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RESUMO

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila (FTD) é um antirretroviral utilizado contra o
HIV/Aids, que apresenta uma estabilidade critica, visto o grande nimero de impurezas
reconhecidas pelas Farmacopeias e a grande susceptibilidade a degradacdo nos meios
hidroliticos, oxidativo e fotolitico descrita na literatura. Assim, o objetivo deste trabalho foi
realizar um estudo de pré-formulacdo do FTD visando avaliar sua estabilidade fisica e
quimica, enquanto fator de importancia para avaliacdo, previsdo e prevencdo de problemas
relacionados com a qualidade do medicamento. O estudo abrangeu a caracterizacdo fisico-
quimica do FTD através da Difracdo de Raios-X (DRX), Espectrofotometria no infravermelho
(FTIR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e analise térmica, assim como o estudo
de compatibilidade farmaco-excipiente e cinéticas de degradacao térmica. Paralelamente foi
realizada a avaliacdo da higroscopicidade do FTD para avaliar a sua influéncia na estabilidade
e, uma vez confirmada esta caracteristica, foi realizado o estudo de degradacdo forcada sob
condicdes de hidrolise acida, basica e neutra, como também de oxidacdo, monitorando o FTD
pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A pureza confirmada por
analise térmica foi de 98,28%, fuséo em 117,53°C (AH=-70 J. g™), com pico caracteristico de
um tipico padrdo cristalino, confirmado por DRX. O composto manteve-se estavel até
146,49°C, onde iniciou perda de 77,53% da sua massa. A cinetica ndo-isotérmica indicou
energia de ativacdo (Ea) de 87,86 kJ/mol, com n= 1 e A= 5,511 x10° min™ e a isotérmica
apresentou Ea de 132,76 KJ. mol*. O estudo de compatibilidade com os excipientes da
formulacdo comercial Viread® evidenciou possiveis interacdes quimicas entre o FTD com o
estearato de magnésio e a lactose, confirmadas por FTIR que apresentou deslocamento de
13cm™ e de 44,14cm™ respectivamente. O teste de higroscopicidade demonstrou a
caracteristica higroscopica do farmaco devida a absorcdo de agua superior a 1%, sobretudo
sob 96% de umidade relativa, sendo as condi¢des de hidrélise com HCI 0,05M, NaOH 0,03
M, oxidativa com H,0O, 15% em 0 min, e &gua a 80°C em 24h; as quais degradaram 10 a 30%
do farmaco. A execucdo deste trabalho permitiu estabelecer as condi¢bes de estabilidade
térmica e quimica do FTD, além de conhecer as caracteristicas peculiares do FTD, criticas

para o desenvolvimento de formulagdes com este farmaco.

Palavras-chave: Antirretroviral. Estabilidade de medicamentos. Higroscopicidade.

Excipientes. Hidrolise.



ABSTRACT
The tenofovir disoproxil fumarate (FTD) is an antiretroviral used against HIV / AIDS, which
presents a critical stability, given the large number of impurities Pharmacopoeias and
recognized by the marked susceptibility to degradation in hydrolytic, oxidative and photolytic
means described in the literature. The objective of this work was to study pre-formulation of
FTD to evaluate their physical and chemical stability, while of importance for evaluation,
prediction and prevention of problems related to drug quality factor. The study covered the
physicochemical characterization of FTD by X-ray diffraction (XRD), infrared spectroscopy
(FTIR), scanning electron microscopy (SEM) and thermal analysis, as well as the drug-
excipient compatibility study and kinetic Thermal degradation. Parallel evaluation of
hygroscopicity of FTD was performed to assess its influence on the stability and once
confirmed this characteristic, the forced degradation study was conducted under conditions of
acidic, basic and neutral hydrolysis as well as oxidation by monitoring the FTD technique of
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The purity was confirmed by thermal
analysis of 98.28%, melting at 117.53 ° C (DH = -70 J K), a typical characteristic peak of
crystalline pattern was confirmed by XRD. The compound was stable up to 146.49 ° C, where
he began losing 77.53% of its mass. The non-isothermal kinetics indicated activation energy
(Ea) of 87.86 kJ / mol, with n = 1 and A = 5,511 x 10° min™ and Ea presented isotherm of
132.76 KJ. mol™. The study of the compatibility of the formulation excipients commercial
Viread ® showed possible chemical interactions between the FTD with magnesium stearate
and lactose and confirmed by FTIR showed that displacement of 13cm™ and 44.14 cm™
respectively. The test showed hygroscopicity of the hygroscopic characteristics of the drug
due to absorption of more than 1% water, especially under 96% relative humidity, under
conditions of hydrolysis with 0.05 M HCI, 0.03 M NaOH, H202 15% oxidative at 0 min and
water at 80 ° C for 24 hours; which degraded 10 to 30% of the drug. The execution of this
work allowed us to establish the conditions for thermal and chemical stability of FTD, and we
understand the peculiar features of FTD, critical to the development of formulations with this

drug.

Keywords: Antiretroviral. Stability of drugs. Hygroscopicity. Excipients. Hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) tornou-se um dos maiores
problemas de satde publica no mundo (PINNA, 2012). O agente causal desta epidemia é o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que sem a capacidade de autorreplicacdo, atua
como parasita, invadindo as células que possuem o receptor CD4. Trata-se de um virus de
RNA com propriedade de fazer a transcricdo reversa a partir do seu RNA gendmico,
formando assim o seu DNA (MOGENSEN et al., 2010).

A terapia antirretroviral (ARV) combinada, iniciada a partir de 1996, contribuiu com a
reducdo da morbimortalidade, pois permitiu a reconstituicdo do sistema imunoldgico do
paciente infectado pelo HIV (GASPARIN, 2009). Esses regimes terapéuticos tém
demonstrado a capacidade de diminuir ou mesmo de tornar indetectavel a carga viral do HIV
(BONOLO, 2007). Nesse sentido, a terapia ARV possibilita o aumento significativo na
expectativa e na qualidade de vida dos individuos infectados pelo HIV (POLEJACK, 2010).

Atualmente, estdo disponiveis para a realizacdo do esquema medicamentoso cinco
classes de ARV: os inibidores da transcriptase reversa andlogos de nucleosideos e
nucleotideos (ITRN/ ITRNt), os inibidores da trascriptase reversa ndo-analogos de
nucleosideo (ITRNN), os inibidores da protease (IP), os inibidores de fusdo (IF) e os
inibidores da integrasse (li). Dentre essas classes de ARV, o Ministério da Salde
disponibiliza 21 medicamentos, os quais agem de forma distinta conforme a acdo do HIV no
seu ciclo (BRASIL, 2012).

O Fumarato de Tenofovir Desoproxila (FTD) é o Unico ARV pertencente a classe dos
inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleotideo (ITRNt), cuja aplicacdo na clinica
médica se destina ao tratamento do HIV e hepatite B (HBV) (HONGTHANAKORN, 2010),
por isso é frequentemente administrado em pacientes com co-infeccdo HIV-1 e HBV
(SORIANO et al., 2010). Trata-se de um pro-farmaco que é convertido in vivo em difosfato
de tenofovir e exerce acdo ARV ao inibir a atividade da transcriptase reversa do HIV-1
(DRUGBANK, 2013). Quimicamente se trata de um analogo da adenosina 5’ —monofosfato
(DELAHUNTY et al, 2006), com capacidade de ser metabolizado por células em repouso.
Este acimulo em células em repouso repercute na capacidade do farmaco de inibir o HIV em

células latentes, caracteristica ausente nos ITRNs, como a zidovudina ou estavudina

SILVA, J. A. S. Estudo de estabilidade do antirretroviral tenofovir: uma abordagem integrada para o
desenvolvimento de medicamento.
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(KEARNEY et al., 2004). O medicamento encontra-se comercialmente disponivel na forma
de comprimido (150, 200, 250 e 300 mg) (GUIDELINE, 2013).

Em se tratando das suas caracteristicas fisico-quimicas, o FTD € descrito como um p6
cristalino branco a branco-amarelado, sem odor, com massa molecular de 635, 51g.mol’
L(USP, 2011). Além disso, para este pro-farmaco sdo descritas 13 impurezas na Farmacopeia
Internacional (WHO, 2009) e 8 impurezas na Farmacopeia Americana (USP, 2011), incluindo
impureza enantiomérica, e os relatos oriundos dos estudos de estresse encontrados na
literatura apontam para a grande susceptibilidade do FTD frente a hidrolise acida, bésica,
neutra e oxidativa (ASHENAFI et al., 2010; HAVELE, HANESHWAR, 2012a; HAVELE,
DHANESHWAR, 2012b). Ademais, as monografias oficiais para o FTD recomendam seu
armazenamento sob protecdo da luz e com temperatura entre 2° C e 8° C (WHO, 2009; IP,
2007; USP, 2011). Todos esses fatores fazem, portanto alusdo & instabilidade deste farmaco,
qgue podem promover desde alteracbes na aparéncia fisica a perda da poténcia do farmaco,
além de prejuizo a seguranca do produto (FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

Paralelamente, a ingestdo prolongada de farmacos pode levar ao seu acimulo no
organismo, podendo este sofrer uma série de reacdes inesperadas em condic¢Bes organicas, tais
como oxidacdo, hidrélises acidas, basicas ou neutras. Estas possiveis reacfes podem ser
mimetizadas pelo “stress testing”, que é definido como um teste de estabilidade para farmacos
e medicamentos sob condi¢fes extremas (ROLIM, 2010).

