo utilizadas pelas industrias
farmacéuticas sao: 3% H,0,, a 25 °C ou 60 °C, podendo variar o periodo de um a sete dias
(33). Segundo Blessy et. al. (2014) a concentragao ideal de farmaco para o inicio dos testes ¢
de 1 mg mL™". O farmaco pode néo ser totalmente solivel em dgua, sendo necessario o uso de
um co-solvente que, de preferéncia, interaja pouco com o agente oxidante e com o IFA.
Normalmente, sao utilizados a acetonitrila ou o metanol (38).

Conforme RDC 821/2023 a degradacao forcada deve ser conduzida em um lote do
medicamento (7). E recomendado aplicar as mesmas condi¢des degradantes ao medicamento,
ao IFA e ao placebo. Os estudos realizados no placebo seriam importantes a fim de se
desconsiderar produtos de degradagdo provenientes da matriz (26). O uso de padrdes de
referéncia (Substancia Quimica de Referéncia Farmacopéica ou Substincia Quimica de

Referéncia Caracterizada) ¢ dispensavel quando o objetivo do estudo de degradacao forcada


https://www.zotero.org/google-docs/?G0l9WG
https://www.zotero.org/google-docs/?PEjyqX
https://www.zotero.org/google-docs/?wBRvY6
https://www.zotero.org/google-docs/?9wHNRR
https://www.zotero.org/google-docs/?7A0IAA
https://www.zotero.org/google-docs/?P3dcDL
https://www.zotero.org/google-docs/?h3643R
https://www.zotero.org/google-docs/?DSsIRB
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nao for relacionado a comprovagao da seletividade do método e na validacao de metodologia
analitica (38).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Fotodiodo ¢ a
técnica recomendada para verificacdo da formagao dos produtos de degradacdo, podendo ser
utilizado comprimento de onda fixo ou varidvel (26). Nessa técnica, ¢ necessario avaliar a
pureza do pico do sinal do IFA na solucdo medicamentosa degradada, para verificar a
coeluicdo de impurezas (2). Os produtos de degradacao podem ser medidos pela comparacao
da resposta analitica da impureza com a de um padrdo de referéncia, ou até mesmo a propria

substancia medicamentosa (9).

2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia ¢ uma técnica de ampla utilizagdo em diversas areas de pesquisa,
responsavel por separar os constituintes de uma mistura ou amostra complexa, que contenha
compostos organicos, inorganicos ou bioldgicos. As primeiras publicagdes sobre o tema sao
datadas ha mais de um século pelo botanico Michael Tswett (39).

Na cromatografia liquida cldssica, a amostra liquida percorre a fase movel (FM) por
acdo da gravidade. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - do inglés:
High-Performance Liquid Chromatography) se diferencia da primeira principalmente pela
aplicacdo de pressdo para bombeamento da FM e elui¢do dos analitos, apresentando maior
velocidade, sensibilidade e resolucdo. Isso € necessario, pois o tamanho dos poros presentes
na fase estacionaria (FE) sdo menores, impedindo a passagem regular e facilitada do solvente
pela gravidade (40).

A HPLC ¢ uma técnica de alta resolugdo, eficiéncia e detectabilidade, que permite a
separagdo ¢ analise quantitativa de diversos tipos de amostras. Entretanto, possui como
limitagdes o alto custo de instrumentagdo e operacao, necessidade de experi€éncia no manuseio
e a falta de um bom detector universal (41).

O sistema da HPLC ¢é composto principalmente por: 1) Reservatérios de solventes,
que pode conter um sistema de desgaseificacdo e filtros especiais; 2) Sistema de
bombeamento, responsaveis por fornecer o fluxo constante de fase moével, permitindo ainda a
mistura controlada de solventes; 3) Sistema de inje¢dao, onde ¢ succionado certa aliquota da
amostra, que entra em contato com a fase moével do experimento anteriormente a eluicdo na
coluna; 4) Pré-coluna (opcional), responsavel por proteger a coluna de possiveis solidos em
suspensdo; 5) Coluna, que € o local onde acontece a separagdo dos analitos; 6) Detector, que é

responsavel pelo registo de informagdes fisicas ou quimicas do eluato; e 7) Sistema de


https://www.zotero.org/google-docs/?2XrWL2
https://www.zotero.org/google-docs/?hRTO5m
https://www.zotero.org/google-docs/?2nrkK6
https://www.zotero.org/google-docs/?MbSz6f
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16
aquisicdo e controle de dados, que permite selecionar os parametros de analise desejados,
avaliar desempenho do sistema e avaliacdo de resultados (42). O sistema pode ser observado

pela figura 5.

Figura S - Instrumentacao basica da HPLC

Reservatdrio de
solventes (FI)

Pré-coluna
Bomba 1 Detector

¢ '

}OO Computador
.r
T Coluna analitica l*I T'I \ ﬂ

Valvula de

] injecdo
Walvula de proporcdo e j

Descarte

Aquisicdo de dados

camara de mistura

Fonte: adaptado de ARYAL (2023) e VITHA (2017)

A coluna analitica (FE) ¢ composta por um material granular poroso, disperso sob aco
inoxidavel. Esse material consiste geralmente em silica com uma superficie rica em silanol,
que pode ser modificada quimicamente para atingir o tipo de sele¢do desejada. Além disso,
fatores como comprimento da coluna, porosidade (area superficial), tamanho de poros e
tamanho das particulas, possuem influéncia nas analises em relacdo ao nimero de pratos
teoricos, retengdo, largura do pico, sensibilidade e resolugdo, respectivamente (41).

Quanto a modifica¢do da superficie, as colunas podem ser classificadas entre fase
normal e fase reversa, sendo essa Ultima a mais utilizada no mundo (45) e pertinente nas
industrias farmacéuticas (46). A coluna analitica de fase normal (NP - do inglés: Normal
Phase) consiste em uma FE constituida por compostos polares, assim, a FM utilizada no
método deve ser apolar, os compostos apolares sdo eluidos com maior rapidez, apresentando
menor tempo de retencao (tz). O oposto ¢ observado para a fase reversa (RP - do inglés:
Reverse Phase), conforme observado pela figura 6 (p. 17). Um exemplo de coluna de RP ¢ a
coluna C18, a mais comumente utilizada pela industria farmacéutica, a qual apresenta grupos

octadecil ligados a silica garantindo hidrofobicidade a estrutura (47).


https://www.zotero.org/google-docs/?ePgvr7
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Ao percorrer a coluna cromatografica, os solutos presentes na amostra se separam por
meio dos mecanismos de particao ¢ adsor¢do, que consistem na particao dos analitos entre a
FM e a FE hidrofobica, e pela adsor¢do do analito pela fase porosa (48). Portanto, interagdes
com o analito ocorrem tanto pela fase estaciondria, quanto pela fase moével, que pode ser
composta por mais de um solvente em método isocratico (concentragdes fixas) ou gradiente

(proporgao entre solventes se alteram) (42).

Figura 6 - Demonstrag¢ao simplificada do interior de uma coluna

(6a) fase normal (6b) fase reversa

Fluxo Fluxo

Apolar

Polar

O

CH,
1
A = _Sli_CmHar

CH,

Fonte: adaptado de DONG (2006)

A escolha do método de eluicdo implica diretamente na resolucao e na capacidade de
pico. O uso de métodos gradientes possibilita que misturas complexas tenham seus
constituintes separados com maior eficiéncia, pois garante a analise em uma ampla faixa de
hidrofobicidade em um tempo razodvel. Assim, componentes de polaridades similares
conseguem ser separados. E recomendado que um analista experiente avalie o comportamento
dos analitos na coluna e FM utilizada, para alcancar meios de otimizagao apropriados (48).

Os analitos podem ser detectados ao final da passagem pela coluna analitica por
diversas técnicas em um registro continuo dos dados. Alguns deles sdo o acoplamento a
espectrometria de massas € a absorcao da radiacdo ultravioleta/visivel. O primeiro sera
abordado no tdpico 2.5, sendo muito utilizada a ionizacdo por eletrospray (ESI) como fonte
de ionizag¢do ao final da coluna (21). J4 o segundo, ¢ o tipo de detector mais utilizado em

analises farmacéuticas (42), em que a amostra percorre uma célula de fluxo onde ¢ incidido


https://www.zotero.org/google-docs/?7NM3vT
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um feixe luminoso sobre ela (de uma lampada de deutério) de comprimento de onda () fixo,
variavel ou multiplo (21).

Os detectores de A multiplo sdo denominados detectores de arranjo de diodos (DAD),
ao qual a radiagdo UV-Vis incidente ¢ “absorvida pela amostra ¢ entdo separada em seus
diferentes comprimentos de onda, que sdo detectados, individualmente, pelo detector de
fotodiodos, registrando dados de absorvancia em toda a faixa do espectro” (21).

O sistema capta a intensidade da luz transmitida e calcula o valor da razdo entre luz
transmitida (I) e luz incidente (I,), a transmitancia (T). Assim, a partir da equacdo 1 e de
outras transformagdes matematicas, o software transforma os dados de transmitancia em
absorbancia (A), gerando ao final um cromatograma de eixos tempo de retencdo por
absorbancia. A concentragdo do analito pode ser verificada a partir da Lei de Lambert-Beer
(equagdo 2), em que ¢ € coeficiente de absortividade molar (L mol' cm™), (b) é o caminho

optico da célula (cm) e (c) € a concentragdo do analito (mol L) (49).

A=-log(I,/I) = A=-1logT (1)

A =¢gbe ()

E importante ressaltar que detectores que utilizam a radiagio UV-Vis sdo utilizados
apenas para analitos que apresentem regides cromoforas. Essas regides sdo caracterizadas pela
possibilidade de excitagdo eletronica de elétrons de orbitais moleculares ocupados (¢ e ©
ligantes e nao ligantes) para orbitais de energia superiores (antiligantes n* e o*) (21),

conforme demonstrado no quadro 3.

Quadro 3 - Transigoes eletronicas observadas em detectores UV-Vis

Transicao de elétrons Fenomeno

Para essa excitacdo ocorrer ¢ necessaria a presenca de grupo
funcional insaturado para prover orbital 7.

%
T—T - , . .
A transicdo de elétrons do orbital m para o orbital n* ocorre
tipicamente em moléculas com liga¢des duplas conjugadas.
Para essa excitagdo ocorrer ¢ necessaria a presenga de grupo
N funcional insaturado para prover orbital 7.
n—om

Excitagdo tipica em compostos com oxigénio € nitrogénio, com
transi¢do de elétrons ndo ligantes para o orbital m*.
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Quadro 3 - Transicdes eletronicas observadas em detectores UV-Vis - Continuagao

Transicao de elétrons Fenomeno

Essa transicdo ocorre em compostos saturados contendo atomos
com pares de elétrons nao ligantes.

n — o* . - . .
Esse tipo de transicdo ocorre em comprimentos de ondas mais
curtos, excitando elétrons ndo ligantes para o orbital c*.
Essa transi¢cdo ¢ referente a excitagdo de elétrons do orbital ligante
¢ de uma molécula para o orbital anti-ligante correspondente pela
N absor¢ao de radiagao.
c—0

Esse tipo de excitagdo ocorre em comprimentos de ondas mais
curtos.
Essa transi¢ao ocorre em alcanos.

Fonte: adaptado de PAVIA (2016)

2.4 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (GC - traduzido do inglés: gas chromatography) ¢ a principal
técnica utilizada para analise de compostos volateis ou volatilizaveis e termoestaveis, com alta
resolugdo, sensibilidade, detectabilidade e capacidade de analise de matrizes complexas (50).
A separagdo dos componentes na GC se da pela diferenca de temperatura de ebulicdo dos
analitos e pelas diferentes interacdes ocorridas durante a passagem da amostra pela coluna
cromatografica. A fase movel ¢ um gés de arraste inerte e puro, como o hélio, nitrogénio e
hidrogénio (51).

