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RESUMO

Medicamentos em associacao dose fixa (ADF) sdo importantes no tratamento do Virus
da Imunodeficiéncia Humana por diminuir a complexidade e a falha terapéutica. Por isto, em
2011, foi desenvolvido na Universidade Federal de Pernambuco um comprimido ADF
contendo zidovudina, lamivudina e efavirenz (EFZ), porém o estudo de estabilidade
necessario nao foi realizado. Por outro lado, vem sendo questionado se a forma polimérfica |
do EFZ, utilizada em formas farmacéuticas comerciais, seria a mais adequada em relagéo a
parametros de dissolucdo e estabilidade. Logo, este trabalho objetivou desenvolver método
indicativo de estabilidade (MIE) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para o
comprimido ADF, além de investigar as condi¢Ges de obtencdo do polimorfo Il do EFZ e
desenvolver métodos de quantificacdo deste polimorfo em misturas contendo o polimorfo I.
Para o desenvolvimento do MIE foram testadas diferentes condi¢fes, o melhor resultado foi
obtido a partir de gradiente utilizando agua e acetonitrila a 0,5 mL.min, coluna Supelco®
C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) a 30°C e tempo de analise de 50 min. No entanto, ajustes ainda
devem ser realizados para separar devidamente os produtos de degradacdo. Em relacdo a
obtencdo do polimorfo Il, ap6s avaliar diferentes condi¢des, foi escolhida realizar a
cristalizacido de EFZ em metanol a 20 mg.mL™ e temperatura entre -4 a 4°C em recipientes
abertos. Os polimorfos | e Il foram caracterizados por microscopia eletrénica de varredura,
difracdo de raios X, calorimentria diferencial de varredura, polarimetria, dissolucdo intrinseca
e espectroscopias de infravermelho e Raman. Os resultados obtidos mostraram-se semelhantes
aos da literatura, com excecdo do teste de dissolucdo intrinseca. Foram ainda realizadas
analises de espectroscopia na regido do infravermelho préximo (NIR) e de Terahertz, ainda
ndo descritas para 0 EFZ, tendo sido possivel diferenciar as duas formas por essas técnicas.
ApOs a caracterizacdo, procedeu-se o desenvolvimento de métodos de quantificacdo por
espectroscopia na regido do infravermelho médio (MID), NIR (equipamentos de bancada e
portatil) e Raman (equipamentos de bancada e portéatil) utilizando modelos de calibracdo
multivariada por regressao de Minimos Quadrados Parciais (PLS). Além disso, a performance
dos modelos construidos foi avaliada com o uso de técnicas de pré-processamento dos dados e
de selecdo de variaveis. Em geral, as técnicas de infravermelho resultaram nos melhores
modelos, com erro em torno de 5% (m/m), sendo que o erro analitico do MID foi reduzido
para em torno de 4% (m/m) com o uso da selecdo de variaveis por iPLS. Por outro lado, a
espectroscopia Raman resultou em maior erro, mesmo com 0 uso de técnicas de selecdo de

varidveis. Neste trabalho, portanto, foram desenvolvidos métodos de quantificacdo de



misturas polimdrficas (formas | e Il) de EFZ inéditos na literatura, sendo os melhores
resultados obtidos por espectroscopia de infravermelho utilizando equipamento de bancada ou
portatil. A técnica utilizada é simples, de baixo custo e, devido a facilidade do uso de
instrumentos portateis, podera futuramente ser utilizada ndo apenas para estudo da
estabilidade do polimorfo Il do EFZ, como também em processos -at, -in, -online de

monitoramento da qualidade.

Palavras-chave: Estabilidade de Medicamentos. Efavirenz. Lamivudina. Zidovudina.



ABSTRACT

Fixed dose combination drugs (ADFs) are important in the treatment against human
immunodeficiency virus, because of their contribution in decreasing therapeutic complexity
and failure. In 2011, an ADF tablet containing zidovudine, lamivudine and efavirenz (EFZ)
was developed at Federal University of Pernambuco, however, without having undergone the
required stability study. On the other hand, recently it has been questioned if the polymorphic
form | of EFZ utilized in commercial dosage forms is the most suitable regarding to
dissolution and stability parameters. Therefore, this work aimed to develop stability-
indicating method (MIE) by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) for the ADF
tablet, as well as to investigate the conditions for obtaining and characterizing the polymorph
Il of EFZ and to develop methods for quantifying this polymorph in mixtures containing the
polymorph I. For the development of MIE, it was tested different conditions, the best result
was obtained from a gradient using water and acetonitrile, Supelco® C18 column (250 x 4.6
mm, 5 um) at 30°C, flow rate of 0.5 mL.min*! and analysis time of 50 min. Although, adjusts
must be realized to separate the degradation products. Regarding to the obtainment of
polymorph II, after evaluation of different conditions, it was chosen the crystallization of EFZ
in methanol at 20 mg.mL at -4 to 4°C in open recipients. Polymorphs | and Il were
characterized by common techniques for polymorphism investigation: scanning electron
microscopy, x-ray diffraction, scanning differential calorimetry, polarimetry, intrinsic
dissolution and infrared and raman spectroscopy. The obtained results demonstrated similarity
with it has been seen in literature, except for the intrinsic dissolution. In addition, it was
realized analyses that were not yet described for EFZ in the near infrared region and in the
terahertz range, these techniques were able to differentiate the polymorphs | and Il. After
characterization, methods of quantification were developed in the infrared (MID), NIR
(portable and benchtop equipment) and Raman (portable and benchtop equipment) using
multivariate calibration models and Minimal regression Partial Squares (PLS). In addition, the
performance of the constructed models using different data pre-processing and variable
selection techniques was evaluated. In general, infrared techniques resulted in the best
models, with an error around 5% (w/w), and for MID the error was reduced to around 4%
(w/w) with the use of variables by iPLS. While Raman spectroscopy resulted in greater error,
even with the use of variable selection techniques. Therefore, unprecedented methods were
developed for quantification of polymorphic mixtures (forms | and I11) of EFZ and the best

results were obtained using benchtop or portable equipment of infrared spectroscopy. The



technique is simple, low cost and, due to the ease of use of portable instruments, it will can be

used not just for the stability study of the polymorph Il of EFZ, as also -at, -in, -online quality
monitoring process.

Keywords: Drug Stability. Efavirenz. Lamivudine. Zidovudine.
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1 INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS, do inglés Acquired Immune
Deficiency Syndrome) se caracteriza pela ocorréncia de infec¢Ges por micro-organismos
oportunistas e neoplasias, devido a imunodepressdo causada pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV, do inglés Human Immunodeficiency Virus). Sem o tratamento adequado, o
paciente facilmente sucumbe em decorréncia das varias enfermidades que adquire (SANKOH
etal., 2014).

Segundo as estimativas mais recentes, existem em torno de 36,9 milhGes de infectados
no mundo, mas apenas 59% recebem tratamento (UNAIDS, 2018). Nesse cenario, o Brasil se
destaca desde 1996, por ter sido o primeiro pais em desenvolvimento a adotar politicas pablicas
de prevencdo e combate ao HIV/AIDS, a diagnosticar e distribuir medicamentos gratuitamente
(BRASIL, 1996).

O tratamento consiste no uso de terapia antirretroviral de alta atividade (HAART, do
inglés Highly Active Antiretroviral Therapy) que consiste na combinacdo de, pelo menos, trés
farmacos: dois inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideo ou nucleotideo
associados a outras classes de antirretrovirais, como inibidores da transcriptase reversa nao
analogo de nucleosideo, inibidores de protease e inibidores de integrase (BRASIL, 2017).
Devido a complexidade do regime terapéutico ser um dos grandes fatores de comprometimento
da adesdo do paciente, novas formas farmacéuticas tém sido criadas em regime de associacao
dose fixa (ADF).

A primeira ADF foi registrada, em 1997, pela FDA (Food and Drug Administration)
sob 0 nome de Combivir®, composta por 150 mg de lamivudina (3TC) e 300 mg de zidovudina
(AZT) (PORTSMOUTH; SCOTT, 2007). Essa associacdo de farmacos faz parte até hoje dos
esquemas terapéuticos, juntamente com 600 mg de efavirenz (EFZ) (BRASIL, 2017).