Assim, diante dos fatores mencionados, ressalta-se a importancia de realizar um
estudo de pré-formulagdo com o ARV em questdo, com énfase na avaliacdo da sua
estabilidade térmica e quimica, os quais irdo fornecer uma visdo integrada para nortear o
desenvolvimento de medicamentos a base de FTD. A caracterizacdo da matéria-prima
permitird conhecer fisicamente e quimicamente o material, além de avaliar o comportamento
dessas propriedades frente as condi¢cdes de umidade comumente encontradas. O teste de
higroscopicidade sera corroborado com a realizacdo das degradacdes em meio hidrolitico e
oxidativo. Por fim, a caracterizacdo térmica do material, com elaboracdo das cinéticas de
degradacdo e o estudo termoanalitico de compatibilidade envolvendo o farmaco, e os

componenetes da sua formulacao irdo contribuir para a abordagem supracitada.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos que norteiam este trabalho sdo apresentados abaixo subdivididos em

objetivo geral e especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar estudo de pré-formulacdo do Fumarato de Tenofovir Desoproxila visando a
avaliacdo da sua estabilidade, enquanto fator fundamental para o desenvolvimento de

medicamentos com este principio ativo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar caracterizacdo fisico-quimica da matéria prima Fumarato de Tenofovir
Desoproxila utilizando Difracdo de Raios-X (DRX), estudo de higroscopicidade,
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), e andlise térmica;

e Avaliar estabilidade térmica do principio ativo por meio de cinéticas de degradacédo
ndo-isotérmica e isotérmica utilizando Termogravimetria (TG/DTA);

e Desenvolver estudo de compatibilidade farmaco-excipiente por andlise térmica e
confirmar as interacdes detectadas utilizando FTIR, DRX e cinética de degradacao
ndo-isotérmica;

e Conduzir estudo de avaliacdo da higroscopicidade do farmaco em diferentes condicdes
de umidade e, uma vez confirmada esta caracteristica, realizar estudo de degradacéao
hidrolitica e oxidativa por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para o fundamentacéo do trabalho foi realizada uma reviséo da literatura sobre o
HIV/AIDS, terapia antiretroviral, fumarato de tenofovir desoproxila, estudos de pré-
formulacdo, analise térmica, estudo de compatibilidade farmaco/ excipiente, cinética de
degradacdo térmica, testes de estabilidade, impurezas (IMPS) e produtos de degradacéo (PD)

e a importancia dos estudos de degradacdo forcada e o estudo das cinéticas de degradacéo.

3.1 HIV/AIDS

A infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e a doenca por ele provocada, a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), tém sido intensa e amplamente estudadas
desde o aparecimento dos primeiros casos, no final da década de 70 (ACURCIO, 1999). Ela
configura um dos mais sérios problemas contemporaneos de saide publica, apresentando alto
grau de morbimortalidade e perspectivas de um continuo crescimento e propaga¢do em todos
os continentes (CECATO, 2004). Segundo dados publicados pela World Health Organization
(WHO) em 2010, 34 milhGes de pessoas no mundo vivem com HIV. No Brasil, de 1980 a
junho de 2011 foram notificados 608.230 casos de AIDS (MS, 2012). No ano de 2012 foram
notificados 39.185 casos e este valor vem mantendo-se estavel nos Gltimos 5 anos. A taxa de
deteccdo nacional foi de 20,2 casos para cada 100.000 habitantes. A maior taxa de detecgédo
foi observada na Regido Sul, 30,9/100.000 habitantes, seguida pela Regido Norte (21,0),
Regido Sudeste (20,1), Regido Centro-Oeste (19,5), e Regido Nordeste (14,8) (MS, 2013). O
HIV causa no organismo disfuncdo imunoldgica cronica e progressiva devido ao declinio nos
niveis de linfocitos T CD4". O periodo entre a contaminacéo pelo HIV e a manifestacio da
AIDS pode durar alguns anos (CANINI, 2004).

O HIV é derivado da familia dos virus retroviridae e € um membro do género
lentivirus. Duas espécies deste retrovirus sdo conhecidas na infeccdo de humanos: HIV-1 e
HIV-2. O HIV-1, originado dos chimpanzés, € mais virulento que o HIV-2 e é responsavel
pela maior parte das infec¢bes pelo HIV. O HIV-2, originado do macaco Sooty Mangabay, é

menos virulento e est4d mais restrito & Africa Ocidental. O HIV-1 ainda pode ser subdividido
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em quatro grupos principais e em diversos subgrupos geneticamente distintos (AVERT,
2012).

Esta grande variabilidade genética entre os subtipos do virus HIV € produto de varios
mecanismos: a falta de atividade de revisdo do gene da transcriptase reversa (0 que leva a uma
taxa de mutacéo de aproximadamente 3,4 x 10 por par de base em cada ciclo de replicagio),
a alta taxa de rotatividade in vivo e a recombinacdo entre duas linhagens distintas do virus

replicando dentro de uma Unica célula de determinado paciente (LUFT, 2011).

O HIV ataca principalmente as células T CD4" através da ligagdo da sua glicoproteina
de membrana gp120 ao receptor CD4 e ao co-receptor CXCR4 da célula-alvo. Esta infeccéo
resulta tipicamente numa vasta replicacdo do virus durante a fase aguda. A carga viral entdo
se torna muito mais baixa e se aproxima de um estado quase estacionario, chamada fase
crénica. Um balanco entre altas taxas de producdo de virus e sua liberacdo pode explicar por
que a carga viral permanece notavelmente estdvel numa escala temporal de semanas
(PATERSON, 2010; XIAO, 2013). Depois disso, a carga viral ira aumentar lentamente até o
aparecimento da AIDS, enquanto o ndmero de linfocitos T CD4" diminui regularmente
(SABIN, 2000). Finalmente, a carga viral aumenta de forma significativa ap0s o
desenvolvimento da AIDS, a qual é definida quando as contagens das células T CD4" cai
abaixo 200 células/pL de plasma, ou quando ocorrem doengas especificas em associa¢do com
a infeccédo pelo HIV (XI1AO, 2013).

A morbidade e mortalidade por HIV-1/AIDS criou um desproporcional fardo em
pessoas relativamente jovens, e ainda o faz em muitas partes do mundo. Nos Estados Unidos,
entre 1994-1995, o HIV-1 era a principal causa de morte entre os individuos com 25-44 anos
de idade e em 1995 causou cerca de 32.000 mortes, ou 20% de todas as mortes nessa faixa
etaria. Finalmente, entre 1997-2000, a mortalidade causada por HIV-1 caiu para quinto lugar
e para 0 6 ° lugar entre 2001-2005. Em 2005, HIV-1/AIDS causou cerca de 6.000 mortes, ou
5% de todas as mortes nessa faixa etaria. A larga reducdo na mortalidade foi devido ao
advento e a ampla disponibilidade da terapia antirretroviral (ARV), reforcada pela aprovacgéo
da Food and Drug Administration (FDA) de kits de carga viral e outros diagnésticos
moleculares (BRODER, 2010).
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3.2 TERAPIA ANTIRRETROVITAL

O primeiro caso de AIDS foi registrado no Brasil em 1982 e, enquanto muitos paises
tém se esforcado para conter a propagacdo do HIV e para cuidar das pessoas com AIDS, o
governo brasileiro tem realizado esfor¢os agressivos para minimizar o impacto da epidemia
de HIV. Até o final de 2011, estimava-se que 490.000 brasileiros viviam com HIV e cerca de
15.000 mortes por doencas relacionadas a AIDS foram registradas neste ano. Em 2002,
metade de todas as pessoas no mundo que recebiam tratamento ntirretrovital (ARV) estavam
no Brasil. O compromisso do pais no acesso ao tratamento tem continuado desde entdo,
alcancando em 2011 o status de acesso universal a terapia ARV através do fornecimento de

tratamento a mais de 80% das pessoas que necessitavam desta terapia (AVERT, 2013).