A GC, de forma geral, tem como principais componentes: cilindro de gas, injetor,
forno, coluna, detector, sistema de controle do instrumento e aquisi¢ao de dados (figura 7, p.
20). A insercdo da amostra no sistema pode ser dada pela introducdo no injetor aquecido,
ocorrendo a vaporizagdo dos analitos. Esses sdo entdo encaminhados para a coluna
cromatografica, que também ¢ aquecida em um forno. Assim ocorre a separagdo dos
constituintes, que serdo encaminhados para o detector conectado a saida do equipamento (50).

O aquecimento ao qual a coluna ¢ submetida ¢ fundamental para a separagao dos
analitos, podendo ser aplicadas isotermas, em misturas com constituintes de volatilidades
muito diferentes, ou rampas de aquecimento, quando necessarias. Quanto maior a temperatura
do sistema, mais rapidamente os componentes serdo eluidos, diminuindo o tempo de retencao

e a resolugdo cromatografica entre picos (51).


https://www.zotero.org/google-docs/?FCkb9r
https://www.zotero.org/google-docs/?tRiNNJ
https://www.zotero.org/google-docs/?H7txTX
https://www.zotero.org/google-docs/?rJP2FV

20

Figura 7 - Esquema geral de um cromatdgrafo gasoso

1
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Fonte: adaptado de TECNAL (2024)

As colunas cromatograficas normalmente empregadas sido do tipo capilar, que podem
ser fabricadas com vidro, ago inoxidavel ou silica fundida, recobertas por um material, que
geralmente ¢ a poliimida, conforme figura 8. A fase estaciondria para cromatografia
gas-liquido ¢ um polimero liquido ndo volatil, que possui 0 mecanismo de parti¢do (absor¢ao)

para separacdo dos constituintes da mistura (53).

Figura 8 - Estrutura geral para colunas capilares

Revestimento de poliimida
Silica fundida

Fase estaciondria

Fonte: Nascimento ef al. (2018)

Um exemplo de fase liquida é o dimetilpolisiloxano, que interage com 0s compostos
organicos principalmente por forgcas de dispersdo, momento dipolo e por ligacdes de
hidrogénio. Comercialmente, existem colunas de fases liquidas de dimetilpolisiloxano em

diferentes propor¢des para alteragdo da polaridade da estrutura, como em proporgdes
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5%fenil-metilpolisiloxano (de baixa polaridade) e 50%fenil-metilpolisiloxano (polaridade

intermediaria), conforme representado na figura 9.

Figura 9 - Exemplos de fases liquidas de dimetilpolisiloxano e varia¢des de polaridade

(9a) baixa polaridade (9b) polaridade intermediaria
- CH; 4 -~ GgHs - CH; o - C.H; -

|
+0-5j O—Si—+ -0-Si O—Si—

= LB e G, = RHp e T e

Fonte: Nascimento et al. (2018)

As técnicas de separacdo podem ser aperfeicoadas por meio de modificagdes dos
moédulos presentes no equipamento. Por exemplo, o mddulo para forno de coluna pode ser
alterado para a criagdo de um sistema multidimensional, o qual consiste em submeter a
amostra a diferentes processos de eluicao, sendo uma boa alternativa para que compostos que
coeluiram em uma primeira etapa possam ser separados em uma segunda elui¢do (54).

Nesse sentido, em uma cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GC x GC,
traduzido do inglés: comprehensive two-dimensional gas chromatography), fragdes do eluato
sdo transferidas da primeira coluna (primeira dimensdio - 'D) para a segunda coluna (segunda
dimensio - ?D) ligadas em série com o uso de um modulador, que deve transferir o conteudo
de forma rapida e eficiente. O modulador deve ser capaz de coletar, reconcentrar em uma
banda estreita e transferir o material para a segunda coluna (54).

A primeira coluna possui comprimento maior, enquanto a segunda coluna deve ser
curta o suficiente para que a eluigdo ocorra rapidamente, antes que a proxima fragao seja nela
introduzida, pelo sistema de modulacdo. As colunas utilizadas sdo capilares convencionais,
sendo que os mecanismos de separacdo ocorridos devem ser preferencialmente diferentes
entre si, denominados mecanismos de separa¢do ortogonais. Assim, ao final da 'D, o
modulador recolherd analitos de temperatura de ebuli¢do semelhantes que serdo separados
pela °D, caso a coluna empregada seja seletiva o suficiente (54).

Ao final da corrida cromatografica, os analitos sdo detectados e os dados sdo enviados

para um sistema de dados. E possivel utilizar na GC uma variedade de tipos de detectores,
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entre eles, o detector de massas. No topico 2.5, a espectrometria de massas serd abordada mais
profundamente.

Assim, em uma técnica convencional 1D GC (representado pela figura 7, p. 20) sdo
gerados como resposta da andlise um cromatograma em que a grandeza do sinal ¢
representado em funcdo do tempo. Ja para a GCxGC, a resposta € mais elaborada, pois, o
detector envia os dados para o sistema de dados de acordo com o que ¢ eluido pela segunda
coluna. Entretanto, o tempo de modulagdo ¢ conhecido, sendo possivel a geracdo de graficos
tridimensionais sinal do detector x tempo de retengdo na 1* coluna ('tR) x tempo de reteng¢do
na 2° coluna (*tR) e de diagramas tridimensionais (chamados 3D Plot), conforme figura 10

(54).

Figura 10 - Constru¢io de diagramas tridimensionais sinal x 'tR x *tR
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Fonte: Pedroso et al. (2009)

2.4.1 Microextracao liquido-liquido dispersiva

A microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, traduzido do inglés: Dispersive
Liquid-Liquid Microextraction) tem sido uma técnica bastante utilizada para a extragdo e
concentragdo de analitos, além de tornar a matriz do analito compativel com o sistema

analitico que serd empregado, como a cromatografia gasosa (55).
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A DLLME ocorre similarmente a extragao liquido-liquido convencional, entretanto,
sdo adicionados pequenos volumes de solvente extrator, sendo uma técnica rapida e de mais
baixo custo (56). A razdo entre o volume de amostra e solvente ¢ de mililitros para microlitros
(57). Além do solvente extrator, utiliza-se também um solvente disperso, formando assim um
sistema ternario (55).

O solvente dispersor deve ser soluvel tanto na fase organica, quanto na fase aquosa,
permitindo uma dispersdo eficiente do liquido extrator em particulas finas, aumentando sua
area superficial de contato com os analitos. Os solventes dispersores mais comumente
utilizados sdo metanol e acetonitrila. Por sua vez, o solvente extrator utilizado deve apresentar
densidade preferencialmente maior que a amostra e possuir boa afinidade com o analito de
interesse. Normalmente sdo utilizados hidrocarbonetos halogenados, como cloroférmio e
diclorometano (58).

Para realizar a DLLME, primeiro sdo injetados na amostra o solvente extrator e o
solvente dispersor com uma seringa, formando uma mistura turva. Esse sistema ternario ¢
entdo levado para centrifugacdo, fazendo com que as goticulas de solvente extrator se
depositem no fundo do tubo conico. Assim, o solvente extrator pode ser retirado para analise

instrumental com auxilio de uma microseringa, conforme figura 11.

Figura 11 - Procedimento para microextragao liquido-liquido dispersiva
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Fonte: Adaptado de ZGOIA-GRZESKOWIAK; GRZESKOWIAK (2011)
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2.5 Espectrometria de massas (MS)

A espectrometria de massas (MS — do inglés Mass Spectrometry) consiste no estudo
da matéria por meio da formacdo de ions em fase gasosa que sdo caracterizados a partir da
razdo massa/carga (m/z) desses. E uma técnica interdisciplinar utilizada para identificar e
elucidar compostos desconhecidos e quantificar compostos conhecidos, possuindo amplo uso
no estudo de pesticidas, na quimica forense, area clinica e na industria farmacéutica (62).

Existem varios tipos de espectrometros de massa, sendo diferenciados pelos
mecanismos de ionizacdo e pelo analisador de massa utilizado. De forma simplificada, a

figura 12 retrata os constituintes basicos desse equipamento.

Figura 12- Constituintes basicos de um espectrometro de massas (com exemplos)
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Fonte: Autoria propria

O sistema de insercdo compreende a entrada dos analitos ao sistema de analise. As
técnicas cromatograficas podem ser utilizadas para inser¢ao da amostra. A combinacao da MS
a cromatografia, seja liquida ou gasosa, permite que os analitos sejam separados e purificados
anteriormente a andlise estrutural. Dessa forma, as técnicas hifenadas garantem maior
abrangéncia de aplicabilidade do método, sendo uteis na analise de misturas complexas (63).

Para a MS, ¢ fundamental que os analitos estejam ionizados no momento da analise
para que sejam analisados e detectados de acordo com a sua razdo m/z. A ionizagdo pode ser
realizada no momento do preparo de amostra (como no ESI-MS) ou ser feita pelo proprio
equipamento, podendo variar a instrumentacdo de acordo com a aplicacdo de vacuo, energia
aplicada, estado fisico inicial da amostra e taxa de fragmentacao desejada pelo analista. A
ionizacgdo ideal ¢ selecionada de acordo com os objetivos da andlise e da estrutura do analito

de interesse, como o tamanho da molécula, termossensibilidade e polaridade.
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Técnicas diferentes de ionizagdo podem ser utilizadas em conjunto para elucidagao e
identificacdo de estruturas, j4 que a escolha do método pode implicar em alteracdo dos dados
analiticos de forma qualitativa e quantitativa (64). Geralmente, sdo utilizados métodos de
ionizagdo brandos em conjunto com métodos mais agressivos, que juntos sdo capazes de
fornecer informagdes acerca da massa molecular do analito e do padrao de fragmentagdo, que
¢ Unico para cada composto.

Apds a ionizagdo, os ions gerados sdo separados em um analisador de massas de
acordo com a razdo m/z, usando campos elétricos e/ou magnéticos em um sistema a vacuo
(65). O sistema de quadrupolos, orbitrap, armadilha de ions (no inglés: ion trap) e de tempo
de voo (TOF - do inglés time of flight) sao exemplos de analisadores.

Cada analisador utiliza determinado principio para realizar a separagdo dos ions. Sdo
alguns deles: velocidade, estabilidade nos campos elétrico e/ou magnético e frequéncia
orbital, que sdo especificos para cada ion gerado ja que dependem da razdo m/z (65). A
escolha do analisador pode influenciar em termos de resolugdo e intensidades dos picos, que
devem ser levados em considera¢do de acordo com o objetivo da andlise. Além disso, alguns
analisadores podem ser versateis pela também capacidade de fragmentagdo de ions.

Ao final desse processo, os ions sdo detectados e os dados sdo processados em um
computador. Como resultado da analise ¢ gerado um espectro no qual no eixo y € apresentada
a abundancia relativa do ion (intensidade do sinal) e no eixo x a razao m/z (65). Quando o
equipamento ¢ capaz de gerar dados de alta resolugdo (m/z com quatro ou mais casas
decimais) ¢ considerado que a massa molecular do analito pode ser afirmada de forma

inequivoca. Dessa forma, a MS ¢ considerada como uma balan¢a molecular.

2.5.1 Métodos de insercio e ionizacdo da amostra

Dos métodos de inserg¢ao/ionizacao existentes, podem ser citados: ESI, DESI, GC e
HPLC. Neste trabalho foram utilizadas somente a técnica de inser¢ao por GC, que consiste
em uma técnica propriamente cromatografica, ja retratadas no topico 2.5. Entretanto, a

ionizagdo realizada nessa técnica serd aprofundada neste item.