Com o objetivo de diminuir a administracdo de comprimidos e, consequentemente,
aumentar a adesdo terapéutica, foi desenvolvido um comprimido ADF contendo estes trés
farmacos no Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos (LTM), da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), em parceria com o Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE).
O comprimido ainda deve passar por estudos de estabilidade acelerada e de longa duragéo para
o0 estabelecimento do prazo de validade conforme o estabelecido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (SILVA, 2009; FONTES, 2011; SOARES, 2011).

Estudos de estabilidade s&o realizados para avaliar as alteragdes quimicas e fisicas que
podem ocorrer ao longo do tempo de vida de prateleira. No estudo, sdo detectados e
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quantificados todos os produtos de degradacdo que podem ser gerados durante o prazo de
validade por meio de método indicativo de estabilidade (MIE).

Em relacdo aos farmacos utilizados na formulacdo, apenas o EFZ possui
biodisponibilidade limitada pela baixa solubilidade aquosa. Por este motivo, muitas estratégias
tém sido aplicadas para o aumento da solubilidade como o uso de dispersdes, complexagcdo com
ciclodextrinas e outros polimeros (GOMES et al., 2015). Mais recentemente, estudos de
termodinamica e de dissolucgéo indicaram que o polimorfo Il do EFZ, além de mais estavel em
temperatura ambiente, tem solubilidade 10 vezes maior do que o polimorfo | atualmente
utilizado. Dessa forma, o polimorfo Il seria a forma mais indicada para uso em formas
farmacéuticas (FANDARUFF et al., 2014; FANDARUFF, 2016). No entanto, a ANVISA, por
meio da RDC n° 45 de 2012, estabelece que insumos farmacéuticos também devam passar por
estudos de estabilidade acelerada e de longa duracdo. Sendo assim, para fins de registro, esses
estudos precisariam ser realizados para o polimorfo Il antes de ser veiculado em medicamentos
(BRASIL, 2012). Para tanto, € necessario que sejam desenvolvidos métodos analiticos que
quantifiqguem polimorfos I e Il em amostras.

Neste contexto, a finalidade deste trabalho foi desenvolver ferramentas para estudar a
estabilidade quimica dos comprimidos ADF contendo AZT, 3TC e EFZ e a estabilidade fisica
do polimorfo Il do EFZ.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver método analitico para avaliar a estabilidade quimica dos antirretrovirais 3TC,

AZT e EFZ em comprimido ADF, assim como desenvolver método quantitativo de misturas

contendo as formas polimorficas | e 11 do EFZ.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os métodos compendiais para doseamento de substancias relacionadas dos
antirretrovirais de escolha: AZT, 3TC, EFZ;

Analisar a influéncia de modificacBes na temperatura, tempo de anélise, coluna,
gradiente e na preparacdo da amostra no desenvolvimento do MIE utilizando CLAE;
Realizar estudos de degradacéo forcada para avaliar a eficiéncia do MIE desenvolvido;
Analisar a influéncia de condi¢bes de temperatura, concentracdo de EFZ e de
superficie de evaporacdo na cristalizacdo do polimorfo Il do EFZ;

Caracterizar os polimorfos por Microscopia Eletrénica de Varredura; Difracdo de
raios-X; Polarimetria; Calorimetria diferencial de varredura; Espectroscopias na regiao
do infravermelho médio (MID), proximo (NIR); Raman e de Terahertz; Dissolucéo
intrinseca.

Desenvolver métodos analiticos para quantificacdo de misturas binarias dos
polimorfos | e Il do EFZ por MID, NIR e espectroscopia Raman utilizando regressédo
por Minimos Quadrados Parciais (PLS).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Breve historico sobre HIV/AIDS

O HIV surgiu de uma mutagdo do virus da imunodeficiéncia simia (SIV, do inglés
Simian Immunodeficiency Virus) presente em primatas ndo humanos. Segundo estimativas, a
adaptacdo do virus para a espécie humana ocorreu pela exposicdo de cacadores, em Camardes,
a carne contaminada destes primatas por volta do inicio do século 20. O crescente comércio de
borracha e marfim pelo rio Sangha permitiu que a infec¢do chegasse a Kinshasa na Republica
Democratica do Congo durante a década de 1920. A cidade continha grande numero de
trabalhadores mineiros e prostituicdo, o que levou a um maior contagio de pessoas (COHEN,
2014; FARIA et al., 2014; HEENEY, DALGLEISH, WEISS, 2006).

O virus chegou ao continente americano apenas na década de 1960 por meio de
profissionais haitianos que haviam estado na Republica Democrética do Congo (COHEN,
2014). As migracGes populacionais e a mudanca das relacGes sociais com a maior liberdade
sexual e uso de drogas injetaveis, levou a disseminacdo do virus por varios outros paises. No
entanto, s6 em 1981, foram oficialmente descritos nos Estados Unidos 0s primeiros casos
(CDC, 1981; WOROBEY et al., 2016).

Inicialmente, a doenca se concentrou em homens jovens homossexuais e em usuarios de
drogas injetaveis. As principais manifestacbes eram a pneumonia causada pelo protozoario
Pneumocystis jiroveci e o sarcoma de Kaposi, aliados a um quadro de imunodeficiéncia sem
causa aparente.

Somente em 1983, o virus foi isolado, o que foi decisivo para iniciar o desenvolvimento
de testes de identificacdo do virus em produtos hemoderivados, reduzindo as infec¢des por uso
destes produtos ou por transfusdes sanguineas (BARRE-SINOUSSI et al., 2013; VAHLNE,
2009). Esforcos tambem estavam sendo realizados para o desenvolvimento de tratamento
especifico de combate ao HIV.

A urgéncia de encontrar uma alternativa terapéutica levou a AZT a ser aprovada como
medicamento em tempo recorde. Os primeiros testes clinicos da AZT iniciaram em 1985 e o
registro do medicamento ocorreu em 1987 (BRODER, 2010).

Apesar do uso da AZT como monoterapia ndo ser o ideal, devido a toxicidade e eficacia
limitada, o uso deste farmaco demonstrou que o desenvolvimento de um tratamento era
possivel. Outras classes de farmacos foram criadas e, em 1996, a terapia HAART foi

implementada, aumentando a expectativa de vida dos pacientes (BRODER, 2010).
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Esforcos tém sido feitos para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas e de
uma vacina. No entanto, até 0 momento, apenas duas pessoas foram consideradas curadas em
um tratamento que consistiu no transplante de células tronco com uma mutacdo genética de
uma quimiocina (CCR5), importante na ligacdo do virus a célula hospedeira (HUTTER et al.,
2009; JOHNSTON, 2016; WARREN, 2019).

Embora seja promissora, atualmente a terapia genética é complexa, de alto custo, ainda
sem reprodutibilidade e dificilmente seria viavel utiliza-la para curar a todos os milhdes de
infectados, a maior parte deles residente da Africa (JOHNSTON, 2016; KURITZKES, 2016).

3.2 0O virus HIV

O HIV ¢ pertencente a familia Retroviridae (do latim retro: reverso), por possuir a
transcriptase reversa (enzima responsavel por transcrever o RNA viral em DNA de dupla fita
para realizagdo da replicacdo), e ao género Lentivirus (do latim lentus: lento), por causar
infeccdo de progresséo lenta (LEITE et al., 2013; LEVINSON, 2016).

Figura 1 - Estrutura do HIV.
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Fonte: Imagem adaptada de BRASIL (2016).

Estruturalmente, o HIV é uma particula esférica que mede entre 100 a 120 nm de
didmetro. A camada mais externa, o envelope, € composta por uma bicamada fosfolipidica
que envolve o capsideo de formato conico assimétrico formado por 1000 a 1500 cépias de
proteina. Esta estrutura protege o material genético: duas fitas simples de RNA (Figura 1)
(BRASIL, 2016; CHEN, 2016).
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Quando se encontra no corpo humano, o HIV atua infectando preferencialmente
células T (CD4" e CD8") e macrdfagos. Nas células T, o processo resulta em lise, causando a
diminuicdo dréstica destas células, sendo um dos indicadores da infeccdo (DALGLEISH et al,
1984; KLATZMANN et al., 1984; KUMAR; HERBEIN, 2014).