Em se tratando dos pacientes idosos no Brasil, a incidéncia de AIDS em pessoas com a
faixa etaria de 50 anos ou mais duplicou entre 1996 e 2006 (BRASIL, 2011). O avanco da
terapia ARV tem entdo aumentado a expectativa de vida dos individuos diagnosticados com
essa idade. Estima-se que até 2015, as pessoas com 50 anos de idade ou mais irdo representar
50% das pessoas vivendo com HIV em tratamento clinico (VANCE, 2010). Um paciente com
infeccdo tipica de HIV-1 nos Estados Unidos (EUA), por exemplo, vive aproximadamente 14
anos a mais devido as intervencdes dos ARV e, se esse beneficio é expresso em anos de vida,
milhGes de anos de vida tém sido salvos pelo desenvolvimento de medicamentos ARV
(WALENSKY, 2006; VERMUND, 2006). Este cenario, no entanto, encontra alguns desafios,
incluindo o fato do diagndstico ser geralmente tardio em pessoas com mais idade, alguns
sintomas serem confundiveis com os de outras doengas comuns entre idosos e o fato da
maioria dos profissionais de salde ndo considerarem a populacdo idosa como uma parcela de
risco para infeccdo por HIV. Além disso, para estes individuos ja diagnosticados com HIV ha
ainda o desafio da morbidade associada ao envelhecimento e a maior susceptibilidade aos

efeitos toxicos e as interagdes medicamentosas nesta populacdo (CARDOSO, 2013).

Desde 1996, a introducdo do tratamento ARV revolucionou a terapia da infecgédo pelo
HIV (TAKAHASHI, 2007). Além do impacto clinico favoravel, o inicio mais precoce da

terapia ARV vem sendo demonstrado como ferramenta importante na redugédo da transmissédo
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do HIV. Todavia deve-se considerar a importancia da adesao e o risco de efeitos adversos do
tratamento a longo prazo (MS, 2013).

A disponibilidade de terapia ARV aumentou significativamente a expectativa de vida
das pessoas vivendo com HIV. A cobertura mundial da terapia aumentou de 7% em 2003 para
42% em 2008 e, aproximadamente, 12 milhdes de anos de vida foram adicionados no mundo
entre 1996 e 2008 (CARDOSO, 2013).

Atualmente sdo adquiridas 32 apresentacdes dos medicamentos ARV, das quais 13 sdo
nacionais e 19 sdo importadas. Esse ultimo grupo corresponde a 72% do gasto total do
Ministério da Saude (MS) do Brasil com a compra de medicamentos ARV (BRASIL, 2010d).
Em 2009, o investimento total do MS com a aquisi¢cdo de ARV foi de aproximadamente R$
650 milhdes para tratamento de quase 200 mil pacientes (HALLAL, 2010).

O tratamento ARV geralmente é composto por uma combinacdo de pelo menos trés
medicamentos ARV de diferentes classes (vias de atuacdo), a fim de aumentar a eficécia e
diminuir o risco de resisténcia medicamentosa. Esse esquema terapéutico esta fundamentado
na atuacdo conjunta de diferentes farmacos nas diferentes etapas do ciclo de replicagdo viral,
que apresenta diversos eventos exclusivamente relacionados a componentes virais utilizados

como alvos para intervencao quimioterdpica (MARIER, 2007).

O tratamento ARV, embora ndo represente a cura para a infeccdo pelo HIV, tem
promovido uma supressdo quase total da replicacio do HIV. Os ARVs sdo assim
classificados, de acordo com as enzimas virais do ciclo celular que inibem: Inibidor da
Transcriptase Reversa Analogos de Nucleotideo (ITRNt, ex.: fumarato de tenofovir
desoproxila), Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideos (ITRNs, ex.:
zidovudina, zalcitabina, estavudina, lamivudina, abacavir e emtricitabina), Inibidores da
Transcriptase Reversa Ndo-Analogos de Nucleosideos (ITRNNs, ex.: nevirapina, efavirenz,
delavirdina, etravirina) e Inibidores da Protease (IP, ex.. saquinavir, ritonavir, indinavir,
nelfinavir, amprenavir, lopinavir, atazanavir, fosamprenavir, tipranavir e darunavir)
(CHEARSKUL, 2006; DE CLERCQ, 2010).

No inicio da terapia é recomendada a utilizacdo de esquemas eficazes, mais

simplificados, menos téxicos e de menor custo, que geralmente inclui combinacdes de trés
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antirretrovirais, sendo dois ITRN (sendo estes zidovudina/lamivudina ou Fumarato de
Tenofovir Desoproxila/lamivudina) associados a um ITRNN ou IP. A decisédo em relagdo a

esta escolha deve considerar alguns fatores:
- Eficécia e toxicidade imediata e no longo prazo;
- Presenca de coinfecc¢des e comorbidades;
- Uso concomitante de outros medicamentos;
- Potencial de adeséo;
- Adequacdo a rotina de vida do paciente;
- Interacdo com a alimentacdo;

- Custo dos medicamentos (BRASIL, 2013).

3.3 FUMARATO DE TENOFOVIR DESOPROXILA

O primeiro farmaco introduzido no mundo pertencente a classe dos ITRNt foi o
tenofovir [1-(6-aminopurin-9-il) propan-2-iloximetilfosfonico 4&cido]. O tenofovir é
administrado como um pro-farmaco na forma de Fumarato de Tenofovir Desoproxila (FTD),
aprovado em 2001 como Viread®. Quimicamente se trata de um analogo da adenosina 5> —
monofosfato (figura 1) (DELAHUNTY et al, 2006), com capacidade de ser metabolizado por
células em repouso e pode atingir uma concentragdo duas vezes maior em monocitos
periféricos em repouso em relagdo a mondcitos ativos (ROBBINS et al, 1998). O acimulo do
farmaco em células em repouso significa que o tenofovir tem a capacidade de inibir o HIV em
ceélulas latentes, caracteristica ausente nos ITRNs desenvolvidos anteriormente, como a
zidovudina ou estavudina (KEARNEY et al., 2004).
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Figura 1 - Estrutura quimica do Fumarato de Tenofovir Desoproxila
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Fonte: adaptado de Siqueira (2012).

Na sua sintese, uma sequéncia de trés etapas reacionais pode ser aplicada a adenina
para obtencdo sintética do FTD (Figura 2). Na primeira etapa, a adenina (composto 1) sofre
facilmente uma reacdo de condensacdo com o (R) propileno-carbonato — RPC (em excesso)
(composto 2), a 120°C, sendo adicionado o grupamento 2-propanol ao segundo nitrogénio da
adenina, gerando o produto (R)-9-(2-hidroxipropil) adenina — HPA (composto 3) (RIPIN et
al., 2010; SIQUEIRA, 2012). Nesta etapa, a Unica impureza significativa formada é um
regioisdbmero (em torno de 10%) demonstrado na Figura 3. A adicdo de tolueno provoca
precipitacdo dos sélidos, acarretando um rendimento bruto de 84%, estando este contaminado
com 7-9% desta impureza.

Figura 2 - Etapas da sintese classica do fumarato de tenofovir desoproxila
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Fonte: adaptado de Siqueira (2012)Figura 3 - Impureza chave da primeira etapa de sintese do FTD.
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Fonte: Ripin et. al., 2010

Na segunda etapa, o produto resultante sofre uma reacdo de alquilacdo com o reagente
dietil p-toluenosulfoniloximetanofosfonato — DESMP (composto 4), formando o tenofovir
dietiléster (composto 5). Em sequéncia, tal produto sofre reacdo de hidrolise com o reagente
bromotrimetilsilano - TMSBr (composto 6), formando o tenofovir hidratado (composto 7).
Este produto, por sua vez, sofre dois tratamentos sucessivos (32 etapa): 1) reage com 0
carbonato de clorometilisopropil — CMIC (composto 8), formando o tenofovir diisoproxil
(composto 9); e 2) reage com acido fumarico para obter o sal de fumarato, ou seja, 0 FTD
(SIQUEIRA, 2012). Segundo Ripin et al. (2010), as impurezas-chave da terceira etapa de
sintese sdo 0s compostos descritos na Figura 4.

Figura 4 - Impurezas chave da 32 etapa da sintese do FTD.
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Fonte: Adaptado de RIPIN et al., 2010.
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A primeira etapa de obtencdo do FTD é critica, pois a adi¢do do grupamento 2-propanol
poderia ocorrer apenas de forma parcial na regido desejada, como cita Schultze e
colaboradores (1998), ja que existem outras regifes na molécula aptas a realizarem a reacéo,
como o grupamento NH,. Entretanto, com a adicdo do reagente RPC (composto 2), alcangou-
se uma melhoria significativa na obtencdo do pré-farmaco, aumentando assim seu rendimento
final. Esta melhoria deve-se a protecdo dada a hidroxila primaria e a prote¢do dada a hidroxila
secundaria, alcancando a total regioseletividade na posicdo N9, através da formacdo da N-

benzil-adenina (Figura 5).