2.5.1.1 GC-MS
Duas técnicas de ionizagdo sdo amplamente utilizadas em conjunto com a
cromatografia gasosa: a ionizagdo por elétrons (EI - do inglés: Electron ionization) e a

ionizacao quimica (CI - do inglés: chemical ionization).


https://www.zotero.org/google-docs/?6cJ3mp
https://www.zotero.org/google-docs/?LBHOl8
https://www.zotero.org/google-docs/?ldmT3X
https://www.zotero.org/google-docs/?Soaycm

26

A EI foi o primeiro método de ionizagao utilizado para criagao de ions em fase gasosa
que possibilitou a analise de diversos compostos organicos. Entretanto, esse método pode ndo
ser suficiente na elucidagdo estrutural de algumas moléculas devido a alta taxa de
fragmentacdo (fragmentagdo agressiva), que impede a visualizacdo do ion molecular no
espectro, que fornece a informac¢do da massa molar do analito.

Para solucionar essa questdo, a CI foi desenvolvida como uma alternativa de baixa
taxa de fragmentacdo (fragmentagdo branda), que permite a observa¢do da massa molar.
Dessa forma, a utilizagdo dos dois métodos tornou-se um grande aliado, pois fornecem
informacdes complementares.

Apesar de amplo uso na pesquisa, esses métodos se limitam a compostos pequenos,
volatilizaveis e de baixa polaridade. Abaixo estd descrita a funcionalidade da técnica El,
utilizada neste trabalho. Também sera abordado sobre o uso de indices de retencdo para

auxilio em identificagao de moléculas.

a) lonizacao por elétrons (EI)

A ionizagdo por elétrons ¢ a forma de ionizagdo mais simples. Nesta um filamento
super aquecido emite elétrons de alta energia, que se ‘colidem’ com o fluxo de moléculas da
amostra. Assim, sao retirados elétrons da molécula, propiciando a fragmentacao da mesma e a
geracdo de cations de forma altamente reprodutivel, conforme demonstrado pela equagdo 4

(66,67).

M+e — M"+2e (4)

O elétron emitido pelo filamento apresenta associado a ele um comprimento de onda
que ¢ determinado pela equagdo 5, sendo ‘A’ o comprimento de onda (m), ‘h’ a constante de
Planck (J s), ‘c’ a velocidade da luz (m s™') e ‘E’ igual a energia (J). Quando o comprimento
de onda aplicado ¢ proximo ao comprimento da ligacdo na molécula, a onda ¢ perturbada e
torna-se complexa. Entdo, a onda passa a ndo corresponder a uma fun¢ao senoidal, podendo
ser considerada como a sobreposicdo de ondas harmoénicas. Se uma das frequéncias tiver

energia suficiente, poderao ocorrer excitagdes eletronicas ou a expulsao de elétrons (62).

A=hc/E (5)
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A remogado de um elétron ocorre apenas se a energia incidida for equivalente a energia
de ioniza¢do da molécula. Para a maioria dos compostos organicos essa energia varia entre 8 e
15 eV (66). Entretanto, usualmente ¢ aplicado na EI um feixe de elétrons padrdo de 70 eV,
pois, segundo Hoffman e Stroobant (2007) essa ¢ a energia em que se atinge o nimero
maximo de ions produzidos, apresentando maior eficiéncia (62). Parte dessa energia ¢
utilizada para formac¢dao do produto primario (ion molecular) e o restante ¢ utilizado para
fragmentar o ion molecular em por¢des menores, de modo sequencial ou ndo (66,68).

O perfil de fragmentagdo gerado, juntamente com a relagdo m/z do ion molecular,
representam grande importancia para o reconhecimento de estruturas desconhecidas, uma vez
que cada molécula apresenta um perfil de fragmentacdo proprio (podendo estar contidos em
bibliotecas de espectros, que podem ser consultadas) e a razdo m/z do produto primario
corresponde ao peso molecular do analito. Entretanto, muitas vezes o ion molecular pode nao
ser observado, sendo um inconveniente desta técnica. A fragmentagdo rapida do ion
molecular pode ocasionar a nao deteccao dessa estrutura no espectro. Dessa forma, perde-se
uma importante informagao analitica, o peso molecular do composto (68).

Apds colisdo entre elétron-molécula com a formagdo dos cations e fragmentos, uma
placa de potencial positivo atua como repelente para os ions formados, direcionando-os para
uma série de placas aceleradoras. As placas aceleradoras realizam esse efeito por serem
carregadas com uma diferenca de potencial elevada. Ao fim do percurso, o fluxo de cétions
passam por fendas colimadoras que uniformizam um feixe de cations, conforme mostrado na

figura 13 (66).

Figura 13 - Funcionamento da ionizagao por elétrons
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b) O uso de indices de retencdo na GC-MS

Os bancos de dados disponiveis para a identificacdo de compostos muitas vezes
podem ndo ser o suficiente para essa tarefa, devido a complexidade do analito. Contudo, os
indices de retencdo podem ser utilizados para evitar uma identificagdo equivocada (53).

O indice de retencao de Kodvats ¢ sempre calculado em anélises isotérmicas (60), com
a injecdo em um GC de uma mistura padrdo de alcanos saturados, operando em condic¢des
bem estabelecidas. Os tempos de reten¢do obtidos, sdo utilizados como um padrao externo de
referéncia, para o célculo do indice do analito de interesse (53).

No caso de analises com gradiente linear da temperatura, ¢ utilizado o indice de
retengdo linear (LRI - traduzido do inglés: linear retention index). Entretanto, obter os valores
de LRI disponiveis em literatura pode ser um desafio, pois dependem do tipo de fase
estacionaria, da espessura do filme, das condigdes de temperatura e outros (60). O LRI pode
ser calculado conforme a equagdo 3, sendo n igual ao nimero de carbonos do alcano de sinal
anterior ao analito, ty; igual ao ty do analito, tyy, igual ao ty do alcano de sinal anterior ao

analito e tp(,.y igual ao tempo de retengdo do alcano de sinal posterior ao analito.

3)

tprn —t
LRI = 1DUn+100[ 10, “"3]

trRm+1) — R ()

O valor do indice de retengdo também pode ser determinado a partir de uma relagao
tempo de retengdo x indice de Kovats, conforme figura 14. Com o valor de LRI, juntamente
com a comparacao de espectros com a literatura, pode-se verificar a correlagdo entre os dados

e avaliar se a identificagdo foi realizada de forma razoavel (53).

Figura 14 - Determinagdo do LRI de compostos sob condi¢des de temperatura programada
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2.5.2 Analisadores de massas

Uma vez formados os ions, estes sdo encaminhados para o analisador de massas que
ird separd-los de acordo com uma propriedade fisica dos mesmos, a razdo m/z. Todos os
analisadores de massas utilizam de campos elétricos e magnéticos estaticos ou dindmicos que
podem ser isolados ou combinados, diferenciando-os pela forma com que sdo aplicados (62).
Na MS, o analisador de massas utilizado que ira definir se a técnica empregada sera de alta ou
baixa resolucdo. Ou seja, indicard a “precisdo de massa”, a capacidade de separacdo de ions
de m/z muito semelhantes. Os analisadores de massas TOF e orbitrap sao exemplos de
analisadores de alta resolucdo, enquanto que o quadrupolo e ion frap sao denominados
analisadores de baixa resolugdo (69).

O analisador de massas do tipo quadrupolo foi utilizado neste trabalho. Esse
analisador ¢ composto por quatro hastes perfeitamente paralelas na direcdo do feixe de ions,
com uma secao transversal hiperbolica (figura 15) (62,66). Sdo aplicadas nessas barras uma
tensao de corrente continua (CC) e uma radiofrequéncia (RF), gerando um campo
eletroestatico oscilante na regido entre as barras. Para uma dada configuracdo de RF e CC,
apenas os ions de m/z especificos terdo trajetdrias estdveis, completando o percurso até o final
do analisador. fons de m/z menores ou maiores tem suas trajetérias instiveis e acabam
colidindo com as barras, sendo eliminados. As combinacdes de RF ¢ CC sao alteradas durante
a andlise para que seja possivel a verificagdo de diferentes ions em um Unico experimento

(66).

Figura 15 - Analisador de massas do tipo quadrupolo
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3 METODOLOGIA
3.1 Amostras

A degradacdo por exposicdo a meio oxidante foi realizada em comprimidos de Funed
Entecavir 0,5 mg comprimido revestido (lote: 23030007, validade: 12/2025), de peso médio
igual a 290 mg, e em comprimidos de placebo (lote: 15100103) do medicamento.

A formulacdo das amostras ¢ constituida de entecavir monoidratado,
polivinilpirrolidona K-30 (PVPK-30), celulose microcristalina 101, lactose monoidratada
(malha 200 mesh), crospovidona e estearato de magnésio. A formulagdo para o placebo exclui
a adicao do principio ativo (IFA Entecavir Monoidratado) (8).

Todos os comprimidos utilizados foram provenientes de unico lote produzido pela
Divisao de Produgdo Farmacéutica (DPF) da FUNED, em frascos coletados durante o
envasamento no periodo do inicio, meio e fim do processo.

Além disso, foram utilizadas amostras de Padrdo de Trabalho de Entecavir
monoidratado (validade de padronizagao: 05/2026, Teor: 93,37% de entecavir, lote:
MP2021060014) e Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) - Entecavir monoidratado (validade:
31/05/2026, lote: MP2022090033).

3.2 Reagentes
Os reagentes e solventes utilizados durante o trabalho estdo descritos no quadro 4. A
agua ultrapurificada utilizada foi obtida através do sistema de purificagdo de agua Millipore

Integral A-10 existente no Laboratdrio do Servigo de Controle Fisico-Quimico da FUNED.

Quadro 4 - Reagentes e solventes utilizados durante o preparo de amostras

Substancia Pureza / Teor Marca Lote
Acetonitrila Grau HPLC, > 99,9% | Honeywell | Riedel-de Haén™ | EE594-US
Acido cloridrico 37% Quimica Moderna 14316
Alcool metilico ACS, ISO, Reag, Ph Eur Supelco 11155009
Cloreto de sodio ACS, ISO, Reag, Ph Eur Supelco K53698504
Cloroféormio ACS, ISO, Reag, Ph Eur Supelco K54622045
Metanol ACS, ISO, Reag, Ph Eur Supelco 11155009
Padrdo de Guanina Padrao de referéncia USP R111MO
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Quadro 4 - Reagentes e solventes utilizados durante o preparo de amostras - Continuagao

Padrao de alcanos (Cs - Cyg) Padrao de referéncia Agilent 6601049
Padrao de alcanos (C,, - Cy) Padrao de referéncia Sigma-Aldrich BCCD3361
Pero6xido de hidrogénio min 29,0% Synth 252512

3.3 Equipamentos e instrumentos
Os equipamentos utilizados foram:
- HPLC Merck Hitachi, com modulo para forno de coluna L-2300, auto-amostrador L-2200,
sistema de bombas [-2130 e detector UV-Vis com arranjo de diodo L-2450. Software de
analise: EZChrom Elite Chromatography Data System - Agilent Technologies (2007)
- Balanga analitica: Mettler Toledo - X 205 DU;
- Banho ultrassom: Elma® - Transsonic Digitals;
- Agitador orbital: Labnet - Shaker 40;
- Estufa: Blinder - VD23;
- Pipetador automatico 100 - 1000 uL: Discovery comfort;
- Pipetador automatico 500 - 5000 pL: Biohit - m5000;
- Moinho analitico: IKA® - A11 basic;
- Coluna cromatografica: Agilent - Eclipse Plus C18 150 mm x 4,6 mm x 3,5 um;
- Coluna cromatografica: Dr. Maisch - ReproSil Star RP18-e 150 mm x 2,0 mm x 5,0 um;
- Filtro PVDF 0,22 pm.
- Cromatografo gasoso Agilent, com modulo para forno da coluna 8890 GC System, auto-
amostrador 7693A(G4513A), espectrometro de massas 5977C GC/MSD. Modulador: GC
Option 886. Software de analise: GC Image 2021 (Zoex).
- Coluna cromatografica: Agilent - DBSMS 20 m x 0,18 mm x 0,18 um;
- Coluna cromatografica: Agilent - DB7HT 5 m x 0,25 mm x 0,25 pum;
- Pipeta volumétrica de 1,00, 5,00 e 10,00 mL;
- Proveta de 10,0, 25,0, 100 ¢ 500 mL;
- Agitador de tubos vortex: Biomixer - VITX-2500;
- Centrifuga: Thermo Scientific - Heracus Megafurge 16R
- Vials de HPLC e de GC

- Insert para vial
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3.4 Procedimento de analise

Todo o preparo de amostra foi realizado no laboratério do Servico de Controle
Fisico-Quimico da FUNED, como também a conducdo da degradacao for¢ada e andlises de
doseamento e verificacdo de impurezas. As solugdes foram tnicas, sem preparo de replicatas.
A andlise em GCxGC-MS foi executada no laboratorio de tecnologias integradas

(INTECHLAB), localizado no campus VI do CEFET-MG.