O ciclo de replicacdo (Figura 2) comega com a ligacdo da gliproteina gp120 do HIV
ao receptor CD4 da célula, seguido da fusdo do envelope viral a membrana plastica mediada
pelo co-receptor CCR5 ou CXR4. Apoés a fusdo, inicia-se a etapa de desnudamento, que

consiste na dissolucdo do capsideo no citoplasma da célula do hospedeiro e, consequente,
liberagdo do conteudo: RNA viral e proteinas.

Figura 2 - Ciclo de replicagdo do HIV.
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Fonte: Adaptacdo a partir de Engelman e Cherepanov, 2012 (BRASIL, 2016).

No citoplasma, o DNA viral é transcrito pela transcriptase reversa, a partir do RNA
viral, e associado a proteinas para formar um complexo nucleoprotéico de integracdo (PIC, do
inglés Pre-Integration Complex). O PIC € responsavel por transportar o DNA viral ao nucleo
celular, onde este sera ligado a cromossomos por intermédio da enzima viral, a integrase
(FERREIRA, RIFFEL, SANT’ANA, 2010; KUMAR, HERBEIN, 2014).

ApoOs a integracdo, a partir do novo DNA é transcrito RNA viral (mensageiro e

genémico) com o auxilio do RNA polimerase 11 celular. O RNA mensageiro viral produzido



26

é, entdo, exportado para o citoplasma para producdo de poliproteinas que serdo utilizadas na
producdo de novos virions.

As poliproteinas Gag e Env sdo sintetizadas e clivadas pela protease viral em proteinas
individuais para a formacao estrutural de particulas virais maduras, enquanto a Pol € clivada
em trés enzimas importantes no processo de replicacdo: protease, transcriptase reversa e
integrase. Outros tipos de proteinas também séo sintetizados como Rev e Tat, responsaveis
pela regulacdo da expressdo génica, e as proteinas Vpu e Vif, que mediam a liberagcdo dos
virions a partir da célula hospedeira por meio de brotamento (KARTIKEYAN et al., 2007;
FERREIRA; RIFFEL; SANT’ANA, 2010).

3.2.1 Classificacdo do HIV

Devido ao alto grau de mutacgdo, virus de RNA, como o HIV, possuem uma grande
diversificagdo genética (CUEVAS et al.,, 2015; ELENA; SANJUAN, 2005). Sabe-se
inclusive, que o HIV se adaptou a partir de diferentes tipos de SIVs, originando duas
linhagens diferentes (HIV-1 e HIV-2) com apenas 50% de similaridade entre os genomas,

além de diversos grupos, subtipos e formas recombinantes (BRASIL, 2016) (Figura 3).

Figura 3 — Tipos e subtipos conhecidos do virus HIV.

HIV
|
I I
Tipo 1l Tipo 2
| | | | |
P 0 N M A-1| |CRF

| | | |
A-H] | J-K| | CRFs| |JURFs

Legenda: CRFs — Circulating Recombinant forms; URFs — Unique Recombinant Forms. (PEETERS; D’ARC;
DELAPORTE, 2014; SORIANO et al., 2000). Fonte: Autoria propria.

O tipo 1 é derivado a partir de SIVs encontrados em gorilas e chimpanzés e se divide
em grupos O, M, N e P. O grupo M (Principal, do inglés Main) é o mais comumente

encontrado e mais facilmente transmissivel tendo sido apontado como o responsavel pela


https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:
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epidemia atual de HIV/AIDS. Este se divide em subtipos A, B, C, D, E, F, G, H, K, J e em
formas recombinantes:

- circulante (CRF), quando documentada em mais de trés individuos ndo relacionados
epidemiologicamente;

- Unica (URF), quando casos de transmissao ainda nao sao conhecidos.

Enquanto o tipo 2 é derivado de SIV encontrado em macacos da espécie Cercocebus
atys. Divide-se em grupos A, B, C, D, E, F, G, H, | e em CRFs. O grupo A é o mais comum,
sendo encontrado apenas na regido oeste da Africa. Difere do tipo 1, por possuir baixa
transmissibilidade e progressio mais lenta (BRASIL, 2016; PEETERS, D’ARC,
DELAPORTE, 2014).

Apesar de ser menos prevalente, a infeccdo pelo HIV-2 é um desafio por ndo possuir
tratamento especifico, sendo inclusive resistente a farmacos comumente utilizados no
HAART, como o EFZ (BORKAR, KASHID, 2015; PETERSON, ROWLAND-JONES,
2012). Alem disso, os testes de HIV rotineiramente utilizados ndo sdo conclusivos para

identificar a infecgéo pelo tipo 2.

3.3 O tratamento antirretroviral (TARV)

Os farmacos utilizados no tratamento funcionam inibindo fases do ciclo de replicacdo
do HIV. Até o momento existem as seguintes classes de inibidores: de fusdo, de CCR5, da
transcriptase reversa analogos de nucleosideos/nucleotideos (ITRN/ITRNt) e ndo-analogos de
nuleosideos (ITRNN), da protease (IP) e da integrase (lInt). Além dos inibidores também ha
os promotores farmacocinéticos (PF), indicados para aumentar a efetividade dos
medicamentos utilizados no tratamento (USA, 2018).

No Brasil, o protocolo de tratamento atual utiliza ITRNs, ITRNNSs, lints, IPs e PF
como as principais linhas de tratamento (Tabela 1).

Tabela 1 — Principais farmacos utilizados no protocolo clinico de tratamento do HIV/AIDS no Brasil.

Classe de medicamento Farmacos inicialmente utilizados
ITRN/ITRNt Tenofovir (TDF), 3TC, AZT

ITRNN EFZ

lInt Dolutegravir (DTG), Raltegravir (RAL)
Classe de medicamento Farmacos utilizados apos falha terapéutica
IP Atazanavir, Darunavir, Lopinavir

IP/PF Ritonavir

Fonte: Dados da nota informativa n° 7 de 2017 do DDAHV/SVS/MS (BRASIL, 2017).
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O esquema terapéutico principal a ser recomendado, a partir de 2017, em pacientes
que nunca utilizaram terapia HAART, é a combinagdo dos farmacos: TDF + 3TC + DTG
(BRASIL, 2018). Enquanto a combinacdo de AZT + 3TC + EFZ, foco deste trabalho, é
aconselhada preferencialmente para:

- adultos intolerantes ao TDF ou coinfectados com tuberculose;

- gestantes ou mulheres com possibilidade de engravidar;

- criancas acima de trés anos com peso menor do que 35 Kkg.

O mecanismo de agdo deste esquema terapéutico é baseado na inibi¢do da transcricdo
do DNA viral. Os farmacos ITRN (AZT e 3TC) inibem por competicdo a insercdo de
nucleosideos naturais durante a transcricdo e, quando inseridos na fita de DNA em formacéo,
encerram o0 processo por falta de sitio de ligacdo necessarios para inclusdo de novos
nucleosideos. J4 o ITRNN (EFZ) atua ligando-se diretamente a transcriptase reversa, inibindo
a sua acdo. O EFZ também age aumentando o processamento das poliproteinas Gag e Gag-
Pol, o que diminui o aporte destas na formacdo de novas particulas virais (BRAZ,
HOLLADAY, BARKLEY, 2010; SLUIS-CREMER, TACHEDJIAN, 2008; SOUZA,
STORPIRTIS, 2004).

3.4 Medicamentos ADF

Segundo a ANVISA, medicamentos ADF sdo formas farmacéuticas que contém dois
ou mais insumos farmacéuticos ativos. Sdo utilizadas, geralmente, para simplificacdo de
regimes terapéuticos complexos com o intuito de melhorar a adesdo dos pacientes (BRASIL,
2010a).

A adesdo terapéutica de pessoas que vivem com HIV/AIDS é de extrema importancia
para 0 sucesso do tratamento. Sabe-se que apenas alguns meses de uso irregular dos
medicamentos, aumenta a chance de falha terapéutica, a prevaléncia de HIV resistente aos
farmacos utilizados, além de elevar a chance de transmissdo vertical e entre parceiros
sorodiscordantes. Por essas vantagens e por serem considerados mais baratos, medicamentos
ADFs tém sido sugeridos preferencialmente no tratamento de HIV/AIDS ndo s6 no Brasil
como na Europa e nos Estados Unidos (COSTA et al., 2018; NARAYANAN, CLAY, 2015;
RAMIRO, LLIBRE, 2014).