Figura 5 - llustragdo da prote¢do conferida pelo RPC & adenina.
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Apo6s a administracdo oral, o FTD sofre hidrdlise mediada por esterases, que removem
o0s dois grupos éster, como ilustrado na Figura 1, gerando o tenofovir. O tenofovir penetra nas
células e sofre fosforilacdo pela adenilato quinase (AQ) gerando um intermediario
monofosfatado, que é rapidamente convertido pela difosfato nucleosideo quinase (DNQ) a sua
forma ativa bifosfatada, conforme apresentado na Figura 6. O tenofovir difosfato atua como
um inibidor competitivo da transcriptase reversa do HIV-1, competindo com o substrato
natural deoxiadenosina 5°- trifosfato pelo sitio ativo de ligacdo na transcriptase reversa viral
(DNA polimerase viral). A incorporagdo do tenofovir difosfato no DNA viral resulta na
terminagdo da cadeia, uma vez que no tenofovir difosfato falta o grupamento hidroxil na
posicao 3°, que seria o ponto de ligagdo do proximo deoxiribonucleosideo trifosfato. Desta
forma, a transcricdo reversa, etapa-chave para a proliferacdo viral, € inibida (AZANZA, 2008;
BRODER, 2010; BENNETTO-HOOD et al., 2007; FUNG et al, 2002;). O mecanismo de
terminacdo da cadeia esta representado na Figura 6.
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Figura 6 - Mecanismo de agdo do tenofovir como um nucleotideo inibidor da transcriptase reversa.
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Fonte: adaptado de FUNG, 2002.

O FTD é comercialmente fornecido na forma de pé cristalino branco a branco-
amarelado, sem odor, com massa molecular de 635,51 g.mol*(USP, 2011). Segundo as
monografias oficiais, trata-se de um composto muito solivel em metanol e diclorometano, e
pouco solivel em &gua e acetona (USP, 2011; WHO, 2009). A solubilidade em &gua
destilada a 25°C é dita 13,4 mg.mL™ (DRUGBANK, 2013).

O FTD encontra-se disponivel comercialmente nas apresentacfes de administracdo oral:
comprimido (150, 200, 250 e 300 mg) (RAKHMANINA, 2012; GILEAD, 2010; GUIDLINE,
2013) e pé (40 mg/g) (RAKHMANINA, 2012; GUIDLINE, 2013). Além destas, foram
desenvolvidas nanoparticulas para prevencao do HIV (MENG, 2011; ZHANG, BELLETTI et
al., 2012), lipossomas (XU, 2011; ZIDAN et al., 2010), gel microbicida anti-HIV (KARIM et
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al., 2011), anel intravaginal contra HIV e HSV (MESQUITA et al., 2012) e comprimido
vaginal de liberacdo prolongada (MCCONVILLE et al., 2013).

Dentre as terapias antirretrovirais, uma das escolhas iniciais € a associacdo de FTD
com lamivudina (TDF/3TC), que apresenta um perfil de toxicidade favoravel em relacédo a
lipoatrofia e a toxicidade hematoldgica quando comparado a zidovudina (AZT), e permite
uma tomada Unica diaria. A maior desvantagem de uso do FTD é a nefrotoxicidade,
particularmente em diabéticos, hipertensos, negros, idosos e com uso concomitante de outros
medicamentos nefrotdxicos. Pacientes com doenca renal preexistente devem usar
preferencialmente outra associacdo de ITRN. A diminuicdo da densidade 6ssea também tem
sido relacionada ao uso de FTD (MS, 2013).

Uma série de estudos tém examinado a relacdo entre a exposicdo do FTD e a funcdo
renal através da medicdo da creatinina no soro e na maioria dos casos calculo do clearance de
creatinina ou estimada Taxa de Filtracdo Glomerular (eTFG) (HALL, 2011). Uma recente
revisdo sistematica e meta-analise que incluiu dados de 17 estudos concluiram que o0s
pacientes tratados com FTD apresentaram uma pequena, mas perda significativa da funcéo
renal durante o curso de tratamento, em comparacdo com o0s grupos controles (diferenca
média em 3,9 mL/min da eTFG, IC 95%) (COOPER, 2010).

Em geral, os ensaios clinicos tendem a ndo mostrar significativa nefrotoxicidade com o
FTD, ao passo que a diminuicdo das TFG foi relatada em estudos observacionais. Esta
discrepancia pode ser causada em parte pelo uso mais frequente nos ensaios clinicos de
exclusdo de pacientes com diminuicdo da funcdo renal pré-existente, ou daqueles que utilizam
outras drogas que podem interagir com FTD (GTMAN, 2007). Num estudo de coorte com
mais de 10.000 pacientes sob tratamento com FTD, foi verificado aumento dos niveis de
creatinina sérica de 0,5 e 2 mg/dL, observados em 2,2% e 0,6% do pacientes, respectivamente
(NELSON, 2010).

A atividade antiviral foi avaliada contra diversas cepas de HIV-1 em linhagens celulares
linfoblastéides, em mondcitos/macréfagos primarios e em linfocitos do sangue periférico. A
CE50 (concentracdo efetiva 50%) do tenofovir situou-se no intervalo de 0,04 uM e 8,5 uUM.
Em estudos de associagdo farmacologica do tenofovir com ITRN, ITRNN e IP observaram-se
efeitos aditivos e sinérgicos. O FTD demonstrou atividade antiviral em cultura de células
contra os subtipos A, B, C, D, E, F, G, e O do HIV-1 (com valores de CE50 variando de 0,5
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UM a 2,2 uM) e atividade especifica contra cepas de HIV-2 (valores de CE50 variaram de 1,6
UM a 5,5 uM) (GILEAD, 2010). A concentracdo atingida pelo tenofovir em plexo cordide e
liquido espinhal possibilita sua acao no sistema nervoso central (ANTHONYPILLAI, 2006).

O FTD também é um potente e inibidor seletivo do virus da hepatite B (HBV) e contra
0 HBV resistente a lamivudina, tanto em doentes mono-infectados com HBV quanto em
pacientes co-infectados com HIV-1 e de HBV (HU, 2013).

3.4 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO

Os estudos de pré-formulacdo visam acumular o maximo de informacdo sobre o
comportamento dos farmacos, constituindo um valioso instrumento para tracar estratégias de
desenvolvimento racional de formulacGes mais eficazes e seguras e, portanto, com maiores
possibilidades de éxito (MAXIMIANO, 2010). Dados necessarios (especialmente fisico-
quimicos, fisico-mecanicos e propriedades biofarmacéutica do farmaco, excipientes e
materiais de embalagem) que possam influenciar no desenvolvimento da formulacdo, no
processo da producdo, na farmacocinética, nas propriedades biofarmacéuticas do produto final
e na embalagem de acondicionamento escolhidas, sdo investigados no estudo de pré-
formulacéo (GOPINATH, 2011; SOARES-SOBRINHO, 2010).

3.5 ANALISE TERMICA

O termo analise térmica refere-se a um grupo de técnicas nas quais propriedades
fisico-quimicas de uma substancia sdo mensuradas em funcdo do tempo ou da temperatura
enguanto a amostra é submetida a um programa controlado de temperatura. A Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e a Termogravimetria (TG) sdo as técnicas termoanaliticas
mais difundidas e empregadas para o desenvolvimento de diferentes estudos sendo aplicadas a
uma grande variedade de materiais farmacéuticos (VIANA, 2008; RODRIGUES, 2005).

As curvas TG e DSC oriundas dessas técnicas fornecem informagGes importantes
sobre as propriedades fisicas de substancias (estabilidade, compatibilidade, polimorfismo,
pureza, analise cinética e transicdo de fase) (SANTOS, 2008; ATTIA, 2012). Dessa forma, a
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anélise térmica é utilizada na industria farmacéutica como uma técnica confiavel para o
controle de qualidade e para o desenvolvimento de formulagdes com novos farmacos
(STULZER, 2008; VERMA, 2005).

Entre outras aplicacBes, a andlise térmica tem se constituido como uma ferramenta
para a avaliacdo rapida das interacGes entre 0s principios ativos e excipientes nos estudos de
pré-formulacdo e, embora ndo substitua completamente o programa classico de estabilidade,
ela pode fornecer um alerta precoce para problemas de compatibilidade, possibilitando a
escolha das formulagBes mais estveis com extrema rapidez, fator desejavel especialmente
para a industria farmacéutica (OLIVEIRA, 2011; VECCHIO et al., 2001; RODANTE et al.,
2002; SOUZA et al., 2002; CHAVES, 2010).

Nas curvas TG, a mudanca em termos de massa da amostra aquecida a taxa constante
sdo registradas e plotadas versus a temperatura. Este € um método eficaz de se estudar a
estabilidade térmica e para determinacdo dos pardmetros cinéticos de decomposicdo de
farmacos e medicamentos (VIANA, 2008).

A DSC, dentre vérias técnicas de investigacdo de interacdo farmaco-excipiente,
demonstrou ser a melhor na busca de indicadores de interacdo, pois com uma selecao
adequada das condigdes experimentais € capaz de revelar as variagGes térmicas que podem
resultar de uma interagdo entre os componentes em fase sélida. Assim, torna possivel detectar
a compatibilidade diretamente das misturas (BRUNI, 2010). Outra aplicabilidade da DSC é a
determinacdo da pureza sendo, neste caso, bastante utilizada para materiais farmacéuticos e
apresentando como vantagens a rapidez, exatiddo, precisdo e facilidade de execucdo, sem a
necessidade de utilizar padrées certificados (STORPIRTIS, 2009).