3.4.1 Preparo de solucdes para degradacio forcada do medicamento Funed Entecavir
0,5 mg comprimido revestido

A degradacao forcada do medicamento Funed Entecavir 0,5 mg comprimido revestido
foi realizada seguindo as exigéncias da RDC 821/2023, adaptando o método descrito no
documento “Relatério do Estudo de Degradag¢dao Forgada de Entecavir 0,5 mg/comprimido”

de 2014, escrito por colaboradores da FUNED.

a) Preparo de solucoes a serem degradadas
- Comprimido Funed Entecavir 0,5 mg comprimido revestido

Triturou-se 20 comprimidos de Funed Entecavir 0,5 mg comprimido revestido, com o
auxilio de moinho, realizando um poo/ de amostras do inicio, meio ¢ fim do envase.
Mediram-se a massa de 725 mg do triturado e transferiu-se para baldo volumétrico de 25,00
mL com auxilio de 10 mL de metanol, medidos em proveta. Em seguida, o baldo foi levado
em banho ultrassom por 20 minutos e em agitador orbital pelo mesmo periodo. Apds o
processo, adicionaram-se 350 uL de peréxido de hidrogénio e aferiu-se o menisco do baldo
com agua ultrapurificada. A mistura foi transferida para tubo tipo Falcon de 50 mL e levado a

estufa a 25 °C.

- Placebo de formulacdo do Funed Entecavir 0,5 mg comprimido revestido
Realizou-se o mesmo procedimento adotado para o Funed Entecavir 0,5 mg

comprimido revestido, medindo a massa de 725 mg do placebo.

- IFA do Funed Entecavir 0,5 mg comprimido revestido
Mediu-se a massa e transferiu-se 10,65 mg do IFA do Funed Entecavir 0,5 mg
comprimido revestido para baldo volumétrico de 200,0 mL com auxilio de 80 mL de metanol,
medidos em proveta. Em seguida, o baldo foi levado em banho ultrassom por 20 minutos e em

agitador orbital pelo mesmo periodo. Depois, foram adicionados 2,8 mL de peroxido de
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hidrogénio e aferiu-se o menisco do baldo com agua ultrapurificada. Uma aliquota de 25 mL

dessa mistura foi transferida para tubo tipo Falcon de 50 mL e levado a estufa a 25 °C.

- Branco
O branco foi preparado adicionando 10 mL de metanol, medidos em proveta, a um
baldo volumétrico de 25,00 mL. Em seguida, adicionaram-se 350 pL de perdxido de
hidrogénio e aferiu-se o menisco do baldo com 4gua ultrapurificada. A mistura foi transferida

para tubo tipo Falcon de 50 mL e levado a estufa a 25 °C.

b) Preparo de solugdes controle
O preparo de solugdes controle foi realizado idem item ‘a’ da se¢do 3.4.1, excluindo a
adi¢ao do peroxido de hidrogénio. Também foi preparada uma solucdo controle do padrao de

trabalho de Entecavir monoidratado, conforme descrito abaixo.

- Padrao de Trabalho de Entecavir monoidratado
Realizou-se 0 mesmo procedimento adotado para a solu¢do de degradagdao do IFA do
Funed Entecavir 0,5 mg comprimido revestido, medindo a massa de 10,65 mg do Padrao de

Trabalho de Entecavir monoidratado, sem a adi¢ao de peréxido de hidrogénio.

3.4.2 Preparo da solucdo padrao combinada de entecavir e guanina
a) Preparo da soluciio diluente
Em um béquer de 500 mL adicionaram-se 15,0 mL de acetonitrila e 285,0 mL de agua

ultrapurificada, com auxilio de proveta.

b) Preparo da solu¢io de acido cloridrico 1 mol L™

Adicionou-se 5 mL de 4gua ultrapurificada em um balao volumétrico de 10,00 mL
com o auxilio de uma proveta. Em seguida, pipetou-se 0,85 mL de 4acido cloridrico 37% e
transferiu-se para o baldo. Esperou-se o resfriamento e aferiu-se o menisco com agua

ultrapura.

¢) Preparo da solucdo padriao de entecavir
Pesou-se 7,5 mg de padrdo de trabalho de entecavir monoidratado e transferiu-se para

baldo volumétrico de 25,00 mL com auxilio de 20 mL de solucdo diluente, medidos em
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proveta. Em seguida, o baldao foi levado em banho ultrassom por 20 minutos. Apos o

processo, aferiu-se o menisco do baldo com solugao diluente.

d) Preparo da solu¢do padrao de guanina

Pesou-se 5,12 mg de padrao de padrio de guanina e transferiu-se para baldo
volumétrico de 50,00 mL com auxilio de 5 mL de solucao diluente, medidos em proveta.
Adicionou-se 1,00 mL de &cido cloridrico 1 mol L', com o auxilio de uma pipeta
volumétrica. Em seguida, o baldo foi levado em banho ultrassom por 20 minutos. Apos o

processo, aferiu-se o menisco do baldo com solucgao diluente.

e) Preparo da solu¢io padrio combinada

Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100,0 mL, 5,00 mL da solu¢do padrdo de
entecavir ¢ 5,00 mL da solucdo padrdo de guanina, com auxilio de pipeta volumétrica.
Depois, aferiu-se o menisco do baldo com solucdo diluente. Em seguida, pipetou-se 5,00 mL
dessa solugdo com uma pipeta volumétrica e transferiu-se para um baldo volumétrico de 50,00

mL. Aferiu-se o menisco do baldo com solugao diluente.

3.4.3 Percentagem degradada e notificacio/quantificacio de impurezas

O doseamento final a oxidacdo e notificagdo/quantificagdo de impurezas foram
realizados ap6s 7 dias de degradagdo. A metodologia de doseamento utilizada foi
desenvolvida e validada pela Fundagdao Ezequiel Dias (6). O mesmo procedimento também
foi aplicado para se conhecer a evolugdo da degradacdo, analisando-se em 1, 7 ¢ 14 dias de
degradagdo para as amostras controle padrao de trabalho e comprimido degradado.

As solugdes de andlise foram preparadas conforme item 3.4.1 e foram filtradas em
membrana de PVDF com porosidade de 0,22 um e transferidas para vials de HPLC. A andlise
em HPLC com detector DAD foi conduzida realizando injecdo das amostras em triplicata e
analise da fase movel, seguindo as condicdes instrumentais cromatograficas e gradiente de
elui¢do, descritos nos quadros 5 e 6, respectivamente (p. 35). Para andlise da evolugdo da

degradacao, as inje¢des foram realizadas em duplicata.


https://www.zotero.org/google-docs/?wZl9Xj

Quadro 5 - Condigdes experimentais cromatograficas do método de doseamento de ETV
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Condicao

Descricao

Volume de inje¢ao

6 uL

Fase moével

Gradiente de elui¢ao (quadro 6)

Fase estacionaria

C18 150 mm x 2,0 mm x 5,0 pm

Fluxo da fase movel 0,8 mL min™
Temperatura do forno 50°C
Temperatura do auto-injetor 10 °C
Tempo de corrida 12 minutos

Comprimento de onda

Varredura espectral 190 a 400 nm

Solucao de limpeza do auto injetor

Acetonitrila:Agua ultrapura (3:97)

Fonte: adaptado de FUNDACAO EZEQUIEL DIAS (2014a)

Quadro 6 - Gradiente de eluicao do método de doseamento de entecavir

Tempo (minutos) % Acetonitrila % Agua ultrapura Eluicao
0 3 97 Equilibrio
0—3,3 3—-10 97 — 90 Gradiente linear
33—40 10 — 40 90 — 60 Gradiente linear
4,0 — 6,0 40 — 100 60— 0 Gradiente linear
6,070 100 0 Isocratico
7,0 — 8,0 100 — 50 0— 50 Gradiente linear
8,0—>9,0 50 — 3 50 — 97 Gradiente linear
9,0 —» 12,0 3 97 Equilibrio

Fonte: adaptado de FUNDACAO EZEQUIEL DIAS (2014a)

Apos a analise, fez-se comparagdo entre cromatogramas e notificagdo dos picos de

entecavir e impurezas (sinais provenientes apenas da amostra de Funed Entecavir 0,5 mg

comprimido revestido). O teor de entecavir foi determinado a partir da comparagdo entre
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areas do sinal de entecavir pelo comprimido degradado e solugdo controle respectiva,
corrigidas pela massa, conforme Brasil (2015b). A porcentagem de degradacdo atingida
devera estar inclusa no intervalo de 10 a 30% (25,28,24).

Os calculos realizados estdo descritos nas equagdes 12 e 13, sendo: AreaDEG = 4rea
do sinal de entecavir obtida pelo cromatograma do comprimido degradado; mCONT = massa
medida para o preparo da solugdo controle de comprimido (mg); AreaCONT = area do sinal
de entecavir obtida pelo cromatograma da solugdo controle; e mDEG = massa medida para o

preparo da solucao degradada (mg).

: . AreaDEG * mCONT = 100
Teor de entecavir apos degradacao (%) = re? o (12)
AreaCONT * mDEG

Percentual de degradagio (%) = 100 - AreaDEG » mCONT » 100 (13)

AreaCONT = mDEG

O teor individual de cada impureza foi calculado tomando como referéncia a area
respectiva ao entecavir na amostra, pois, conforme ICH (2006) (9), a propria substancia
medicamentosa pode ser usada como padrdo para estimar os niveis de impurezas. A equagao
utilizada esta descrita na equacdo 14 abaixo, sendo ArealMP = 4rea gerada pelo sinal da

impureza ¢ AreaCONT = 4rea gerada pelo sinal de ETV na solugdo controle medicamentosa.

ArealMP = 100
AreaCONT

Teor da impureza (%) = (14)
J4 o teor total de impurezas (que apresentam cromoéforo), foi determinado a partir da
somatoria de todos os sinais respectivos as impurezas, relacionando-os ao sinal de entecavir

da solugdo controle, conforme equagao 15.

Y ArealMP = 100
AreaCONT

Teor total de impureza (%) =

(15)

3.4.4 Verificacdo de impurezas relacionadas
O método de impurezas relacionadas consistiu na verificagdo de impurezas ja
conhecidas para o entecavir: guanina, 3’-monobenzil entecavir, 5’-monobenzil entecavir e

di-benzil entecavir (70).


https://www.zotero.org/google-docs/?m1xZ8N
https://www.zotero.org/google-docs/?IU8oou
https://www.zotero.org/google-docs/?N9Y4B5

37

Devido a indisponibilidade dos padrdes analiticos 3’-monobenzil entecavir,
5’-monobenzil entecavir ¢ di-benzil entecavir, ndo foi possivel realizar a analise
cromatografica dessas. Entretanto, a guanina estava disponivel, contribuindo para a
verificagdo da formacdo desta impureza. Para isso, preparou-se uma amostra padrio
combinada de entecavir e guanina conforme método validado por colaboradores da FUNED.
O preparo foi descrito no item 3.4.2.

A analise foi conduzida em HPLC com detector DAD, com as condigoes
experimentais e gradiente de elui¢do descritas nos quadros 7 e 8 (p. 38), respectivamente. As
amostras foram analisadas ap6s 8 dias de degradagdo, seguindo o preparo descrito no item
3.4.1. Foi também analisada uma amostra padrdo combinada de entecavir e guanina,
preparada conforme item 3.4.2.