No entanto, o desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas em ADF é um grande
desafio farmacotécnico, pois os farmacos podem possuir caracteristicas fisico-quimicas
diferentes, podendo ocasionar problemas de compatibilidade, estabilidade e

biodisponibilidade (DESAI et al., 2013). Sendo assim, diversos estudos devem ser realizados
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para avaliar os efeitos de veicular mais de um farmaco em uma mesma forma farmacéutica.
Mais adiante serdo apresentados os estudos de compatibilidade e de estabilidade voltados para

medicamentos ADF.

3.4.1 Estudos de compatibilidade

A incompatibilidade que ocorre entre fa&rmacos e entre farmacos e excipientes durante
0 periodo de armazenamento pode ser quimica ou fisica. A incompatibilidade quimica ocorre
quando héa reacdo quimica com formacéo de produtos de degradacdo, podendo resultar na
diminuicéo da eficacia terapéutica e toxicidade do medicamento. J& a incompatibilidade fisica
ocorre com a alteracdo de propriedades fisicas como cristalinidade, solubilidade, taxa de
dissolucdo e biodisponibilidade. Dessa forma, a compatibilidade deve ser identificada para
garantir a eficacia e seguranca dos medicamentos desenvolvidos (CHADHA, BHANDARI,
2014).

Embora a realizacdo de estudos de compatibilidade seja importante, até o0 momento
ndo existem protocolos claramente definidos pelas agéncias regulatérias de medicamentos,
cabendo ao pesquisador delinear o estudo.

Geralmente, os estudos sdo realizados por meio de andlises térmicas, como
calorimetria diferencial de varredura (DSC, do inglés Differential Scanning Calorimetry) e
termogravimetria (TG). A primeira técnica traz informagdes sobre a variacdo de entalpia e
ocorréncia de eventos endotérmicos e exotérmicos, enquanto a segunda técnica € relacionada
a mudanca de massa que ocorre durante o aquecimento devido a processos de decomposicéo e
evaporacgdo. A interacdo entre farmacos é identificada quando estes pardmetros ocorrem de
forma significativamente diferente para os farmacos isolados e em mistura fisica (MATOS et
al., 2017).

Quando identificada a interacdo, analises nao-térmicas, tais como espectroscopia de
infravermelho (IV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sdo utilizadas de
maneira complementar ao estudo. O IV evidencia a ocorréncia de interaces pelo
aparecimento, desaparecimento e mudancas nas bandas relacionadas aos grupos funcionais
dos compostos estudados. Enquanto a CLAE consegue separar, identificar e quantificar a
ocorréncia de possiveis subprodutos formados devido a incompatibilidade quimica
(BEZERRA et al., 2017; LILTORP et al., 2011; MATOS et al., 2017).

No desenvolvimento do comprimido ADF contendo AZT, 3TC e EFZ, Soares (2011)
identificou incompatibilidade na mistura ternaria, ap6s aquecimento a 200°C em DSC, pela

geracdo de dois produtos de degradacéo néo identificados. No entanto, como essa temperatura
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ndo € usualmente utilizada no processo de produgdo de comprimidos ou no armazenamento,
ndo foi considerado utilizar tecnologias de produgdo de comprimidos que envolvesse a
separacdo dos farmacos, como o0 uso de comprimidos multicamadas e sistemas
multiparticulados.

Posteriormente, Gomes e colaboradores (2013) também descreveram mudangas em
descolamentos quimicos de misturas binarias de 3TC e EFZ provavelmente devido a
interacdes fracas entre acido e base, ndo observadas nas analises de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) realizadas por Soares (2011). Nos dois estudos, foi evidenciada a existéncia
de interacdes pelo adiantamento da temperatura de fusdo dos farmacos nas misturas fisicas.
No entanto, a reducdo da temperatura de fuséo pode auxiliar o aumento de solubilidade, sendo

assim mais estudos devem ser realizados para avaliar a qualidade dessas interacdes.

3.4.2 Estudos de estabilidade

Estudos de estabilidade sdo realizados em insumos farmacéuticos ativos (IFAs) ou
medicamentos em condicdes de armazenamento especificas com a finalidade de estabelecer
ou confirmar prazos de validade. Os parametros de armazenamento dos estudos sdo
determinados de acordo com as condigdes climaticas. Para o Brasil a recomendagao é utilizar
30°C/75% UR para estudos de longa duragdo, por representar as condigdes comuns de
armazenamento em prateleira, e 40°C/75% UR para estudos de estabilidade acelerada para
simular o impacto da curta exposicdo a condi¢cdes fora da especificacdo que pode ocorrer
durante o transporte do medicamento (BRASIL, 2005; WHO, 2005).

Durante o periodo de teste que € de seis meses na estabilidade acelerada e, no minimo,
doze meses na estabilidade de longa duracéo, sao avaliados a ocorréncia de alteracdes fisico-
quimicas. Para isto, todos os testes de controle de qualidade especificados devem ser
realizados, inclusive um método indicativo de estabilidade (MIE) deve ser desenvolvido e
validado para dosear IFAs e produtos de degradacdo (BRASIL, 2005; 2015b).

Comumente, € escolhida uma técnica cromatografica como CLAE, UPLC, UHPLC e
eletroforese capilar para ser utilizada no MIE. O método cromatografico deve separar
completamente todos os produtos de degradagdo e IFAs, sendo gradativamente mais
complexo alcancar essa separacdo com o aumento do numero de IFAs na ADF. Dessa
maneira, para iniciar o desenvolvimento do MIE é necessario avaliar as propriedades fisico-
guimicas dos farmacos isolados e os MIEs ja estabelecidos contidos nas monografias
individuais (BAKSHI, SINGH, 2002; SINGH et al., 2013).
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Para avaliar a habilidade de separacdo do método e compreender 0s mecanismos de
degradacdo é indicado realizar a degradacdo forcada das IFAs (isoladas e misturadas), do
placebo e do produto. Neste estudo, sdo utilizadas diferentes condi¢cbes como temperatura e
umidade, uso de solucdes neutras, acidas, basicas, oxidativas e luz (BRASIL, 2015).

Na literatura, pode-se facilmente encontrar diversos estudos de degradacdo forcada
dos farmacos utilizados no presente trabalho, de forma que j& existem propostas de
mecanismos de degradacdo e os principais produtos de degradacao ja sdo conhecidos. Mais
adiante serdo descritas informacgdes sobre a estabilidade e MIE dos farmacos de interesse

isolados ou em combinagéo que podem ser encontrados na literatura.

3.4.2.1 AZT

A AZT foi considerada instavel a 80°C em soluc¢des aquosas em pH neutro, basico e,
principalmente, acido em que houve degradacdo de até 90% em 5 dias (DUNGE,
CHAKRABORTI, SINGH, 2004; DUNGE et al., 2005), por meio do mecanismo apresentado
na Figura 4.

Essas solugdes também foram expostas na camara de fotoestabilidade a 40°C durante
15 dias, tendo sido deixado um grupo controle no escuro. Nessas condi¢des, houve
degradacdo de até 80% do farmaco, possivelmente segundo mecanismo apresentado na Figura
5. No entanto, a sensibilidade do AZT a luz parece ocorrer apenas em solugdes aquosas ja que
houve apenas 5% de degradacdo quando o soOlido ficou exposto durante dois meses nas
mesmas condi¢bes (DUNGE, CHAKRABORTI, SINGH, 2004; DUNGE et al., 2005).
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Figura 4 — Mecanismo de degradacdo hidrolitica da AZT.
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Figura 5 — Mecanismo de degradacdo fotolitica da AZT.
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Apesar de se esperar a formacdo de dois produtos de degradacdo principais nos
cromatogramas (timina e anel furanosidico), o anel furanosidico formado nédo € detectado em
cromatografia liquida por deteccdo por UV ou espectrometria de massas (EM)
(DEVRUKHAKAR et al., 2013; DUNGE, CHAKRABORT]I, SINGH, 2004; KURMI et al.,
2017). Por ser volatil, a deteccao apenas foi possivel por meio de técnica hifenada de DSC/TG
e cromatografia gasosa com deteccdo por EM (ARAUJO et al., 2003).
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Em relacdo ao nimero de produtos de degradagdo, além da timina, sdo descritos a
ocorréncia de oito produtos minoritarios em estudos de degradacdo em condi¢des de hidrélise
e fotdlise (KURMI et al, 2017).