Essas técnicas sdao amplamente aplicadas isoladamente ou combinadas com a
microscopia, Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), difracéo
de raios-X e espectroscopia de massa, que corroboram com a elucidacdo dos resultados
(STULZER, 2008).
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3.6 ANALISE TERMICA NO ESTUDO DE COMPATIBILIDADE FARMACO/
EXCIPIENTE

Durante muito tempo os excipientes eram considerados substancias inertes, entretanto
atualmente sabe-se que eles podem influenciar acentuadamente na agdo terapéutica dos
farmacos (ABDOU, 1995; CONSIGLIERE, 1996). Alem disso, a relacdo destes excipientes
da formulacéo frente aos ingredientes farmacéuticos ativos (IFA) frequentemente resulta na
degradacdo dos medicamentos em produtos (WU, 2011).

O estudo de compatibilidade farmaco/excipiente é importante na fase de pré-
formulacdo para o desenvolvimento de formas farmacéuticas. De fato, o potencial de
interacdes fisicas e quimicas entre farmacos e excipientes pode afetar a natureza quimica, a
estabilidade, a biodisponibilidade das drogas e, consequentemente, sua eficacia (CHAVES,
2013). Além disso, as alteracbes posteriores que podem ocorrer com a formulacdo em
decorréncia de problemas de estabilidade inesperados podem levar ao aumento no tempo e no
custo com o desenvolvimento de medicamentos. Por isso, a possibilidade de utilizar um
método rapido e confiavel para a previsao de compatibilidade farmaco-excipiente é de grande
interesse para a para a industria farmacéutica e, dessa forma, a aplicacdo da analise térmica
pode ser favoravel (BRUNI, 2010).

A DSC pode assim ser empregada como ferramenta de triagem para a previsédo de tais
reacOes entre farmaco-excipiente (MAXIMIANO, 2011). Em uma analise por DSC de mistura
binaria, ou multicomponente, pode haver a solubilizacdo do farmaco por um excipiente da
mistura durante o aquecimento. Isto acontece quando o excipiente tem menor faixa de fusao e
consegue solubilizar o farmaco presente na mistura. No entanto, se existem cristais do
farmaco intactos, estes fundem na faixa de temperatura adequada e, por isso, ndo existe
interferéncia nas analises de compatibilidade propostas. Uma adequacdo da taxa de
aquecimento pode ser necessaria para melhor visualizar a faixa de fusdo do farmaco nestas
condicgdes e uma alternativa seria realizar o aquecimento em uma menor razéo de temperatura.
Teécnicas alternativas para visualizar este evento de solubilizagdo do farmaco pelo excipiente
podem ser necessarias, tais como anéalise termo-éptica (TOA) ou o uso de DSC fotovisual
(OLIVEIRA, 2011, VERMA, 2005).
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3.7 CINETICA DE DEGRADACAO TERMICA

A cinética de degradacdo térmica tornou-se um elemento fundamental na anélise
térmica, onde o objetivo principal é determinar o mecanismo de reacdo de decomposicédo e 0s
parametros da equagdo de Arrhenius (energia de ativagdo, fator de frequéncia e ordem de
reacdo) (COSTA, 2013). Os parametros cinéticos como energia de ativacdo (Ea) e fatores de
pré-exponencial (A) sdo calculados utilizando métodos integrais e diferenciais relatados na
literatura (VIANA, 2008). A Ea é um dos parametros de maior interesse para avaliar a
estabilidade de compostos farmacéuticos (VECCHIO et al., 2001; NETO, 2011). De acordo
com Macedo et al. (2000), pode-se estabelecer um perfil comparativo de estabilidade entre
varios farmacos através dos valores obtidos de Ea, em que quanto maior a energia de
ativacdo, maior a estabilidade térmica do composto.

H& duas maneiras de determinar os mecanismos de reacdo e calcular os parametros
cinéticos de Arrhenius: usando o método isotérmico e o ndo-isotérmico (ARAUJO, 2005). Os
resultados deverdo ser expressos como a fracdo decomposta de solido ou conversdao da
transformagdo (o) em fungdo da temperatura ou do tempo, ja que ndo é possivel considerar o

termo da concentracdo para o estudo cinético de solidos (PFIMENTEL, 1998).

A representacdo de Arrhenius do Ink versus 1 / T (onde k é a taxa constante de
degradacdo e T é a temperatura em Kelvin) deve dar uma linha reta. Os parametros cinéticos,
tais como Ea (J.mol™) e A (S) sdo obtidos a partir da inclinacéo da reta -Ea/R (onde R é a
constante dos gases, 8,314 J.K™mol™) e do intercepto InA, respectivamente (FELIX, 2009).

3.8 TESTES DE ESTABILIDADE

A estabilidade de um farmaco é definida como a sua capacidade de manter suas
especificacbes fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicoldgicas durante um
periodo de tempo (O’ DONNELL; BOKSER, 2006). Assim, o produto deve manter-se dentro
dos limites especificados e durante todo periodo de estocagem e uso dentro das mesmas

condicBes e caracteristicas da época de sua fabricacdo. Este termo também ser definido como
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0 periodo de tempo compreendido entre 0 momento no qual o produto esta sendo fabricado e
aquele no qual sua poténcia esta reduzida a ndo mais do que 10% (BRASIL, 2005).

Um estudo de estabilidade deverd ser iniciado sempre que surgir um novo produto,
que ocorrer uma mudanca no material das embalagens, no processo de fabricacdo ou no
equipamento, em reformulacdes ou sempre que houver alteracbes dos fornecedores do
farmaco ou excipiente critico (TABORIANSKI, 2003). O estudo de estabilidade convencional
associa diferentes etapas a fim de prever, confirmar e monitorar a estabilidade e a qualidade
do produto (Quadro 1).

Quadro 1 - Tipos de estudo de estabilidade (adaptado de SOARES, 2011).

Tipos de estudo Objetivos
Estudo de estabilidade Visa & selecdo dos melhores protétipos fabricados no
priméaria laboratdrio de pesquisa e desenvolvimento (P & D) da

indlstria. Caracteriza-se como um estudo inicial de
desenvolvimento e ndo possui condicbes de temperatura,

umidade e luminosidade definidas na legislag&o.

Estudo de estabilidade Visa acelerar o processo de registro de um produto

acelerada farmacéutico, em condi¢des forgadas de umidade relativa do ar
(75% UR) e temperatura, durante seis meses, para simular o
comportamento do produto para dois anos de armazenamento
em condi¢Bes normais pelo consumidor. As frequéncias dos

ensaios sdo de 0, 3 e 6 meses.

Estudo de estabilidade de Visa estabelecer a validade real do produto farmacéutico,

longa duracéo substituindo a temperatura extrapolada para o estudo de
estabilidade acelerada por uma temperatura mais amena. Cada
estudo deve ser realizado em conformidade com as condicGes
climaticas do pais onde se intenciona registrar o produto. A
frequéncia dos ensaios sdo geralmente a cada trés meses no
primeiro ano, semestralmente no segundo ano e, a partir do

terceiro ano em diante, anualmente.
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Estudo de fotoestabilidade | Pretende demonstrar que a exposicdo a luz ndo resulta em
mudancas significativas. Pertence ao estudo de estabilidade
convencional do produto, considerado no registro, sendo
realizado para definir a capacidade da formulacéo do produto e
do material de embalagem em proteger os farmacos da
exposicao a radiacdo ultravioleta e visivel. O estudo deve ser
conduzido com o ativo e produtos acabados, com e sem

embalagem primaria e do produto na embalagem comercial.

Estudo de estabilidade de Caracterizado como Boas Préticas de Fabricagdo, desde que

acompanhamento seu objetivo seja correlacionar a manutengdo da qualidade dos
lotes do produto que foram produzidos em longos periodos de
tempo, através do monitoramento da estabilidade do mesmo.
Esses estudos sdo realizados uma vez ao ano ou a cada dois

anos, dependendo no nimero de lotes fabricados.

A avaliacdo da estabilidade também pode ser realizada por estudos de degradacgédo
forcada ou estresse, o qual permite determinar o efeito de condi¢bes extremas de degradacgéo
sobre o produto farmacéutico, excedendo aquelas utilizadas em estudos acelerados. Nesses
ensaios, as condicBes de degradacdo aos quais os produtos farmacéuticos e farmacos sdo
submetidos sdo: degradacao térmica; hidrolise acida, basica e neutra; decomposi¢cdo oxidativa
e fotolitica (KLICK et. al., 2005).

De acordo com a Resolucdo n° 01, de 29 de Julho de 2005 da ANVISA, deve-se
apresentar no estudo de estabilidade do medicamento a justificativa de auséncia ou a
quantificacdo de produtos de degradacgdo, assim como o método analitico correspondente.
Desta forma, € imprescindivel para a industria farmacéutica o conhecimento de métodos
indicativos de estabilidade, andlise critica de resultados de degradacdo de amostras
submetidas a determinadas condi¢des de estresse e a cinética da degradacdo do produto em
questdo (LINDINO, 2010).