Estas foram filtradas em membrana de PVDF com porosidade de 0,22 um e
transferidas para vials de HPLC. Realizaram-se inje¢cdes em duplicata, também com analise

da fase movel.

Quadro 7 - Condigdes experimentais cromatograficas do método de impurezas relacionadas

Condicao Descricao
Volume de inje¢ao 20 uL
Fase movel Gradiente de elui¢ao (quadro 8, p. 38)
Fase estacionaria C18 150 mm x 4,6 mm x 3,5 um
Fluxo da fase mével 1,0 mL min™!
Temperatura do forno 35°C
Temperatura do auto-injetor 10 °C
Tempo de corrida 30 minutos
Comprimento de onda Varredura espectral 190 a 400 nm
Solugdo de limpeza do auto injetor Acetonitrila:Agua ultrapura (3:97)

Fonte: adaptado de FUNDACAO EZEQUIEL DIAS (2014a)
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Quadro 8 - Gradiente de eluicao do método de substancias relacionadas do entecavir

Tempo (minutos) % Acetonitrila % Agua ultrapura Eluicao
0 5 95 Isocratico
0—3,3 5—80 95 — 20 Gradiente linear
33—4,0 80 20 Isocratico
4,0 — 6,0 80 —5 20 — 95 Gradiente linear
6,0 » 7,0 5 95 Equilibrio

Fonte: adaptado de FUNDACAO EZEQUIEL DIAS (2014a)

3.4.5 Analise no GCxGC-MS

A anélise em GCxGC-MS foi conduzida pelo preparo das amostras descrita no item
3.4.1 e exposicdo a agente estressante por 6 dias. As amostras foram preparadas por DLLME
como forma de eliminar o peréxido de hidrogénio e a dgua presentes na amostra, além de
concentrar os produtos de degradagdo em uma matriz organica.

A DLLME foi realizada para todas as amostras preparadas no item 3.4.1. Pipetaram-se
10,00 mL de cada amostra (previamente centrifugada por 15 min e filtrada em filtros PDVF
0,45 e 0,22 pum) em um tubo Falcon de 15 mL. Adicionaram-se 365 pL de cloroférmio
(solvente extrator) e 0,7 g de cloreto de sodio (para proporcionar um efeito salting out). Nao
foi adicionado solvente dispersor, uma vez que o metanol presente na amostra ja atuaria como
tal, conforme Huo et al. (2011) (58). Levou-se a mistura em vortex por 2 minutos e depois
centrifugou-se por 15 minutos. A retirada da fase organica decantada foi realizada com o
auxilio de uma seringa, transferindo-a para um insert. O insert foi entdo inserido em um via/
para GC (injecao direta), procedendo a andlise em GCxGC-MS. As condigdes

cromatograficas e espectrométricas foram descritas no quadro 9.

Quadro 9 - Condigdes experimentais da analise em GCxGC-MS

Condicao Descricao

Volume de inje¢ao 1 uL

5%fenil-metilpolissiloxano

Fase estacionaria (1D) (20 m x 0,18 mm x 0,18 urn)



https://www.zotero.org/google-docs/?8226Cc
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Quadro 9 - Condigdes experimentais do GCxGC-MS - Continuagao

Condicao

Descricao

Fase estacionaria (2D)

50%-Fenil-metilpolissiloxano

(5mx0,25 mm x 0,25 um)

Pressdo do gés de arraste (H,) 28,5 psi
Fluxo do gas de arraste 0,5 mL min™
Tempo de modulagado 4 segundos

Modo Splitless

Temperatura do injetor 270 °C

Temperatura do forno

(rampa de aquecimento)

50 °C por 1,00 min
Taxa de aquecimento = 8 °C min' até 300 °C

300 °C por 1,75 min

Temperatura do detector

320 °C

Tempo de corrida

34 minutos

Analise

Full Scan: m/z = 50 - 300 (modo positivo)

Taxa de aquisi¢do espectral

20 Hz

A identificagdo putativa das impurezas volatilizaveis foi baseada na comparagdo do

perfil de fragmentagcdo dos compostos com os espectros de referéncia de substancias padrao

provenientes do banco de dados da NIST (2022), obtendo-se os valores de Match e Reverse

Match. Para uma identificagdo mais efetiva, as solugdes padrao de alcanos Cs - C g e Cy - Cy

foram transferidas para vial e submetidas a analise em GCxGC-MS nas mesmas condig¢des

descritas pelo quadro 9, com o objetivo de verificacdo do indice de retengdo linear dos

produtos de degradacdo. O LRI foi calculado com os dados obtidos para a primeira dimensao,

pela equagdo linear LRI = 60,516 * Ty + 437,75 (R* = 0,997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As estratégias utilizadas no estudo de degradacdo for¢ada oxidativa do entecavir
monoidratado 0,5 mg sdo apresentadas abaixo. Tais estratégias foram utilizadas para
determinagdo do preparo ideal da amostra, considerando o tempo de degradagdo. E também,
para notificacdo e determinagdo do teor de impurezas, com identificagdo putativa, a partir de

comparagao direta com padrdes e por bibliotecas disponiveis.

4.1 Avaliacio da evolucio da degradacio

A partir do método validado na FUNED, descrito no topico 3.4.2, sabe-se que o
padrdo de entecavir detém tempo de retengdo (tz) igual a 1,9 min nas condi¢des de andlises
descritas. Esse t; foi reconfirmado a partir da analise do padrdo de trabalho (subcromatograma
mostrado na figura 16) e foi utilizado como parametro para reconhecer o sinal referente ao

entecavir nas amostras problemas.

Figura 16 - Subcromatograma do padrao de trabalho (amostra controle)
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Com relagdo ao método de degradacao, foi necessaria a elaboracdo de um método
diferente para degradar as amostras ao ja proposto preliminarmente por colaboradores da

Funed (com relagdo a volume de perdxido de hidrogénio e tempo de degradacdo), pois, na
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tentativa de replicar o experimento original, os resultados nao foram similares. Isso demonstra
certa instabilidade e dificuldade de se alcangar uma analise reprodutivel, conforme também
observado por Lachman, Lieberman e Kaning (2001) (32).

Ao replicar o experimento, era esperado uma percentagem de degradac¢do dentro da
faixa de 10 - 30% em cinco dias de exposicdo ao meio oxidante. Entretanto, atingiu-se
(aproximadamente) 30% em apenas um dia de exposi¢do, conforme observado pela andlise
visual do grafico 1. Esse curto periodo ndo ¢ interessante, pois dificulta o preparo da amostra

e realizagdo de andlises em um percentual de degradagdo ainda dentro da faixa recomendada.

Grafico 1 - Evolugdo da degradagdo com a adi¢do de 3 mL de H,0, 30% v v™'.
Grafico plotado no software SciDAVis®

Degradacdo (%) versus Tempo (horas)
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Sendo assim, realizou-se a diminui¢do do volume de perdxido de hidrogénio
gradativamente até o volume de 350 pL, que garantiu uma faixa de tempo adequada para
realizagdo dos ensaios posteriores. Entdo, a partir da realizagdo do método de oxidacao
proposto e andlise cromatografica, realizou-se a integra¢do do sinal referente ao entecavir
obtidos pela solucdo controle e degradada em 1, 7 e 14 dias (dados mostrados na tabela 1, p.
42). A partir da equagdo 13, calculou-se o percentual de degradagdo e montou-se o grafico

degradacao em func¢do do tempo (grafico 2, p. 42).


https://www.zotero.org/google-docs/?dWDLup
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Tabela 1 - Dados e resultados de percentagem degradada para amostras degradadas em 1, 7

e 14 dias
Massa comprimido (mg) Massa comprimido (mg)
Amostra - Amostra DEG - - Amostra CONT -
Al 725,04
725,19
A2 725,23
Tempo Amostra Area Entecavir®  Area Entecavir* Degradacio Degradagio
(dias) - Amostra DEG - - Amostra CONT - (%) média (%)
Al 472147,5 2,16
1 482694,5 2,29
A2 471050,0 2,42
Al 414436,5 17,52
7 502593,0 16,97
A2 420080,5 16,42
Al 328031,5 35,03
14 504964.,0 34,19
A2 336584,5 33,35

Legenda: DEG = degradada; CONT = controle
*Areas referentes & média de injegdes em duplicata

Grifico 2 - Evolugdo da degradagdo com a adigdo de 350 pL de H,0, 30% v v
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Grafico plotado no software SciDAVis®
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A partir do grafico 2 € possivel avaliar visualmente o tempo em que o meio atinge a

degradagdo em torno de 10 - 30%, que seria entre 4 a 12 dias de degradacao,



43

aproximadamente. A elaboragdo desse grafico foi importante para uma analise preliminar de
determina¢do do tempo entre preparo da amostra e demais andlises instrumentais. O volume
de peroxido de hidrogénio proposto garante um periodo maior para realizagdo de andlises em

nivel de degradagdo dentro da faixa recomendada.

4.2 Avaliacio da degradacio e impurezas geradas
4.2.1 Doseamento final a oxidacao e notificacao/quantificacio de impurezas

Com a evolugdo de degradagdo estipulada, optou-se por realizar o doseamento e
notificacao/quantificacdo de impurezas em 7 dias de degradacdo. Os dados referentes as

medidas de massa estdo demonstrados na tabela 2.

Tabela 2 - Dados de massa para analise de doseamento
e notificagdo/quantificagao de impurezas

Concentracao ETV

Solucio Material Massa (mg) (mg mL")
Branco CONT - - -
Branco DEG - - -
Placebo CONT Placebo 724,80 -
Placebo DEG Placebo 724,13 -
I[FA CONT IFA 10,55 -
IFA DEG IFA 10,53 -
ETV CONT Pool de 20 comprimidos 724,65 -
ETV DEG Pool de 20 comprimidos 725,26 -

PT CONT Padrao de trabalho 10,62 0,04958

Legenda: PT = padrdo de trabalho; DEG = degradada; CONT = controle; ETV = entecavir

Primeiramente, calculou-se o teor de entecavir e percentagem de degradagdo a partir
das equagdes 11 e 12, obtendo-se teor de 76,59% e degradacao de 23,41%. A percentagem de
degradagao encontrada esta de acordo com o valor recomendado de 10-30% por Costa et al.
(2018), Caldeira (2014) e RDC 821/2023 (25,28,7). Os dados e resultados do doseamento

final a oxidagao e percentagem degradada estdo retratados na tabela 3 (p. 44).


https://www.zotero.org/google-docs/?jK4h09
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Tabela 3 - Dados e resultados de doseamento e percentagem degradada para

amostra degradada em 7 dias (método cromatografico descrito no item 3.4.2)

Massa comprimido (mg) Massa comprimido (mg)
- Amostra DEG - - Amostra CONT -
725,26 724,65
Tempo Area Entecavir®  Area Entecavir* Teor ETV Degradacio (%)
(dias) - Amostra DEG - - Amostra CONT - (%) g ¢ °
7 2831234,0 3693638,3 76,59 23,41

Legenda: DEG = degradada; CONT = controle; ETV = entecavir
* Areas referentes a média de injecdes em triplicata

A anélise de pureza de pico foi realizada obtendo resultado de 0,781171. Esse valor
indica que o sinal analitico pode ser atribuido a mais de um componente, com possibilidade
de coeluigao.

Nas figuras 17, 18 e 19 (a partir da p. 45), foi realizada a sobreposi¢dao de todos os
cromatogramas obtidos para as amostras controle e de degradacdo. Analisando-se
atentamente, ¢ possivel observar dois sinais atribuidos a amostra do comprimido degradado,
indicando produtos de degradacdo forgada oxidativa (nomeadas como impurezas 1 e 2). Os
sinais apresentaram tempo de retencao de 0,86 e 1,31 minutos. Através da relagdo sinal/ruido
(S/N - do inglés: signal to noise ratio), tem-se que os sinais apresentaram S/N (ASTM) de
23,802530 e 2,141778. Segundo a RDC 166/2017, o limite de deteccdo deve ser maior ou
igual a 2:1. Como os valores obtidos foram maiores que 2, os sinais ndo podem ser
considerados ruidos na linha de base do cromatograma e representam uma resposta a detec¢ao

de um analito (71).


https://www.zotero.org/google-docs/?ngMbDP
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Figura 17 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 254 nm (método cromatografico descrito no item 3.4.2).