3.4.2.23TC

Nos estudos de degradacdo forgcada, a 3TC forma cinco produtos em condicOes de
hidrolise em pH acido e basico e em solucbes oxidativas contendo 30% de peroxido de
hidrogénio (Figura 6). Na Figura 7, o mecanismo de degradacdo hidrolitica esta

esquematizado.
Figura 6 — Esquema de formacéo dos produtos de degradacéao (I-V) da 3TC.
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Figura 7 — Mecanismos de degradacdo hidrolitica da 3TC.
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Mais recentemente, foi divulgado um novo estudo de degradacdo forcada com
informac@es sobre a cinética de degradacéo e a identificacdo de um novo produto (KURMI,
SINGH, 2017).

Segundo Kurmi e Singh, a 3TC seria mais sensivel a oxidagéo, degradando cerca de
16% em apenas 30 min em solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% a 30°C. Em relacdo a
degradacéo hidrolitica, haveria 11% de degradagio em apenas 30 min em solucéo 0,1 mol.L™
de hidroxido de sodio a 80°C, enquanto nas mesmas condicdes utilizando &cido cloridrico,

10% de degradacdo ocorreriam em 6h.
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O novo composto identificado como 4-Amino-1-(2-metileno-1,3-oxatiolano-5-
il)pirimidina-2(1H) (Figura 8), seria um produto intermediario das reaces de hidrolise, que

teria concentracdo gradativamente maior até 12h e depois a concentracdo comecaria a reduzir.

Figura 8 — Estrutura molecular do novo produto de degradacdo identificado da 3TC.
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Fonte: (KURMI, SINGH, 2017).

3.4.2.3 ADF: AZT+3TC

Embora ndo existam na literatura estudos de degradacdo forcada ou o
desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade de ADF contendo AZT e 3TC,
existem métodos de doseamento de substancias relacionadas (impurezas e produtos de
degradacédo) descritos em compéndios internacionais. Em relagdo a Farmacopeia Brasileira,
esta apresenta monografia do comprimido ADF, no entanto omite a apresentacdo de método
para identificacdo de substancias relacionadas.

A Farmacopeia Americana (USP, 2011) indica o uso de método gradiente (Tabela 2),
utilizando as solugdes:
-A: 25 mmol.L? de acetato de amonio (pH 3), acidificado com &cido trifluoroacético.
-B: Metanol.

Tabela 2 — Gradiente de método USP para doseamento de comprimido ADF contendo AZT e 3TC.

Tempo (min) Solucéo A (%) Solucédo B (%)
0 95 5
18 85 15
30 55 45
40 40 60
48 40 60
51 95 5
60 95 5

Fonte: USP, 2011.
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Em relacdo ao sistema cromatogréfico, é utilizada uma coluna C18 (25 cm x 3 mm),
fase mével com fluxo de 0,5 mL.min, volume de injecdo de 10 pL e detector UV em 270
nm.

Enquanto a Farmacopeia Internacional (WHO, 2018), indica o uso de método (Tabela
3) que utiliza as seguintes solugdes:

- A: 25 mmol.L de acetato de amonio (pH 3,8), acidificado com acido acético.

- B: Metanol.

Tabela 3 - Gradiente de método da Farmacopeia Internacional para doseamento de comprimido ADF
contendo AZT e 3TC.

Tempo (min) Solucdo A (%) Solucédo B (%)
0 100 0
30 100 0
40 80 20
45 80 20
55 100 0

Fonte: WHO, 2018.

Para o sistema cromatografico, é utilizada uma coluna C18 (25 cm x 4.6 mm, 5 um),
fase movel com fluxo de 1,0 mL.min%, volume de injecdo de 20 pL e detector UV em 270

nm.

3.424EFZ

Maurin e colaboradores (2002), em um estudo que avaliou o comportamento do EFZ a
60°C em uma ampla faixa de pH de 0,6 a 12,8, descreveram a ocorréncia de um produto de
degradacdo principal, um aminoalcool, e um produto secundario, uma quinolina. De acordo
com 0s mecanismos de degradacdo propostos (Figuras 9 e 10), a quinolina seria produzida a
partir do aminoalcool formado. A degradacdo ocorreu principalmente em pH acima de 8,
sendo a faixa de pH de 2 a 6 a que possui menor taxa de degradacao.

N&o existem estudos de degradacdo forcada na literatura que foquem em outros
parametros de estresse: térmico, oxidativo e fotolitico do EFZ. Contudo Montgomery e
colaboradores (2001) publicaram um estudo que aborda o desenvolvimento de método para

doseamento de substéncias relacionadas e a realizagdo do estresse das amostras por hidrolise,
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fotolise e oxidacdo. Em todas as condigdes foram formados produtos de degradacdo, sendo

separadas ao todo seis substancias relacionadas que ndo tiveram a estrutura elucidada.

Figura 9 — Mecanismo de degradacédo hidrolitica do EFZ em aminoalcool.
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Fonte: Adaptado de Maurin e colaboradores (2002).

O método desenvolvido por Montgomery e colaboradores (2001) é utilizado
atualmente como o padrdo nos compéndios oficiais (BRASIL, 2010b; USP, 2018; WHO,
2018) e difere bastante das condicGes analiticas utilizadas para o comprimido ADF contendo
AZT e 3TC. Isso reflete a diferenca nas propriedades fisico-quimicas, 0 EFZ é um composto

mais hidrofébico que AZT e 3TC e possui pouca solubilidade aquosa.



Figura 10 - Mecanismo de degradac&o hidrolitica do EFZ em quinolina.
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O meétodo utiliza um gradiente (Tabela 4) com as seguintes solugdes:
- A: Metanol, acido trifluoroacético (TFA), agua (100: 0,5: 900 v/v/v).

38
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- B: Metanol, TFA, &gua (900: 0,5: 100 v/v/v).

Tabela 4 — Gradiente para doseamento de substancias relacionadas de comprimidos contendo EFZ.

Tempo (min) Solucdo A (%) Solucédo B (%)
0 60 40
16 50 50
23 35 65
28 30 70
29 20 80
31 20 80
32 60 40
40 60 40

Fonte: BRASIL, 2010b; USP, 2018; WHO, 2018.

Para o sistema cromatogréfico, é utilizada uma coluna CN (15 cm x 4.6 mm; 5um) a
40°C, fase mével com fluxo de 1,5 mL.min", volume de injecdo de 35 pL e detector UV em
250 nm.

3.5 O polimorfismo

Polimorfismo pode ser entendido como a habilidade que alguns farmacos possuem de
se cristalizar sob mais de uma forma. Devido a isso, apesar de possuirem a mesma
composi¢do quimica, diferentes polimorfos de um mesmo farmaco podem ter propriedades
quimicas e fisicas diferentes, tais como ponto de fusdo, reatividade quimica, solubilidade
aparente, taxa de dissolucéo, entre outras. Sdo propriedades que podem interferir no processo
de fabricacio do medicamento, assim como na estabilidade, solubilidade e,
consequentemente, na biodisponibilidade do farmaco no organismo. Portanto, o polimorfismo
pode afetar a seguranca, qualidade e eficacia do medicamento (USA, 2007; SANTOS et al.,
2014).

Na literatura, existem alguns casos descritos de farmacos que possuem polimorfos
com propriedades de estabilidade, solubilidade e, consequentemente, biodisponibilidade
diferentes. Um dos casos bem conhecidos, o palmitato de cloranfenicol, um antibidtico que
possui dois polimorfos relevantes: 0 A e o B. As propriedades de cada polimorfo séo téo
diferentes que influenciam a solubilidade, estabilidade, reatividade quimica,

biodisponibilidade e atividade bioldgica. O palmitato de cloranfenicol é um pré-farmaco que
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necessita ser hidrolisado in vivo por via enzimatica para se transformar em sua forma ativa. A
forma A, além de ser pouco soluvel, apresenta taxa de hidrélise muito baixa, interferindo na
obtencdo da forma ativa. Sendo assim, esta forma polimdrfica é reconhecida por ndo possuir
atividade biologica. Embora, a forma B seja mais sollvel, é instavel e eventualmente
transforma-se na forma A (SINGHAL; CURATOLO, 2004). Por esses motivos, monografias
farmacopeicas indicam o uso da forma B em produtos farmacéuticos em quantidade minima
de 90% e tratam a forma A como uma impureza (WHO, 2018).