O Guia de Estabilidade determinado pela Food and Drug Administration (FDA)
define métodos indicativos de estabilidade como métodos analiticos quantitativos validados

que podem detectar as alteracGes das propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas do
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farmaco e do produto, em relagédo ao tempo, e que séo especificos, de forma que o contetido
do ativo, dos produtos de degradacdo e outros componentes de interesse possam ser

exatamente medidos sem interferéncia (BAKSHI, 2002).

3.9 IMPUREZAS (IMPS) E PRODUTOS DE DEGRADAGCAO (PD)

O foco em IMPs e PD nos produtos farmacéuticos séo consideragdes de seguranca. Ha
exemplos em que estes componentes quando encontrados podem induzir efeitos secundarios
em seres humanos. Um PD de tetraciclina (epianyhdrotetracycline), por exemplo, provocou
sindrome de Fanconi levando a insuficiéncia renal (SINGH, 2012). Outro exemplo é o de PD
polimérico em aminopencilinas, ao qual se tem atribuido por causar alergenicidade, e nao as
préprias drogas (BETTO, 1989; ROMANO, 1997). Um subconjunto de IMPs e PD pode
levar a uma potencial genotoxicidade, que representam uma preocupacdo adicional de
seguranga porque essas moléculas podem causar mutagcfes genéticas, quebras cromossémicas
e/ou rearranjos cromossdmicos, conduzindo a um risco significativo de carcinogenicidade ou
outros efeitos toxicos (MULLER, 2006). Devido a estas razdes, intensa atencdo tem sido dada
pelas agéncias reguladoras de todo o mundo e, consequentemente, vérias diretrizes foram

emitidas para o controle e teste de IMPs e PD.

3.10 ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA

Ao longo da ultima década, a partir do momento em que uma série de diretrizes do
International Conference and Harmonization — ICH Q3 foi introduzida, uma mudanca radical
tem ido para a definicdo de "qualidade” dos produtos farmacéuticos. O foco, definitivamente,
mudou de "pureza” para "impurezas" em farmacos e produtos de degradacdo no final dos
produtos farmacéuticos (SINGH, 2012).
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Os estudos de degradacdo forcada também sdo conhecidos como testes de estresse,
estudos de estresse, estudos de decomposicédo, estudos de decomposicdo forgada, etc. Estes
estudos ndo tém sido exigidos na pratica industrial por longo periodo de tempo, mas tornou-se
um requisito regulamentar formal com a introducdo da International Conference and
Harmonization (ICH), na diretriz intitulada "Stability Testing of new Drug Substances and
Products” (Q1A), em 1993. Essa diretriz usada “teste de estresse" foi definida para as
substancias farmacéuticas como se segue: “Estes estudos sdo realizados para elucidar as
caracteristicas de estabilidade intrinseca”. Este tipo de teste ¢ estratégico no desenvolvimento
e normalmente é realizado sob condi¢cGes mais severas do que os utilizados para os testes
acelerados. Os testes de estresse sé@o conduzidos para prover produtos de decomposi¢édo
forcada e mecanismos de decomposicdo do farmaco. Esse estudo também visa formar padrdes
de produtos de degradacdo desconhecidos na amostra. A formacao de produtos de degradacéo
em medicamentos além de comprometer a eficacia clinica do farmaco, pode apresentar efeitos

toxicos ao organismo, de intensidade leve a letal (SINGH, 2000).

O conhecimento adquirido a partir de testes de estresse também € util para a
formulacdo e desenvolvimento de embalagens. Quando esses bem projetados podem
determinar a susceptibilidade de um composto para a hidrdlise, oxidacdo, degradacao
fotoquimica e a degradacdo térmica. Esta informacdo € entdo levada em consideracdo ao
desenvolver a formulacdo e determinar a embalagem apropriada. Por exemplo, se os estudos
de teste de degradacdo indicam que um composto é rapidamente degradado em &cido, em
seguida, deveria ser dado ao desenvolvimento de uma formulagdo um revestimento entérico
que protege o composto da rapida degradacdo no estbmago. Do mesmo modo, se um
composto é sensivel a hidrélise neutra, uma embalagem que protege contra a transmissdo de
vapor de agua a partir do lado de fora da embalagem para o seu interior pode ser Util para
assegurar a estabilidade de armazenamento em longo prazo (BAERTSCHI; JANSEN, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), a orientacdo de testes de
estabilidade de farmacos de 1996 (WHO, 1996), que era aplicavel a produtos farmacéuticos
que contenham substancias farmacologicas bem estabelecidas, ndo tem qualquer exigéncia
para o teste de stress. A atual diretriz da OMS de 2009 (WHO, 2009) baseia-se no ICH Q1A
(R2) (ICH, 2003) e descreve as mesmas definicOes, objetivo e requisitos, conforme
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mencionado na ICH Q1A (R2) de novos medicamentos, fornecendo ainda subsidio importante
para o Insumo Farmacéutico Ativo (IFA), bem estabelecido na seguinte redagédo: Para um IFA
podem ser utilizadas as seguintes abordagens, quando disponiveis, é aceitavel fornecer os
dados relevantes publicados na literatura cientifica para ajudar a identificacdo dos produtos de
degradacéo e os caminhos, e quando ndo hé dados disponiveis, os testes de estresse devem ser
realizados.

Conforme o ICH, o processo que estabelece um método indicativo de estabilidade
envolve testes de estresse, que auxiliam na identificacdo dos possiveis produtos de
degradacdo, que por sua vez ajudam a estabelecer as vias de degradacdo, a estabilidade
intrinseca da molécula e a validar o poder indicativo de estabilidade dos procedimentos
analiticos utilizados (KOVARICOVA, 2004; ICH Q1A, 2003; BAKSHI, 2001). Esses estudos
de estresse sdo importantes durante a pré-formulacdo, ja que ajudam a avaliar a estabilidade
intrinseca de um medicamento por aplicacdo deliberada de estresse para forcar a degradacéo
(COELHO, 2012).

A degradacdo do farmaco é induzida através do aumento da temperatura, do aumento
da umidade (quando relevante), da exposicdo a condic¢Bes variadas de pH ou a luz UV-visivel
intensa (fotoestabilidade) ou pela adi¢do de outros reagentes (por exemplo, acidos, bases,
perdxidos) (QIU, 2009). Embora essas exposi¢des ndo substituam procedimentos rigorosos
envolvendo testes de estabilidade do produto na forma em que serd comercializado, eles
proporcionam um ganho consideravel de tempo durante o processo de desenvolvimento do
produto, quando é necessario identificar com rapidez uma formulagcdo que apresente
estabilidade aceitavel (FLORENCE, ATTWOOD, 2011).

3.10.1 Hidrolises

A 4gua é considerada como um dos principais catalisadores em reagdes de degradacéo.
Muitos farmacos sdo considerados como instaveis nesse meio e necessitam de intervencdes
durante a formulacdo e armazenamento, para que a eficicia e sua estabilidade da forma

farmacéutica final ndo sejam comprometidas. Para a avaliacdo da instabilidade sob a condi¢do
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de hidrdlise, também deve ser levado em consideragdo o pH do meio, pois ions hidrogénio e
hidroxila podem acelerar ou retardar o processo de degradacdo (ANSEL, 2007).

O estudo de estresse para ser realizado em condicdo de hidrolise acida, utiliza-se
principalmente acido cloridrico e para a hidrolise basica utiliza-se hidréxido de sodio. No
entanto, muitas variacGes sdo observadas quanto ao tempo, temperatura e concentracao dos
reagentes utilizados nessas condig¢des (SILVA, 2009). Na literatura existem pouco relatos
sobre a hidrdlise realizada em pH neutro, onde geralmente se utiliza &gua como agente de
hidrélise, o que é compreensivel, porque rea¢gdes em pH neutro sdo ndo-cataliticas e por isso
podem ser necessarios periodos muito longos sob condi¢cdes de temperatura extremas, para

conseguir quantidades suficientes de produtos de degradacdo (SINGH, 2000).

A maioria dos autores prefere iniciar 0s estudos com concentragdes mais baixas e
aumentar gradativamente a medida que se observa a ndo degradacdo. Apesar de nao haver
padronizacdo oficial quanto ao roteiro a ser seguido para a realizacdo dos testes, é importante
assegurar que os produtos de degradacdo trabalhados sejam os iniciais, ndo sendo o objetivo

destes testes avaliacdo de produtos de degradacao secundarios (CHAVES, 2010).

3.10.2 Oxidacao

A degradacdo oxidativa € uma das principais causas de instabilidade de farmacos e um
dos mecanismos mais comuns de degradacao, dentre os mais conhecidos e estudados tém-se
0s esteroides, antibioticos, vitaminas, 6leos e gorduras. A oxidacdo envolve a remoc¢édo de um
atomo eletropositivo, radical ou elétron, ou a adi¢do de um atomo eletronegativo ou radical
(FLORENCE, ATTWOOQOD, 2011).