Tempo de analise: 0,0 a 4,0 minutos
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Figura 18 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 254 nm (método cromatografico descrito no item 3.4.2).

Tempo de analise: 4,0 a 8,0 minutos
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Figura 19 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 254 nm (método cromatografico descrito no item 3.4.2).

Tempo de analise: 8,0 a 12,0 minutos

=] 11:254 om, 4nm 112 pAnm  11:254 nm, 4 nm _ 11:254nm, 4 nm 11:254 nm, 4nm _ 11:254nm,4nm  11:254nm,4nm = 11:254]
Branco_controle Brancq Comprimido_Entecavir_controle Comprimido_Entecavir_DEG Fase_movel IFA_controle IFA_DEG Placebg

()

[zs

-0

[-22

|40

|=0

55 L5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5z E4 86 88 3.0 22 2.4 8.6 8.8 10,0 10,2 10,4 10,6 10,8 11,0 11,2 114 116 1.8
Minutes

mall



48

Comparando o Ty das impurezas com o sinal respectivo ao entecavir (1,9 minutos),
tem-se que as impurezas sdo mais polares que o IFA, pois interagiram melhor com a fase
movel, concentrada em 4gua, havendo pouca intera¢ao hidrofébica com a fase estacionaria.

E importante ressaltar que o sinal referente ao entecavir apresentou um efeito de cauda
posterior. A impureza 1 também apresentou o mesmo efeito, porém de forma mais acentuada.
Esse efeito pode ter sido causado por uma deterioracao da coluna, causada pelo acumulo de
contaminantes, bloqueio por microparticulas, dessor¢ao da fase solida, e outros (72).

Outra explicacdo para esse efeito se da pela possivel presenga de grupos silandis
residuais na coluna cromatografica (do processo de fabricagdo da silica modificada), fazendo
com que interagdes polares possam ocorrer nesses sitios ativos com compostos que possuem
grupo amino ou outro grupo funcional basico (73). Acredita-se que esse fator também possa
ter interferido na andlise, por ser um efeito observado nas primeiras injecdes, ainda em
amostras nao degradadas.

Outra possibilidade que nao poderia ser descartada ¢ uma possivel degradagao da
impureza 1 ocorrida durante a andlise cromatografica, bem como a sobreposi¢do de sinais
referentes a duas impurezas, ocasionando o efeito de cauda no sinal. Para confirmar essas
possibilidades, realizou-se a analise de pureza de pico, obteve-se o valor de 0,889326, valor
considerado insatisfatorio. Dessa forma, ndo pode-se afirmar que o sinal ¢ referente a apenas
um analito, podendo haver coeluigdes.

No Ty 5,53 minutos ¢ possivel verificar a presenca de um sinal observado apenas para
a solugcdo de comprimido controle e para a solugdo respectiva degradada (figura 18, p. 46).
Esse sinal ndo possui 4rea maior na amostra degradada, sendo ainda um sinal de area 23%
menor que o encontrado na amostra controle. Dessa forma, pode-se verificar que o sinal ¢
correspondente a um produto de degradacao, mas que a degradacdo que o originou nao foi a
via oxidativa por peroxido de hidrogénio. Como o foco deste trabalho se restringe as
impurezas oxidativas, o estudo desse produto pode ser abordado em trabalhos futuros, com a
realizacdo de outras vias de degradagdo.

Realizou-se a integracdo dos sinais referentes as impurezas 1 e 2. As areas obtidas
estdo demonstradas na tabela 4 (p. 49), juntamente ao teor respectivo. Comparando a area da
impureza a area do sinal de entecavir (equacao 14), percebe-se que as impurezas geradas
correspondem a um teor total de 1,29% (equagdo 15). Como foi verificada uma degradacdo de
23,41% (tabela 3, p.44), pelo balango de massa, tem-se que 22,12 pontos percentuais nao

foram verificados pela aplicagdo desse método, & comprimento de onda de 254 nm.
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Tabela 4 - Relacdo dos produtos de degradagdo observados pelo método 3.4.2 a 254 nm

Tempo de Tempo de

I Area®* T °
mpureza retencdo (min) retencio relativo® rea eor (%)

1 0,85 0,45 44002,67 1,19

2 1,30 0,68 3762,00 0,10

Teor de impureza (%) 1,29

* Calculado com referéncia ao tempo de retencdo do entecavir de 1,90 min

** Areas referentes a média de inje¢des em duplicata

Contudo, a analise foi realizada com a varredura do espectro de 190 a 400 nm, com o
objetivo de cobrir uma ampla faixa de absorcao, para verificacdo de impurezas que poderiam
ter o pico de absor¢do maxima diferente de 254 nm. Foi plotado o cromatograma 3D (figuras
20 e 21, p. 50) para a solu¢do medicamentosa degradada e verificou-se que em torno de 190
nm sdo observados sinais que ndo aparecem no comprimento de onda original de analise (254
nm), bem como a partir de 300 nm ¢ verificado um sinal proximo a um minuto que nao foi

verificado em 254 nm.

Figura 20 - Cromatograma 3D da substancia medicamentosa degradada (método cromatografico descrito no

item 3.4.2) - Vista 01/02
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Figura 21 - Cromatograma 3D da substancia medicamentosa degradada (método cromatografico descrito no

item 3.4.2) - Vista 02/02
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Para verificagdo dos sinais observados préoximos a 190 nm, realizou-se a sobreposicao
dos cromatogramas obtidos em 200 nm. Essa escolha foi feita com o intuito de se evitar a
faixa de absorcdo dos solventes utilizados na fase movel, uma vez que tanto a 4gua, quanto a
acetonitrila, possuem limite de transparéncia em 190 nm (66). Como € possivel observar pelas
figuras 22 e 23 (p. 51), o cromatograma referente ao comprimido degradado ndo apresentou
sinais que nao fossem observados nas demais amostras em 200 nm. Portanto, os sinais
observados pelo cromatograma 3D sdo respectivos a absor¢do de componentes ndo

relacionados a produtos de degradacao forcada.
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(método cromatografico descrito no item 3.4.2). Tempo de analise: 0,00 a 6,00 minutos

Figura 22 - Sobreposi¢ao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A =200 nm
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Figura 23 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 200 nm
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(método cromatografico descrito no item 3.4.2). Tempo de analise: 6,00 a 12,00 minutos

Realizou-se a sobreposi¢ao dos cromatogramas também a 380 nm para verificacdo do
sinal observado proximo a um minuto a partir de 300 nm. A partir das figuras 24 e 25 (p. 52),
¢ possivel verificar que semelhante ao A = 200 nm, nao houve a presenca de um sinal

referente apenas a substancia medicamentosa degradada.
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Figura 24 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 380 nm
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Figura 25 - Sobreposicdo de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 380 nm
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pode se mostrar interessante para verificagao de substancias cromoéforas que sofreram uma
possivel coeluigdo, bem como a utilizacdo da técnica de LC-MS. A deconvolugdo de picos
também poderia ser aplicada para verificagdo de coelui¢do, entretanto, essa ferramenta nao

estava disponivel no software de analise utilizado.

4.2.3 Comparacio de resultados

Comparando os resultados obtidos com os descritos no Relatério do Estudo de
Degradacao Forgada construido por colaboradores da Funed, tem-se que no estudo preliminar
foi observada uma degradacao de 17,92% pela adi¢do de 3 mL de peréxido de hidrogénio
30% (v v') e tempo de degradagdo de cinco dias a temperatura ambiente. Foram observados
dois produtos de degradagdo, com tempo de retengdo relativo (RRT, do inglés: relative
retention time) ao entecavir de 0,453 e 0,589, com um teor de 1,86% e 1,50%,
respectivamente (6).

E possivel observar que possivelmente a primeira impureza obtida no estudo
preliminar também foi observada no presente trabalho (impureza 1). Ja a segunda impureza,
se distanciou do tempo de retencdo relativo obtido pela impureza 2 em 13,8%, portanto, ndo ¢
possivel concluir se sdo correspondentes a mesma impureza.

Diante de resultados diferentes, as normativas que tratam acerca de estudos de
degradacdo forcada, consideram que “diferentes conjuntos de parametros selecionados podem
gerar resultados adequados” e que “ndo se espera que determinado endpoint seja considerado

9999

“melhor”” (26). Como em um EDF sdo aplicadas condi¢des de estresse muito superiores ao
que o medicamento seria submetido em seu uso, nao sdo esperadas a formagao das impurezas
em grandes propor¢des no medicamento, entretanto, essas devem ser monitoradas no estudo
de estabilidade pela utilizagdo de métodos seletivos, que garantam a sua detecc¢ao.

A RDC 821/2023, ndo especifica como os testes de EDF devem ser executados e, foi
observado experimentalmente, que as impurezas obtidas podem ndo ser correspondentes.
Portanto, condi¢des diferentes podem gerar resultados diferentes e endpoints diferentes. Isso
pode implicar na criacio de um método de andlise ineficaz para avaliar os produtos de
degradagdo e impossibilitar a avaliagdo destes durante o estudo de estabilidade.

A nao visualizagdo de impurezas nos estudos de degradagao forcada, podera acarretar
em atrasos e retrabalhos para as industrias farmacéuticas uma vez que, caso ocorra o

aparecimento de impurezas ndo verificadas nas fases iniciais do desenvolvimento de um

produto em fases posteriores do estudo de estabilidade, os estudos de identificacdo e/ou
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qualificacdo devem ser iniciados imediatamente e os resultados obtidos devem ser

encaminhados a8 ANVISA, em peti¢do de alteracdo de especificacdes (26)

4.2.4 Verificacao da influéncia dos excipientes na oxida¢ao

A degradagdo do IFA foi realizada sob as mesmas condigdes do comprimido. Isso
possibilita avaliar também o efeito cinético dos excipientes para a reacdo de degradacdo
oxidativa. O nivel de degradagdo do IFA sobre as mesmas condi¢des do comprimido foi de
0,65%, enquanto que para o comprimido foi de 23,41%. Isso demonstra que os excipientes
apresentam papel cinético, uma vez que a presenga desses aumentou de forma consideravel a
oxidacao do entecavir.

Esse aumento ocorreu possivelmente porque os excipientes do entecavir apresentam
os hidroperoxidos como impurezas conhecidas. Essas impurezas sdo consideradas iniciadoras
da reagdo, podendo ainda agir como catalisadores, com a regenera¢do da impureza (27). A
presenca de metais, oriundos do processo produtivo, também podem interferir na cinética pelo
efeito catalitico que possui na fase de iniciag@o, pela interagdo com essas impurezas (esquema
2,p. 12).

4.3 Verificacdo de impurezas relacionadas

As amostras foram submetidas ao método, validado previamente por colaboradores da
Funed, de impurezas relacionadas para o entecavir, com a expectativa de observagdo de sinais
que poderiam estar coeluidos no método de doseamento, como uma forma de otimizacao, bem
como (e principalmente), a investigacdo da formagdo da guanina, que € uma impureza ja
conhecida para o entecavir (70).

Esse método se diferencia do método de doseamento descrito no item 3.4.2, com
relacdo a coluna utilizada, tempo de analise, fluxo e temperatura do forno. Considerando-se o
uso de mesma coluna cromatografica, ao aumentar-se o tempo de andlise, possibilita-se a
visualizagao de espécies que necessitam de um tempo maior para percorrer a coluna, que
fazem mais interagdes hidrofobicas. Diminuindo-se a temperatura, a viscosidade da solucdo ¢
alterada, tornando-se mais viscosa, gerando um aumento da pressao do sistema. O aumento do
fluxo de solvente também propicia o aumento da pressao.