O mebendazol é um anti-helmintico de amplo espectro, que possui trés formas
polimérficas (A, B e C), que se diferenciam pela estabilidade termodindmica (A>C>B) e
solubilidade (C>B>A). Como a forma C é estdvel em temperatura ambiente, apenas se
convertendo na forma A em 200°C, e apresenta solubilidade adequada, essa é a forma
utilizada como IFA, sendo as demais definidas como impurezas (ROQUE-FLORES et al.,
2019).

Apesar da regulamentacgdo, é necessario que métodos analiticos utilizados no controle
de qualidade sejam mais eficazes e praticos para atender aos critérios estabelecidos, pois
muitas vezes, 0s processos produtivos podem facilitar a cristalizacdo de polimorfos. Em um
estudo realizado por Garbuio et al. (2014), foram avaliados insumos e comprimidos
comercializados contendo MBZ. As analises indicaram que havia uma mistura polimorfica
nos insumos e dentre os comprimidos testados, a forma C foi identificada apenas em alguns.

Dessa forma, a ocorréncia de polimorfismo em farmacos de forma ndo controlada
pode gerar grandes perdas pela industria farmacéutica e também aos pacientes que ficam
privados de tratamento adequado. Em 1988, houve a retirada de Telgretol® do mercado por
falha terapéutica, devido a ocorréncia da transicdo da forma anidra para a forma dihidratada
da carbamazepina. E em 1998, a retirada do Norvir® (antirretroviral ritonavir) por falha nos
testes de dissolucdo, neste caso a perda financeira estimada foi de cerca de 250 milhGes de
dolares (SANTOS et al., 2014).

3.5.1 O polimorfismo do EFZ

O polimorfismo do EFZ vem sendo intensamente investigado, havendo inclusive
diversas patentes registradas de novas formas polimorficas. No entanto, sabe-se, até o
momento, que podem existir em temperatura ambiente apenas os polimorfos I, Il e I1l, um
solvato e dois co-cristais (MAHAPATRA et al., 2010; MARQUES et al., 2017; MELO et al.,
2013; RAVIKUMAR, SHRIDAR, 2009).
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Fandaruff e colaboradores (2014), por meio de ensaios de dissolucdo intrinseca
verificaram que o polimorfo Il seria 10 vezes mais solGvel que o polimorfo I, forma
comumente utilizada em formulagdes. O uso de DSC e o aquecimento durante analises de
microscopia e difracdo de raios-X demonstraram que o polimorfo Il se manteria estavel em
temperatura ambiente até 100°C e que se converteria no polimorfo | em 105°C. Além disso, a
entalpia de formacdo calculada indicou uma maior estabilidade do polimorfo Il em
temperatura ambiente, sendo teoricamente ratificado pelo fato de que estruturas cristalinas
com maior densidade tem uma maior estabilidade termodinamica (polimorfo | = 1,395 g/cm?
e polimorfo 1l = 1,486 g/cm®) (LEE, 2014; MAHAPATRA et al., 2010; RAVIKUMAR,
SHRIDAR, 2009). Devido a essas propriedades de maior solubilidade e maior estabilidade
termodinamica, o polimorfo Il seria uma alternativa mais vantajosa do que a forma utilizada

atualmente.

3.5.2 Caracterizacgdo polimorfica

Para a caracterizacdo do estado cristalino, muitas técnicas podem ser utilizadas. Brog
et al. 2013 divide em quatro tipos principais: as de microscopia, as de analises térmicas, a de
difracdo de raios X e as de espectroscopia vibracional. As primeiras sdo importantes para dar
no¢do visual do formato e do tamanho das particulas e quando acoplados a fornos as
informacdes resultantes sdo ainda mais ricas por poder haver o acompanhamento da
conversdo polimdrfica. As de andlise térmicas, embora ndo apresentem imagens, dao
informac@es sobre a entalpia envolvida no processo. A difracdo de raios X informa sobre o
tipo do padrdo cristalino. Enquanto as técnicas espectroscopicas vibracionais informam sobre
0 estado vibracional de cada polimorfo.

3.5.2.1 Espectroscopia do Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho é uma das técnicas vibracionais bastante utilizadas
para caracterizacdo de materiais. Baseia-se na aplicacdo de radiacdo eletromagnética na
amostra e a absorcdo dessa radiacdo resulta em um espectro, onde bandas representam a
absorcéo da radiacédo incidente em um determinado comprimento de onda e estdo associadas a
vibracdo de ligagbes quimicas cujo momento dipolo seja diferente de zero, podendo
identificar os grupos funcionais presentes (STUART, 2004).

A espectroscopia do infravermelho € subdividida em trés tipos de acordo com a regido

no espectro eletromagnético que podem ser observadas na (Tabela 5).
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Tabela 5 - Regides espectrais que compreendem o Infravermelho.

Regido Numero de onda (cm™)

Proximo 12821 a 4000
Médio 4000 a 400
Distante 400 a 10

* Adaptado de Workman e Weyer (2008).

A regido do infravermelho médio (Middle Infrared - MID) traz informagdes sobre
estiramentos e tensionamentos de ligacGes inter-atbmicas e modificacbes de angulos de
ligacbes (Brasil, 2010b). De modo diverso em relacdo ao MID, a regido do infravermelho
préximo (Near Infrared — NIR) traz informacdes sobre sobretons e combinacgdes de vibracdes
moleculares. No entanto, devido a ocorréncia de sobreposicdo de bandas, ha dificuldade de
realizar a elucidagéo estrutural do analito, da mesma forma que o MID. Para o NIR, séo
utilizadas técnicas quimiométricas para extrair informacdes de ordem qualitativa e
quantitativa, tendo sido muito utilizado no desenvolvimento de técnicas analiticas na area
farmacéutica ( WORKMAN; WEYER, 2008).

A Espectroscopia da regido do infravermelho distante é também conhecida por
Espectroscopia Terahertz (THz). Dentre os trés tipos de espectroscopia, € a que se
desenvolveu mais tarde, tendo atraido a atencdo de pesquisadores mais recentemente, a partir
dos anos 2000 (BAXTER; GUGLIETA, 2011). Esta técnica traz informaces sobre vibraces
moleculares, torcionais e da estrutura cristalina (STUART, 2004) e tem a vantagem de
investigar diretamente as propriedades associadas ao estado cristalino, do mesmo modo que a
técnica de referéncia, a difracdo de raios X. Outras técnicas vibracionais obtém informacdes
de forma indireta, pela avaliagcdo da interferéncia das interagfes intermoleculares sobre as
vibracdes intramoleculares. Contudo, a interpretacdo dos espectros ainda é complexa e
necessita de calculos teéricos computacionais como os baseados em teoria do funcional da
densidade (DFT) (McINTOSH et al., 2012; VIEIRA, 2016).

Na literatura, facilmente podem ser encontrados a identificagdo de estruturas de
farmacos como o EFZ por MID, devido a maior facilidade de interpretagdo. Em 2012, Mishra
e colaboradores utilizaram calculos DFT associados a MID e Espectroscopia Raman para
identificar os modos vibracionais apresentados pelo EFZ em cada espectro, assim como
atribuir conformacgdes estruturais. Fandaruff et al. (2014) utilizaram célculos DFT associados

a MID para a obtencdo da geometria das estruturas conformacionais dos polimorfos 1 e 1l e
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ainda indicaram as diferencas espectrais de cada polimorfo utilizando MID e Raman. Em
2017, Marques e colaboradores publicaram um estudo apresentando dois novos solvatos
formados a partir de EFZ, tendo sido realizado o estudo vibracional utilizando MID e Raman
das novas formas e do polimorfo I. Algumas informacBes sobre a conformacdo dos
polimorfos | e 1l também séo descritas. Até o momento, ndo foi publicado nenhum trabalho
contendo informagdes espectrais de EFZ obtidas utilizando NIR ou THz.