A degradacéo oxidativa pode ocorrer por auto-oxidacdo, na qual a reacdo ndo-catalisada
progride muito lentamente sob a influéncia do oxigénio molecular, ou pode envolver um
processo em cadeia que consiste de trés reacdes simultaneas: iniciacdo, propagacao e término
(FLORENCE, ATTWOOD, 2011; BAERTSCHI, JANSEN, 2005). Para estudos com
farmacos, geralmente, utiliza-se peréxido de hidrogénio para criar condicdes de estresse e a

concentragdo de perdxido utilizada varia entre 1% a 30% (SILVA, 2009).
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3.10.3 Fotdlise

A degradacédo fotolitica, aplicada a estabilidade farmacéutica, é a degradacdo que resulta
da exposicao a luz ultravioleta ou visivel no intervalo de comprimento de onda de cerca de
300-800 nm. Sendo assim, para a degradacdo fotolitica ocorrer, a radiagcdo tem que ser
absorvida, seja pela substancia medicamentosa ou pela formulacdo (BAERTSCHI; JANSEN,
2005).

A fotodegradacdo de medicamentos pode conduzir a perda de principios ativos e assim a
perda na sua eficiéncia, além de formar subprodutos ou intermediarios téxicos de vida curta
(ex. radicais livres) (LAVOIE, 2004; PIECHOCK, 2007).

Para o registro de produtos no Brasil, poderd ser necessaria a comprovacdo da
fotoestabilidade em adicdo aos testes de estabilidade de produtos farmacéuticos. A RE
01/2005 reporta as recomendacdes para a realizacdo desses estudos. A nao apresentacdo do
estudo de fotoestabilidade deve ser justificada tecnicamente com base em evidéncias
cientificas de que os componentes do produto ndo sofrem fotodegradagdo ou que a
embalagem priméria ndo permite a passagem de luz (BRASIL, 2005; ICH Q1B, 1996).

3.11 ESTUDOS DAS CINETICAS DE DEGRADACAQ

A Cinética é o estudo da velocidade na qual os processos ocorrem, e tem como
objetivo fornecer informacBes que permitam a compreensdo dos mecanismos das
transformacdes envolvidas e a previsdo do grau de transformacdo que ocorrera ap6s um dado
intervalo de tempo. As transformacdes podem ser quimicas ou fisicas, as quais determinam a
estabilidade e o prazo de validade de produtos farmacéutico (AULTON, 2005; RODANTE, et
al., 2002).

As reacOes de degradacdo de produtos farmacéuticos ocorrem com velocidade
definida, portanto ao considerar sua estabilidade, é preciso conhecer a ordem e a velocidade
de reacdo (YOSHIOKA, STELLA, 2002). Em geral, estas reacGes podem ser de ordem zero
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(quando a velocidade independe da concentragdo dos reagentes). Nesse caso, um gréfico de
concentracdo (C) em funcdo do tempo (t) d& origem a uma reta, cuja inclinacao corresponde a
constante de velocidade da reacéo (k). Na cinética de primeira ordem (quando a velocidade de
reacdo € determinada pela concentracdo de um dos reagentes), obtem-se uma reta com
representacdo do logaritmo neperiano da concentragéo (In C) em funcdo do tempo (t). A de
segunda ordem (quando a velocidade de reacdo depende das concentracOes de dois reagentes).
é representada pelo inverso da concentracdo (1/C) em funcdo do tempo (t), que resulta em
uma reta (SINKO, 2005).
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MATERIAL EMETODOS
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4 MATERIAL E METODOS

41 PARTE |: ESTUDO DE CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DO
ANTIRRETROVIRAL TENOFOVIR FRENTE A UMIDADE E AO ESTRESSE
HIDROLITICO E OXIDATIVO

4.1.1 Material

A matéria-prima FTD foi sintetizada pela Cdymax India Pharma PVT LTDA. Foi
utilizado lote D110081, doado e certificado pela Cristalia Prod. Farmaceuticos LTDA. Lote/
Série 07470/2011.

Foram utilizados na preparacdo dos componentes da fase movel e diluicdo das
amostras do farmaco acetonitrila grau HPLC (JTBaker®), acetato de aménio (Proquimios),
4cido acético (Vetec®) e agua ultra-pura (Milli-Q®). As amostras foram filtradas com
membrana de porosidade 0,22mM (Millipore®). Adicionalmente foram utilizados para
obtencdo das amostras estressadas 0s reagentes &cido cloridrico (Quimica moderna),
hidroxido de sodio (Vetec®) e peréxido de hidrogénio 30% (Vetec®).

4.1.2 Métodos

4.1.2.1 Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho médio foi obtido utilizando o
equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de selénio. A anélise foi realizada com 16 varreduras e resolucio de 4 cm™

na regido compreendida entre 4000 a 650 cm™.

4.1.2.2 Difracdo de Raios-X (DRX)
O difratograma foi obtido no difratometro SIEMENS® (X-Ray Diffractometer, D-5000),
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equipado com anodo de cobre. A amostra foi analisada no intervalo de angulo 26 de 3-45°.

4.1.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A amostra do FTD foi montada em stub, fixada em fita dupla face de carbono e
metalizada com ouro por 5 min (Metalizador Desk 11/Denton Vacuum®). A morfologia da

amostra foi verificada no Microscépio Eletronico de Varredura Jeol® 5600 LV.

4.1.2.4 Andlise Térmica

As curvas TG, DTG e DTA do FTD foram obtidas utilizando uma termobalanca
modelo DTG-60H Shimadzu®, com massa de 6 mg + 0,2, na faixa de temperatura de 25 a
600°C, em atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min™ e razdo de aquecimento de 10°C.min™.
A calibracdo do instrumento foi verificada anteriormente aos ensaios empregando-se amostra
de zinco (99,98%, Aldrich®, Milwaukee, USA).

A curva DSC do FTD foi obtida através de calorimetro de varredura Shimadzu® DSC-
60 interligado ao software Shimadzu® TA-60WS (Kyoto, Japdo), com atmosfera de
nitrogénio (fluxo 50 mL.min™). Foram empregadas as razes de aquecimento de 10 e
0,5°C.min™ para caracterizacio e determinacdo da pureza da amostra, respectivamente. Os
ensaios foram realizados na faixa de temperatura de 25 a 600°C e a amostra foi acondicionada
em porta-amostra de aluminio hermética, com massa de 6 mg + 0,3. Utilizou-se Indio
(99.98%, mp 156.65°C, Aldrich®, Milwaukee, USA) para calibracdo do equipamento

previamente ao ensaio.

4.1.2.5 Obtencao das cinéticas de decomposi¢édo nao-isotérmica e isotérmica

O estudo de decomposicdo térmica dindmica foi realizado sob diferentes razdes de
aquecimento (B): 5.0°C, 10°C, 20°C e 40°C. A selecao do modelo cinético para o calculo da
energia de ativacdo (Ea), constante de velocidade (k) e ordem da reacdo foi realizado por

simulagio computacional aplicando o método descrito por Ozawa (LOPEZ, 2008). Para o
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estudo cinético isotérmico, as curvas TG foram obtidas a partir do aquecimento das amostras
até as temperaturas de 120, 130, 140, 150 e 160° C, e mantidas em condi¢des isotérmicas em
atmosfera de N (50 mL. min ) durante o tempo necessério para uma perda de massa de 10%
+0,5.

4.1.2.6 Determinacédo de agua por Karl Fischer

Amostras de FTD foram analisadas em triplicada para “determinagdo de d4gua” (método
volumétrico de Karl Fischer), segundo os procedimentos descritos na Farmacopeia Brasileira
52 Ed. (2010).

4.1.2.7 Estudo de higroscopicidade

Para determinar a estabilidade do FTD frente as diferentes condi¢cGes de umidade
relativa (UR), foram seguidas técnicas adaptadas de Lemos Senna e colaboradores (1997) e
De Souza e colaboradores (2000). Amostras de 0,25 g de FTD foram acondicionadas em
pesa-filtros e mantidas em dessecador, o qual garante a saturacdo sob UR constante a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram submetidas a exposi¢do de diferentes
condicdes de UR para alcancar a saturacdo do ambiente: 28%, 74% e 95%, utilizando silica,
solucdo de uréia e solucdo de fosfato monocalcico, respectivamente. Tais condi¢Ges foram
confirmadas através do termohigrometro digital J.Prolab® modelo SH 122.