Comparando-se as colunas utilizadas, ambas sdo C18 com 150 mm de comprimento,
logo sdo responsaveis por fazer interagdes hidrofobicas com os analitos. Entretanto, possuem
didmetro e tamanho de particulas distintos. O didmetro maior da coluna est4 relacionado a
possibilidade de um maior volume de inje¢do da amostra e o uso em analises em que o tempo

de corrida pequeno ndo ¢ uma prioridade. Ja o tamanho das particulas menor esta associado a
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maior eficiéncia na separa¢dao, uma vez que a area superficial para que ocorra interagdo com
os analitos ¢ maior. Além disso, particulas menores estdo relacionadas a menor perda de
eficiéncia em altas taxas de fluxo e melhor resolucao de pico e sensibilidade (47,42). Portanto,
o método de verificagdo de impurezas relacionadas, demonstra uma maior eficiéncia para
verificacao de sinais respectivos as impurezas nao visualizadas anteriormente.

Esse método foi aplicado com oito dias de degradagdo. Fazendo uma relagdo entre
sinais, idem equacdo 13, tem-se que a amostra apresentou percentual de degradacdo de

27,67% (tabela 5).

Tabela 5 - Dados e resultados de doseamento e percentagem degradada para

amostra degradada em 8 dias (método cromatografico descrito no item 3.4.3)

Massa comprimido (mg) Massa comprimido (mg)
- Amostra DEG - - Amostra CONT -
725,26 724,65
Tempo Area Entecavir*  Area Entecavir® Teor ETV Degradacio (%)
(dias) - Amostra DEG - - Amostra CONT - (%) 5 ¢ °
8 7431470,0 10266308,50 72,33 27,67

Legenda: DEG = degradada; CONT = controle; ETV = entecavir
*Areas referentes & média de injegdes em duplicata

Foi possivel a verificacdo de 3 produtos de degradagdo, conforme figuras 26, 27 e 28
(a partir da p. 57). Essas impurezas foram nomeadas como impureza A (tz =2,12), impureza
B (tg = 2,40) e impureza C (tg = 10,47). A andlise da relagdo S/N foi realizada para cada sinal,
obtendo-se os valores de 380,184793; 767,428635 e 2,308017, respectivamente. Dessa forma,
os sinais observados ndo podem ser considerados como ruidos da linha de base, pois foram
superiores a propor¢do 2:1 (71). Pode-se verificar que a aplicagdo de um novo método
cromatografico foi eficaz para a pesquisa de novas impurezas nao observadas anteriormente.

A partir do tempo de retengdo observado, pode-se analisar acerca da polaridade das
impurezas. As impurezas A e B apresentam polaridade maior, comparadas ao entecavir, pois
interagiram menos com a FE, eluindo mais rapidamente. Ja a impureza C, apresentou tempo
de retencdo maior que o entecavir, fazendo maiores interacoes com a FE, ficando mais retido
na coluna. Isso ¢ um indicativo de que essa impureza tem caracteristica menos polar que o

entecavir.
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A pureza de pico para o sinal respectivo ao entecavir foi de 1,00000, indicando uma
separacao satisfatoria. Além disso, a partir da quantificagdo das impurezas, foi realizado o
somatdrio da percentagem de degradacao explicada, atingindo-se um teor de 1,95% (tabela 6).
Sendo assim, a aplicacdo de outro método cromatografico, aplicando diferentes condigdes
experimentais, como o uso de uma fase estaciondria de maior carater polar, e/ou a aplicacao
de diferentes técnicas € interessante para verificagdo de substancias croméforas que coeluiram
e para verificagdo de impurezas que nao apresentam grupos cromoforos, com o uso de LC-MS

e ESI-MS.

Tabela 6 - Relagdo dos produtos de degradacgao observados pelo método 3.4.3 a 252 nm

Tempo de Tempo de ,
Impureza Area** Teor (%)
retencdo (min) retencao relativo*

A 2,12 0,38 22768,50 0,22
B 2,40 0,43 173938,00 1,69
C 10,47 1,88 3922,00 0,04

Degradacao total (%) 1,95

* Calculado com referéncia ao tempo de retengdo do entecavir de 5,58 min

** Areas referentes a média de injecdes em duplicata
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Figura 26 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 252 nm (método cromatografico descrito no item 3.4.3).

Tempo de anélise: 0 a 10 minutos
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Figura 27 - Sobreposicdo de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 252 nm (método cromatografico descrito no item 3.4.3).

Tempo de anélise: 10 a 20 minutos
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Figura 28 - Sobreposicdo de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 252 nm (método cromatografico descrito no item 3.4.3).

Tempo de andlise: 20 a 30 minutos
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Novamente, foi observado um sinal apenas na amostra medicamentosa controle e
degradada, confirmando-se como um produto de degradacdo ndo oxidativo. O estudo dessa
impureza nao foi realizado, pois ndo esta relacionado ao estudo dos produtos obtidos pela via
oxidativa, que sdo o foco do trabalho.

Além disso, verificou-se novamente o espectro 3D de absor¢do em comprimentos de
onda na faixa do UV (figuras 29 e 30, p. 61), observando a ocorréncia de sinais nao
observados em 252 nm proximo a 190 nm e a partir de 300 nm (em torno de um minuto).
Entretanto, fazendo a sobreposi¢do de subcromatogramas das amostras controle e degradadas
em comprimentos de onda relacionados (200 nm e 380 nm), ndo foi possivel a verificagao de
sinais referentes apenas ao medicamento degradado (figuras 31, 32, 33 e 34, a partir da p. 61).
E importante ressaltar que produtos de degradagdo, que tem a presenca de grupos cromoéforos,
podem ter sido gerados em baixas concentragdes ¢ ndo terem sido observados, devida a uma

limitagdo de sensibilidade do detector utilizado.

Figura 29 - Cromatograma 3D da substancia medicamentosa degradada (método cromatografico descrito no

item 3.4.3) - Vista 01/02
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Figura 30 - Cromatograma 3D da substancia medicamentosa degradada (método cromatografico descrito no

item 3.4.3) - Vista 02/02
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Figura 31 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 200 nm

(método cromatografico descrito no item 3.4.3). Tempo de analise: 0,00 a 6,00 minutos
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Figura 32 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A =200 nm

(método cromatografico descrito no item 3.4.3).Tempo de analise: 6,00 a 12,00 minutos
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Figura 33 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 380 nm

(método cromatografico descrito no item 3.4.3). Tempo de analise: 0,00 a 6,00 minutos

. 1: 380 nm. 4 nm ___ 1:380nm. 4 nm 1 1 1: 380 nm. 4 nm 1%
Comprimido_Entecavir_controle Comprimido_Entecavir_DEG Fa IF. IFA_DEG ntre
Comprimido CONT 1eo
Placebo CONT
F140
Fizo
Branco DEG
F100
2 .
E Comprimido DEG
peo
peo
F4
e F20
0 0
;
0.00 025 0.50 075 1.00 125 1.5 175 00 5 50 T 3,00 325 3.5 T 400 4, 450 475 5,00 5 50 7% 6.00

mAL

mAU



mAU

63

Figura 34 - Sobreposicao de subcromatogramas referentes as amostras controles e degradadas em A = 380 nm

(método cromatografico descrito no item 3.4.3). Tempo de anélise: 6,00 a 12,00 minutos
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Para verificagdo da formacdo da guanina, realizou-se a inje¢ao de uma solugdo padrio
combinada contendo entecavir € guanina, sob as mesmas condi¢des de andlise da amostra
medicamentosa degradada. Os cromatogramas foram sobrepostos, conforme figura 35.
Realizou-se também a abstracdo dos espectros de absorc¢ao na faixa de radiacdo UV tanto para

o padrao de guanina, quanto para as impurezas observadas (figuras 36 e 37, respectivamente,
p. 64).

Figura 35 - Sobreposicao de subcromatogramas: padrao combinado de guanina

e entecavir e comprimido degradado
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Figura 36 - Espectro de absor¢ao da radiacao UV da guanina, obtido experimentalmente
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Figura 37 - Espectros de absor¢ao da radiacdo UV das impurezas A, B e C, respectivamente
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Portanto, observou-se que, além de apresentar tempo de retengdo relativo ao sinal de
entecavir de 0,33, a guanina apresentou maximos de absor¢do em 192, 246 e 275 nm,
diferentemente das impurezas. Portanto, a possibilidade de formagdao dessa molécula foi
descartada. Possivelmente, o0 método oxidativo empregado ndo foi agressivo o suficiente para

oxidar os nitrogé€nios presentes nas estruturas ciclicas do entecavir.
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4.4 Analise de produtos de degradacio volatilizaveis

A andlise das impurezas volatilizaveis foi conduzida em 6 dias de degradacdo,
realizando preparo prévio das amostras por DLLME. Nas figuras 38 e 39 estdo demonstrados
o cromatograma 3D obtido para a amostra de comprimido degradado. A partir da comparagao
entre cromatogramas das demais amostras controle e degradadas, realizou-se de forma visual,
a identificacdo de sinais correspondentes apenas a amostra comprimido degradado. A figura

40 (p. 66) representa o cromatograma 2D com as impurezas em destaque.

Figura 38 - Diagrama tridimensional da amostra comprimido degradado - Vista 01/02
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Figura 40 - Diagrama obtido pela técnica GCxGC-MS da amostra comprimido degradado, com produtos de degradacdo em destaque
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A partir da figura 40 (p. 66), foram observados 41 sinais correspondentes a possiveis
produtos de degradacdo oxidativa, dos quais o perfil de fragmenta¢do foi comparado com a
biblioteca NIST (2022) de forma automatica pelo softiware GC Image 2021 (Zoex),
obtendo-se os valores de match e reverse match. E importante ressaltar que o namero de
impurezas volatilizaveis observadas pode ser um valor subestimado, uma vez que a método
empregado ndo foi validado anteriormente e, ¢ eficiente para a extragdo de compostos de
baixa polaridade, devido ao emprego do solvente extrator cloroférmio, que ¢ pouco polar.

Para verificagdo do indice de retencdo linear, realizou-se a analise de dois padroes de
alcanos: Cs - Ci3 e Cy, - Cy4, obtendo-se os tempos de retengdo para a primeira dimensao,
descritos na tabela 7. A partir desses dados, construiu-se o grafico 3 (p. 68), realizando-se o
melhor ajuste da curva, para obtencdo da relacdo indice de retencdo vs. tempo de retengdo,

que foi utilizada no calculo do LRI dos produtos de degradagao.

Tabela 7 - Dados da analise dos padrdes de alcanos para calculo do LRI

n Indice de Retencao Tempo de retencdo (min)
9 900 6,9548
10 1000 8,6215
11 1100 10,4215
12 1200 12,2881
14 1400 15,6881
15 1500 17,2215
16 1600 18,7548
17 1700 20,2215
18 1800 21,5548
20 2000 24,0881
21 2100 26,4215
22 2200 28,5548
23 2300 30,5548

24 2400 32,4215
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Grifico 3 - Relacao tempo de retencao vs indice de retengao.

Grafico plotado no software SciDAVis®™
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Os resultados obtidos foram compilados na tabela 8 (p. 69). Nessa tabela foram
demonstradas as estruturas com menor desvio em relacao ao indice de retencdo descrito em
literatura para analises em colunas pouco polares, considerando-se como critério de corte, o
desvio igual a 3%.