3.5.2.2 Espectroscopia Raman

Na espectroscopia Raman, a informac&o Util ndo é a da energia absorvida, mas a que é
espalhada. Ao incidir um feixe monocromatico em uma amostra, a radiacdo colide com a
matéria e se dispersa em todas as dire¢cdes. O espalhamento decorrente da colisdo inelastica se
caracteriza por ter frequéncia diferente da radiacdo incidida, sendo um indicativo de que parte
da energia foi utilizada para excitar um estado vibracional. Esse espalhamento é conhecido
como Raman e se subdivide em dois tipos: Stokes e anti-Stokes.

As ondas Stokes possuem frequéncia menor do que a radiacdo incidida, pois atingem
atomos em estado fundamental. Enquanto as ondas anti-Stokes, possuem uma radiacdo com
frequéncia maior, por decorrer da colisdéo com atomos em um estado vibracional excitado.
Como a populacdo de atomos em estado excitado é menor do que o encontrado em estado
fundamental, a intensidade do espalhamento anti-Stokes € menor do que o Stokes (AVILA,
2013).

O outro espalhamento, o Rayleigh, decorre da colisdo elastica e se caracteriza por ter
frequéncia igual ao da radiacdo incidida, indicando que ndo ocorre interacdo com a matéria. A
maior parte da radiacdo difratada corresponde ao espalhamento Rayleigh e por isso, 0s
espectrometros sdo equipados com filtros para remover ao maximo esse espalhamento.

Dos lasers utilizados, os mais comuns sdo da regido do infravermelho préximo, nas
faixas de: 1064, 830 e 785 nm. A escolha de qual laser utilizar deve considerar que quanto
menor o comprimento de onda utilizado, mais fotons espalhados sdo gerados. Esses fétons de
menor comprimento de onda sdo em contrapartida mais energéticos, produzindo um efeito de
fluorescéncia mais intenso. Esse efeito pode sobrepor as bandas do espalhamento Raman,
dificultando a obtencdo de informagdo sobre 0s modos vibracionais da amostra
(HARGREAVES et al., 2009).

Diferente da espectroscopia de infravermelho, que a atividade ocorre quando o dipolo
intrinseco da molécula é diferente de zero, na Espectroscopia Raman moléculas sdo

consideradas ativas quando ha alteracdo da polarizabilidade pela radiacdo eletromagnética.
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Sendo assim moléculas com um forte dipolo intrinseco, como € o caso da &gua, ndo sofrem
maiores perturbacbes e por isso a banda Raman proveniente é pouco intensa. Enquanto,
moléculas com grande densidade eletrénica, como é o caso dos compostos aromaticos, séo
mais suscetiveis a perturbacdes do momento dipolo (BASILIO, 2014). Portanto, a informacéo
obtida pela Espectroscopia Raman é considerada complementar ao Infravermelho, pois ha
modos vibracionais que ndo séo ativos para o infravermelho, mas séo para 0 Raman. No caso
da agua, como ja citado, amostras que possuem um teor de umidade, apresentam uma banda
intensa no infravermelho, sobrepondo as demais bandas e dificultando a extracdo de outras

informacdes, 0 que ndo ocorre para a Espectroscopia Raman.

3.6 Quimiometria

Quimiometria possui muitas definicbes diferentes na literatura. Segundo a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), “¢ a aplicagdo de estatistica a analise de
dados quimicos (de quimica organica, analitica ou medicinal) e o planejamento de
experimentos quimicos e simulagdes” (IUPAC, 1997). Para Miller e Miller (2006),
qguimiometria € uma area multidisciplinar que envolve estatistica multivariada, modelagem
matematica, ciéncia da computagdo e quimica analitica. As principais aplicacfes seriam para
calibracdo, validacgéo, teste de significancia, otimizacdo de experimentos e para a extragdo da
maior quantidade de informacéo quimica dos dados analiticos.

No desenvolvimento de métodos analiticos, a quimiometria tem sido bastante
empregada ja que ndo apenas otimiza experimentos como € imprescindivel para analises de
grande volume de dados complexos. Para isso, é seguido um roteiro que inclui a organizacao
e preparacao de dados para a aplicagdo na construcdo de modelos, sejam eles qualitativos ou
quantitativos (FERREIRA, 2015).

3.6.1 Pré-processamento de dados

Para a construgdo de modelos quantitativos utilizando espectroscopia, uma analise
prévia cuidadosa dos espectros é indicado para avaliar a ocorréncia de efeitos indesejados
causados por variacdo instrumental, dispersdes do sinal, radiacdo espuria e fluorescéncia
(FEARN et al., 2009; RINNAN et al., 2009).

Esses efeitos podem ser corrigidos com o uso de algumas técnicas de pré-
processamento de dados, como: suavizagdo por Savitzky-Golay (SG), Correcdo Multiplicativa

de Espalhamento ou do sinal (Multiplicative Scatter Correction, MSC), transformacéo Padréo
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Normal de Variacdo ou do sinal (Standard Normal Variate, SNV), métodos de derivacao e
outros de corregéo de linha de base.

3.6.1.1 Métodos de correcao de linha de base

Alteracdes na linha de base podem ocorrer devido a causas instrumentais ou amostrais
(fluorescéncia) e podem ser corrigidas aplicando-se diversos métodos como derivagdes no
espectro.

A primeira derivada é indicada quando deslocamentos no eixo das ordenadas sao
constantes no espectro, enquanto a segunda derivada é indicada quando h& uma inclinagdo da
linha de base a medida que decresce o nimero de onda (FERREIRA, 2015).

Também sdo utilizados algoritmos como Minimos Quadrados Ponderados (Weighted
Least Squares - WLS) e Minimos Quadrados Assimétricos (Asymmetric Least Squares -
ALS). Conceitualmente, ambos sdo similares e fazem ajustes iterativos da linha de base para
determinar quais variaveis sdo claramente devido a sinais espectrais e quais pertencem a linha
de base. Alguns parametros podem ser alterados para melhor ajuste. Para o0 WLS, a ordem
polinomial pode ser alterada, sendo a segunda ordem a mais utilizada. Enquanto o ALS,
possui dois pardmetros: o lambda e o P. O lambda é similar a ordem polinomial, pois controla
a curvatura da linha de base corrigida, sendo que quanto menor o lambda, maior é a curvatura
permitida. Enquanto o P, € um valor relacionado a assimetria do ajuste, quanto maior esse

valor, mais regides negativas sdo permitidas no ajuste (EIGENVECTOR, 2013).

3.6.1.2 Suavizacao por SG

A suavizacdo ou alisamento é aplicada para reduzir ruido aleatério e
consequentemente aumentar a razao sinal/ruido do sinal analitico. As técnicas mais comuns
consideram uma “janela” do espectro, onde todos os pontos sdo usados para determinar o
valor do centro da janela, esse processo é repetido até percorrer todo o espectro. Com 0
aumento do tamanho da janela, maior ruido sera filtrado, mas maior informacdo pode ser
perdida (BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998; FERREIRA, 2015).

Uma das técnicas utilizadas é pelo método de Savitzky-Golay. Neste método, calcula-
se a média ponderada entre os pontos da janela selecionados e 0s pesos sdo obtidos a partir de
um ajuste polinomial (FERREIRA, 2015).



46

3.6.1.3 Métodos de correcao do espalhamento

Problemas significativos relacionados a efeitos de espalhamento podem ocorrer em
espectroscopia de reflectancia. Tais efeitos surgem devido a fenbmenos fisicos, que podem
ser relacionados a sensibilidade do detector e do amplificador, variacdes de temperatura e
pressao e até mesmo causado por variagdes de tamanho e forma das particulas da amostra. As
técnicas mais comuns utilizadas para a correcdo sdo MSC e SNV (BEEBE; PELL;
SEASHOLTZ, 1998; FERREIRA, 2015).

MSC trata-se da aplicacdo da regressdo linear a cada espectro levando em
consideragdo um espectro médio ou de referéncia. Os coeficientes a e b obtidos s&o utilizados
para calcular o espectro corrigido, da seguinte forma (SOUZA; POPPI, 2012):

X, (corrigido)=( X ,, (original ) —a,)/b; (Equado 1)

onde: X sdo os valores de absorbancia de cada espectro i em k comprimentos de onda; ai e bi
sdo os coeficientes obtidos da regresséo linear.