As amostras em triplicata foram analisadas nos tempos: 0, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias e a
porcentagem de agua absorvida (% U) foi calculada em relacdo ao peso (g) da amostra seca
(Ps) e imida (Pu): U = [(Pu-Ps)/Ps*100]. As amostras foram posteriormente analisadas por
DRX, MEV, TG/DTA e frente a condic6es de estresse hidrolitico e oxidativo.
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4.1.2.8 Estudo de degradacao forcada sob condicdes hidroliticas e oxidativa

Com base na caracteristica higroscépica do material e sabendo-se que as reacdes de
hidrolise constituem a via mais comum de degradacao de drogas, estas serdo analisadas neste
experimento utilizando-se 4gua e os ions H® e OH’, como catalisadores do processo.
Juntamente com estas condigdes, serdo adicionalmente avaliadas as rea¢des de oxidacdo, uma
vez que se trata da segunda via mais comum de degradaco de farmacos. Neste Gltimo caso,
os radicais peroxidos e hidroperoxidos sdo os reagentes mais comumente utilizados, uma vez
que induzem a formacdo de espécies altamente oxidantes. Em todas as condicdes
supracitadas, a avaliacdo da ocorréncia de decomposicdo quimica € relevante, pois pode
provocar desde mudangas na aparéncia fisica a perda da poténcia do farmaco (FLORENCE;
ATTWOOD, 2011).

Assim, para esta determinacdo, foi utilizado o método de doseamento por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) fornecida pela Cristalia, com as adaptacdes
necessarias para a quantificacdo proposta. Os estudos de degradacdo foram conduzidos com a
matéria-prima FTD (1mg. mL™), utilizando para o estudo hidrolitico as solucdes de HCI 0,5M
a 60° C para hidrdlise acida, NaOH 0,03M a 60° C para basica e agua ultra-pura (80° C) para
hidrolise neutra até observacdo de decaimento no teor do farmaco entre 10-30%, conforme
preconizado pela International Conference and Harmonization (ICH Q3B, 2003). A
degradacéo oxidativa foi conduzida utilizando uma solucdo de H,O, 15%. Todas as solucdes
foram mantidas protegidas da luz e o tempo de exposic¢do e as concentracdes das solucdes
reagentes foram aumentados conforme deteccdo de decaimento suficiente ou ndo. As solugbes
provenientes da hidrélise acida e basica foram posteriormente neutralizadas com NaOH
0,05M e HCI 0,03M, respectivamente, para proceder com a leitura por CLAE. O excesso de
H,0, foi eliminado com o prévio aquecimento da amostra.

A solucdo de FTD 1mg.mL™ foi diluida com a prépria fase-mével, composta por
tampdo acetato de amonio pH 3,8 e Acetonitrila (ACN) 60:40, seguindo condi¢des analiticas
descritas pelo fabricante. A curva de calibracédo foi preparada nas mesmas condicdes a fim de
obter as concentracGes das amostras degradadas. O método de quantificacdo utilizou ainda
coluna cromatografica C18 Waters® (250 x 4,6 mm/ 3,5 mm), com temperatura do forno de

30° C, com temperatura do forno de 30° C e fluxo da fase-movel de 1 mL/min. A adequacéo
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deste método foi avaliada com base no nimero de pratos tedricos e na resolugdo apresentada
pelos picos cromatogréficos.

O sistema utilizado para o desenvolvimento do método foi um CLAE Shimadzu®,
equipado com bomba modelo LC-10ADVP, com degaseificador de helio modelo DGU-14A,
detector espectrofotométrico de arranjo de diodos (DAD) PDA modelo SPD-M10AVP, forno
modelo CTO-10AVP, injetor automéatico modelo SIL-10ADVP e controlador modelo SCL-
10AVP. Os dados foram processados pelo software Shimadzu® Class VP.

4.2 PARTE IlI: ESTUDO DE COMPATIBILIDADE TERMICA E CINETICA DE
DEGRADACAO NAO-ISOTERMICA DO ANTIRRETROVIRAL TENOFOVIR COM
ADJUVANTES FARMACEUTICOS

4.2.1 Material

O FTD foi doado pela Cristalia Prod. Farmacéuticos Ltda., Lote/Série 07470/2011 e
sintetizado pela Cdymax India Pharma PVT. LTD. Lote CD110081, certificada e fornecida.
Os excipientes usados foram Croscarmelose de sodio, Lote 80275 (Blanver Famoquimica
Ltda®); Lactose monohidratada, Lote L0913A4033 (MEGGLE); Estearato de magnésio, Lote
2009121200 (Ind. Quimica Anasticio S/A®),); Celulose microcristalina (CMC) (Blanver e
Microcel), Lote 1743105 e Amido (Starch 1500), Lote IN516910 (Colorcon).

4.2.2 Métodos

Para a avaliagdo da estabilidade térmica do FTD foi primeiramente realizada sua
caracterizacdo térmica utilizando os dados obtidos por Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC) e Termogravimetria (TG/DTA), que indicaram pureza 98.28% e temperatura de
degradacdo em torno de 146.49° C.
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4.2.2.1 Estudo de compatibilidade utilizando Andlise Térmica

O fluxograma (Figura 7) apresenta o procedimento utilizado para verificacdo da
estabilidade térmica do TDF frente aos adjuvantes em analise (COSTA et al., 2013). As
curvas TG e DSC do FTD, misturas binarias (MB) FTD: excipiente (1:1, p/p) e a formulagéo
comercializada foram obtidas e comparadas. As MB com sinais de interacdo serdo
adicionalmente investigadas por meio das técnicas de Difracdo de Raios X (DRX) e
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR) para confirmacgéo das
interacBes constatadas por analise térmica. Os resultados foram paralelamente investigados

quanto a cinética de degradacao nao-isotérmica.

Figura 7 - Fluxograma para a avaliacdo da estabilidade térmica do FTD.
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4.2.2.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A curvas DSC do FTD, dos excipientes, das MB e da formulacdo Viread® foram
obtidas utilizando Calorimetro de Varredura Shimadzu® DSC-60, interligado ao software
Shimadzu® TA-60WS, sob atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™ e
razdo de aquecimento de 10° C.min™, utilizando a faixa de temperatura de 25-200° C. As
amostras foram colocadas em porta amostra de aluminio fechado com massa de 2mg (+ 0.3).
As determinagOes foram realizadas em triplicata. Antes desses ensaios, verificou-se a escala
de temperatura e a resposta de entalpia calibrando-se o instrumento com indio (99,98%,
156,65° C, Aldrich®, Milwaukee, USA).

4.2.2.3 Termogravimetria (TG/DTG)

Essas mesmas amostras tiveram seus perfis térmicos avaliados por TG/DTG,
utilizando a termobalanca Shimadzu® modelo TGA Q60, em atmosfera dinamica de
nitrogénio sob fluxo de 50 mL.min™, sendo a massa do farmaco, MB e do Viread cerca de
6mg, 12mg el2mg (= 0.3), respectivamente. As amostras foram acondicionadas em cadinho
de platina na faixa de temperatura de 25 a 600° C, na razdo de aquecimento de 10° C.min™.
Antes dos ensaios, verificou-se a calibragdo do instrumento empregando-se uma amostra de

zinco (99,98%, Aldrich®, Milwaukee, USA).

4.2.2.3 Difracéo de raios X (DRX)

Para avaliar a ocorréncia de interacdo entre os componentes da MB, os difratogramas do
FTD, dos excipientes e das MB foram obtidos através do difratdmetro Siemens® (X-Ray
Diffractometer, D-5000), equipado com anodo de cobre. As amostras foram analisadas no

intervalo de angulo 26 de 3-45°.
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4.2.2.4 Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho médio foi obtido utilizando o
equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de selénio. As amostras do FTD, dos excipientes e das MB analisadas
foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR e os resultados
foram obtidos com 16 varreduras e resolucdo de 4 cm™ na regido compreendida entre 4000 a
650 cm™.

4.2.2.5 Estudo cinético de decomposi¢do nao-isotérmica

A investigacdo da cinética de degradacdo ndo-isotérmica foi obtida com TG através da
aplicacdo do método de Ozawa. Foram utilizadas razbes de aquecimento 5, 10, 20 e
40°C.min™, na faixa de temperatura entre 25-600°C, em porta amostra de platina com
aproximadamente 6mg (x 0,3) de amostras e atmosfera dindmica de nitrogénio sob fluxo de

50 mL.min?, utilizando a termobalanca Shimadzu®, modelo TGA Q60.
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RESULTADOSE DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE 1. ESTUDO DE CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DO
ANTIRRETROVIRAL TENOFOVIR FRENTE A UMIDADE E AO ESTRESSE
HIDROLITICO E OXIDATIVO

5.1.1 Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

O espectro de absor¢do do FTD foi obtido na regido do infravermelho médio (FTIR-
MID), entre 4000 a 650 cm™ (Figura 8), onde é possivel observar as bandas caracteristicas do
pré-farmaco (Tabela 1). O espectro obtido para o FTD apresentou bandas concordantes com
as citadas na especificacdo da matéria-prima fornecida pela Cristalia e com as caracteristicas

da substancia quimica de referéncia analisada por Teixeira (2011).

Figura 8 - Espectro de absorcdo de Infravermelho do FTD.
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