E possivel observar que o acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico se repetiu para as
impurezas 34’ e 38’, devido ao indice de reten¢do e perfil de fragmentacdo se assemelharem.
Dessa forma, para melhor verificagdo e elucidagdo das estruturas, seriam necessarias a
aplicacdo de técnicas analiticas para separagdo e purificacdo, e realizagdo de analises
complementares, como em espectrometria de alta resolucao e em GC-MS triplo quadrupolo.
Uma melhor verificagdo também poderia ser realizada a partir da andlise do padrao isotdpico,
bem como pela verificagdo aprofundada dos fragmentos gerados pelo impacto de elétrons.
Contudo, as estruturas identificadas de forma putativa foram demonstradas na pagina 72 a

partir do quadro 10.
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Impureza 'Ty Tr Nome Férmula  Match feverse R IRL Desvio
Match Teorico
' 10,9549 3,3481 Nao anotada - - - - 1101 -
2 12,0882 1,2624 N3o anotada - - - - 1169 -
3 15,4216 3,4030 N3o anotada - - - - 1371 -
4' 15,0216 1,8662 N3o anotada - - - - 1347 -
5' 15,2216 11,0980 N3o anotada - - - - 1359 -
6' 15,6882 11,5917 N3o anotada - - - - 1387 -
7' 16,0882 11,6466 N3o anotada - - - - 1411 -
8 16,2216 11,6466 2-Dodecenal, (E)- C,H»0 555 616 1410 1419 1,77
9' 17,2882 1,5368 N3o anotada - - - - 1484 -
10' 17,7549 11,5368 Pentadecane, 8-methylene- CieHs, 664 698 1537 1512 1,61
1" 19,4882 11,5917 1-Dodecanol, 3,7,11-trimethyl- CisH30 624 683 1633 1617 0,98
12! 19,6216 1,6466 N3ao anotada - - - - 1625 -
13' 20,7549 1,7564 N3o anotada - - - - 1694 -
14 22,1549 11,7015 N3ao anotada - - - - 1778 -
15 22,9549 11,6466 N3o anotada - - - - 1827 -
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Impureza 'Ty Tr Nome Férmula  Match feverse R IRL Desvio
Match Teorico
16' 25,2882 11,7015 Diethylene glycol monododecyl ether C6H3405 700 718 2006 1968 2,19
17" 25,4216 2,2504 Z-(13,14-Epoxy)tetradec-11-en-1-ol acetate CisH2s04 674 694 2024 1976 1,53
18' 25,4216 2,6346 N3o anotada - - - - 1976 -
19' 25,5549 3,4579 N3o anotada - - - - 1984 -
20" 25,2216 3,4579 N3o anotada - - - - 1964 -
1 26,8882 19211 {4-[2-(Dimethylamino)ethoxy]-3-methoxyphenyl } methan C,.H,N,0, 608 665 2118 2065 0.14
amine, N-acetyl ’
22! 27,2216 1,8662 N3o anotada - - - - 2085 -
23" 28,0216 1,9211 17-Octadecynoic acid C,sH;,0, 675 707 2165 2134 0,37
24" 28,5549 12,0857 7.,7-4,16-Octadecadien-1-ol acetate CyoH360, 621 047 2193 2166 0,27
25' 28,4882 1,9759 N3do anotada - - - - 2162 -
26' 28,2882 11,7564 N3o anotada - - - - 2150 -
27 28,7549 11,7015 N3do anotada - - - - 2178 -
28 29,0216 18113 Norvenlafaxine C,(HysNO, 587 609 2179 2194 1,97
29' 26,9549 11,5368 N3ao anotada - - - - 2069 -
30" 27,4216 1,5368 N3o anotada - - - - 1968 -
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Impureza 'Ty Tr Nome Férmula  Match feverse R IRL Desvio
Match Teorico
31 28,0216 11,4820 Nio anotada - - - - 2134 -
32" 27,1549 1,3173 12-Methyl-E,E-2,13-octadecadien-1-ol CioH360 633 710 2123 2081 0,47
33' 27,6882 11,3722 trans-13-Octadecenoic acid CisH3,0, 630 665 2159 2113 2,12
A 31,0216 1,6466 cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid CyH300, 692 750 2333 2315 0,77
35 31,0216 11,8662 Estra-1,3,5(10)-trien-17B-ol CsH,,0 565 650 2309 2315 0,61
36' 31,0882 3,2384 N3o anotada - - - - 2319 -
37 31,3549 1.8113 ®-3 Arachidonic Acid methyl ester C,H340, 577 631 2308 2335 1,43
38 31,6216 11,5917 cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid CyH300, 600 648 2333 2351 0,94
30! 32,0882 2.9090 6'-Hydroxy-3',5a'-dimethyldecahydro-2'H-spiro[ oxirane-2 C,oHy05 630 647 2366 2330 0.59
,8'-oxireno[2',3":6,7naphtho[ 1,2-b]furan]-2'-one, angelate ’
40' 32,5549 2,2504 Nao anotada - - - - 2408 -
41" 33,3549 2,6895 N3o anotada - - - - 2456 -

*Legenda: RI = Indice de Retengdo (traduzido do inglés: retention index)

Fonte: NIST (2024)


https://www.zotero.org/google-docs/?xJQgde
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Quadro 10 - Estruturas anotadas pela técnica GCxGC-MS
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Acetato de Z,7-4,16-Octadecadieno-1-ol

=/\/\O)k

acido trans-13-octadecenoico

WOH

Pentadecano, 8-metileno-

WV\H/V\N

Acetato de
Z-(13,14-Epodxi)tetradec-11-en-1-ol

(9]

P

——

0

12-Metil-E,E-2,13-octadecadien-1-ol

WOH

1-Dodecanol, 3,7,11-trimetil-

WOH

Eter monododecilico de dietilenoglicol

/\/\/\/\/\/\O/\/O\/\DH

Acido 17-octadecindico

[

OH




73

Quadro 10 - Estruturas anotadas pela técnica GCxGC-MS - Continuagao

{4-[2-(Dimetilamino)etoxi]-3-metoxifenil } me

tanamina, N-acetil

| - NHJ\
/“\/\O:©/\

Norvenlafaxina

HO

acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico

Estra-1,3,5(10)-trien-17p-ol

OH

Ester metilico do 4cido araquidonico ®-3

6'-Hidroxi-3',5a'-dimetildecahidro-2"H-espiro[
oxirano-2,8'-oxireno[2',3":6,7|nafto[ 1,2-b]fura

n]-2'-ona, angelato
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Trés dos 15 compostos apresentados no quadro 10 (p. 72) contém uma cadeia
carbonica extensa, ligada a um 4cido carboxilico. Essa estrutura se assemelha ao excipiente
estearato de magnésio, que possivelmente deve sofrer a oxidagdo, com certa influéncia do
IFA. Os acidos carboxilicos também podem ter sido formados a partir da oxidacao de alcoois
primarios, existentes no entecavir, entretanto, devido a semelhanca visual a estrutura do
estearato, acredita-se que a primeira hipotese seja mais passivel de ocorréncia.

Quatro dos 15 compostos anotados se assemelham estruturalmente ao excipiente
macrogol, devido a uma cadeia carbonica extensa com a presenca de éster em suas estruturas.
Portanto, acredita-se que esses compostos sdo provenientes da oxidagdo do macrogol,
influenciada pela presenca de ETV no meio reacional.

Dois produtos apresentaram o epdxido em suas estruturas, que podem ser provenientes
da oxidacao de olefinas. O ETV apresenta grupo alceno em sua estrutura, mas, ndo ¢ possivel
assegurar que os produtos formados sejam advindos da oxidagdo do IFA, pois, visualmente as
estruturas nao se assemelham e sao muito complexas.

Apenas duas estruturas contém a presenga do nitrogénio, indicando que possivelmente
a microextragdo realizada nao foi capaz de extrair os compostos nitrogenados, ou que estes
ndo sdo volatilizaveis. E importante ressaltar que o ETV apresenta grupos nitrogenados que,
quando oxidados, podem gerar n-6xidos, hidroxilamina, imina, amina e aldeido. Como essas
estruturas ndo foram observadas, possivelmente a técnica ou método analitico empregado nao
¢ adequado para analise desses compostos, sendo necessaria a utilizagdo de LC-MS para essa
verificacao.

As demais estruturas anotadas sdo complexas e necessitam de um maior entendimento
acerca das reacdes envolvidas no processo, que ndo sdo triviais, uma vez que a degradacdo
oxidativa ¢ considerada uma das rotas de maior complexidade de elucidacdo (31). Portanto,
um maior aprofundamento nos processos oxidativos € necessaria, juntamente com o emprego
de outras estratégias analiticas, capazes de corroborar para a identificagdo dos produtos de
degradagdo formados, como a GC com ionizagdo quimica (para verificagdo do ion molecular),

andlise isotdpica e o uso de espectrometros de massas de maior resolugao.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho realizou-se a degradacdo for¢ada no Entecavir monoidratado 0,5
mg comprimido revestido a partir de sua exposi¢do ao agente oxidante perdxido de hidrogénio
(H,O,). A amostras foram analisadas em HPLC com detector DAD. O resultado encontrado
foi comparado com o estudo realizado por colaboradores da Funed, apresentando divergéncias
a respeito dos tempos de retengdo relativos (ao entecavir) para as impurezas obtidas,
indicando a possivel verificacdo de impurezas diferentes. Nesse mesmo método, observou-se
uma pureza de pico inferior ao satisfatorio, indicando a possivel coelui¢cdo de analitos.

Como tentativa de aprimoramento dos resultados, foi realizada a analise em um novo
método cromatografico, com o objetivo também de verificar se a guanina, que ¢ uma
impureza relacionada para o entecavir, estaria sendo formada durante a degradacdo. A partir
da andlise de tempo de retencdo relativo e verificagdo dos espectros de absor¢ao, concluiu-se
que a guanina ndo ¢ formada pela degradacao oxidativa.

Entretanto, nesse novo método a pureza de pico atingiu valor de 1,00000,
demonstrando a inocorréncia de coeluicoes ao sinal de entecavir. Além disso, foram
observados trés produtos de degradagdo, indicando uma otimizagdo do método. A partir da
integragdo das areas e comparacdo com a area respectiva ao sinal de entecavir, calculou-se o
teor dessas impurezas, que atingiram 1,95%.

Contudo, grande parte das impurezas nao foram verificadas, possivelmente, por uma
ineficacia do método cromatografico, ou por uma subestimacao dos teores individuais de cada
impureza, uma vez que apesar de ser uma convengao realizar a comparacao de area com o
IFA, o cromoforo presente no composto pode ter absorcdo da luz UV de forma nao
equivalente ao entecavir.

Como estratégia de verificar os compostos volatilizdveis, empregou-se a técnica
GCxGC-MS, atrelada a analise do indice de retengdo linear para aprimoramento dos
resultados. A partir dessa analise foram observados 41 produtos de degradacdo, sendo
possivel uma identificacdo putativa de 15 compostos. Entretanto, para afirma¢ao da formagao
dessas impurezas, ¢ recomendado a aplicagdo de outras técnicas analiticas, como em MS de
alta resolucao.

E importante ressaltar que o nimero de impurezas volatilizaveis pode ser subestimado,
uma vez que analitos de polaridade razoavel, podem nao ter sido extraidos pelo emprego da
técnica DLLME pelo uso de um solvente pouco polar.

Contudo, os resultados obtidos contribuirdo para uma futura elaboragdo de possiveis

rotas de sintese dos produtos de degradag¢dao e sua aplicacdo na producao de padrdes de
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impurezas em escala industrial e, ainda, na realiza¢ao de estudos de degradagao forcada pela
elaboracdo de um planejamento técnico eficiente e uso de estratégias analiticas abordadas.

Além disso, pode-se avaliar que as legislagdes vigentes acerca do estudo de
degradagdo forcada demonstram certas lacunas sobre a execu¢do e andlise de resultados.
Diferentes metodologias podem propiciar produtos de degradacdo diferentes, bem como a
aplicacdo de diferentes métodos e técnicas podem ser mais eficientes para se analisar as
impurezas geradas.

Portanto, tem-se a necessidade de uma maior harmonizagao acerca dos métodos ¢
técnicas utilizadas nesse estudo, considerando um maior rigor também para a visualizagao de
um maior numero de impurezas possiveis, tendendo a explicar a percentagem degradada em

sua totalidade.
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