SNV ¢é bastante similar ao MSC, utiliza basicamente o mesmo célculo, ao invés de a; é
utilizado o valor médio das intensidades do i-ésimo espectro e ao invés de b; é utilizado o
desvio-padrdo (FERREIRA, 2015). O resultado de ambas as técnicas é bem parecido,
devendo-se avaliar posteriormente qual técnica resulta em um melhor desempenho, que

permita a construgdo de modelos mais ajustados e com menos erros (GEMPERLINE, 2006).

3.6.1.4 Normalizacéo

A normalizacdo é realizada para remover variacdes sistematicas presentes nas
amostras e é calculada dividindo-se cada variavel por uma constante (BEEBE; PELL,;
SEASHOLTZ, 1998). Diferentes constantes podem ser utilizadas, como por exemplo:

Normalizacdo a area unitaria, a comprimento maximo e a intensidade maxima 1.

3.6.2 Modelo de Calibracdo multivariada para uso em espectroscopia

Calibracdo multivariada é a relacéo entre duas ou mais respostas instrumentais com a
propriedade de interesse. Dentre as vantagens que esse tipo de calibracdo oferece estd a
possibilidade de analises mesmo na presenca de interferentes, desde que estes interferentes
estejam presentes nas amostras de calibracdo (BRAGA; POPPI, 2004).

Um modelo de calibracdo multivariada pode ser obtido por meio do uso de célculos

matematicos para relacionar os dados das amostras obtidos de andlises instrumentais (por
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exemplo: espectros MID) a propriedades da amostra (exemplo: concentragdo polimorfica). No
entanto, 0 método precisa ser validado e para isso amostras que ndo participaram da etapa de
calibracdo devem ser utilizadas, sendo avaliadas por varias ferramentas de diagnostico. Por
fim, avalia-se a capacidade de previsdo do modelo desenvolvido (FERREIRA, 2016; SOUZA
etal., 2013).

Diversos modelos de calibragdo multivariada vém sendo utilizados, um dos mais
comuns para uso em métodos quantitativos utilizando espectroscopia € o de Regressdo por

Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares - PLS).

3.6.2.1 PLS

PLS é uma técnica baseada na definicdo de variaveis latentes para a reducdo da
dimensionalidade do conjunto de dados e correlacdo entre os espectros (matriz Xjj) e as
propriedades de interesse (matriz Yiz1), onde i € o nUmero de amostras e j € 0 numero de
variaveis. A direcdo do novo sistema de eixo (variaveis latentes ou fatores do PLS) é aquela
gue maximiza a covariancia entre X e Y (SOUZA et al., 2013). Para isso, inicialmente, as
matrizes sdo decompostas em:

X=TP'+E Equagéo 2
Y=UQ"+F Equacdo 3

Onde: P e Q sdo os pesos de X e Y, respectivamente; T e U sdo os escores de X e Y,
respectivamente e E e F representam as matrizes de residuos de X e Y, respectivamente. Os
escores representam as coordenadas das amostras no novo sistema de eixos e 0S pesos
representam a contribuicdo relativa de cada variavel original (comprimento de onda) para a
formacdo dos mesmos.

Para selecionar o numero de varidveis latentes adequado em geral se utiliza a
validagéo cruzada (Cross Validation - CV) que consiste em excluir uma ou mais amostras do
conjunto de calibragéo e fazer a previsao da propriedade com o conjunto restante. O processo
é repetido até que se teste a exclusdo de todas as amostras (MORGANO et al., 2007). Deste
processo sdo calculados a raiz dos erros médios quadraticos da validacdo cruzada
(RMSECV):

Z (yi_Yi)z
RMSE=|*=*%
n Equacéo 4
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Onde: n representa 0 numero de amostras do conjunto de calibragdo, yi é o valor de referéncia

e Vi é o valor estimado pelo modelo para a i-ésima amostra.

O valor de RMSECV ¢é calculado para cada numero de variaveis latentes
(componentes principais) empregado. O valor ideal de variaveis latentes é escolhido
considerando que quanto menor o RMSECV mais o valor predito se aproxima do valor
medido (SOUZA et al., 2013).

Apo6s o numero de varidveis latentes ser determinado, o modelo construido pode ser
testado para prever uma determinada propriedade de interesse, a partir de um conjunto de
amostras (validacdo externa) que ndo foram utilizadas no conjunto de calibracdo
(FERREIRA, 2016). Os erros médios quadraticos de previsdo (RMSEP) séo entdo estimados
utilizando-se equacdo semelhante a equacdo 4, mas em vez de amostras de calibracdo séo
utilizadas as amostras d o conjunto de validacdo externa. Os valores previstos devem ser
concordantes com os valores reais e, por isso, um grafico com essas duas grandezas €
construido. Neste grafico, os valores dessas amostras devem estar proximos a reta (obtida na
regressao linear), sendo ideal uma inclinagdo de 45° para a reta, o intercepto (bias) deve ser
préximo a zero e o coeficiente de determinagdo, R?, deve possuir valor proximo a 1 (SOUZA
etal., 2013).

3.6.2.2 Métodos de selecdo de amostras

As amostras que serdo utilizados no método analitico e irdo compor os conjuntos de
calibracdo e validacdo devem estar em quantidade suficiente para serem representativas e
cobrir todo intervalo utilizado na construgdo do modelo de forma uniforme (FERREIRA,
2016; ASTM, 2005).

Como um grande volume de dados sdo utilizados nos métodos de calibracdo
multivariada e para que ndo haja tendéncias, as divisbes dos conjuntos de amostras em
calibracéo e validacdo podem ser realizadas por meios de algoritmos. Os mais comuns s&o 0
que fazem essa diviséo de forma aleatdria, um deles é o Kennard-Stone XY. Este algoritmo
considera as distancias Euclidianas entre as amostras (matriz X) e também entre as variaveis
(matriz Y) para dividir os conjuntos de forma mais homogénea e de modo a incluir os limites

minimos e maximos no conjunto de calibracdo (GALVAO et al., 2005).
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3.6.2.3 Métodos de selecdo de variaveis

O uso do espectro completo muitas vezes considera regides sem informacgédo quimica
relevante ou até informac6es que podem interferir no desempenho do modelo. Dessa forma, é
importante a avaliacdo das regides espectrais, pois a diminui¢cdo do nimero de variaveis pode,
ndo apenas melhorar a capacidade preditiva do modelo como facilitar a interpretacéo
(ANDERSEN; BRO, 2010). Isso pode ser realizado utilizando ferramentas para a selecdo de
varidveis. Uma das mais utilizadas sdo as técnicas de Importancia da Variavel na Projecédo
(VIP scores) e de PLS por intervalo (iPLS) (CHONG; JUN, 2005; NORGAARD et al., 2000).

VIP representa uma medida combinada do quanto uma varidvel contribui para
descrever dois conjuntos de dados, no caso a matriz de espectros X e o vetor da propriedade
de interesse (CHONG; JUN, 2005). O céalculo considera os pesos, que em um modelo PLS
indica a covariancia entre as varidveis dependentes (Y) e as independentes (X), e também
considera a variancia explicada. Em regra, varidveis com valores de VIP menores do que 1
indicariam que estas ndo seriam importantes e poderiam ser removidas do modelo
(ANDERSEN; BRO, 2010).

O iPLS, considera o uso de intervalos de varidveis ao invés de testar variavel por
variavel. O tamanho do intervalo a ser testado € definido pelo usuério, sendo que quando
aplicado a dados espectrais, convém que o valor usado seja o tamanho médio de uma banda
espectral. A selecdo do melhor intervalo para construcdo do modelo de predicdo é feita,
principalmente, através dos valores obtidos de RMSECV, mas para melhor ajuste do modelo
sdo também considerados outros valores gerados na regressdo como o R? (ANDERSEN;
BRO, 2010; NORGAARD et al., 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Para o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade, foram utilizados
comprimidos ADF produzidos pelo Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos, em 2011,
contendo: AZT (Northeast®, lote DY070041), 3TC (Hangzhou®, lote 071208) e EFZ
(Cristalia®, lote 1289/07), celulose microcristalina 101 (Blanver®), croscarmelose sddica
(Blanver®), polivinilpirrolidona (ISP®), estearato de magnésio (Opg¢do Fenix®), dioxido de
silicio coloidal (Degussa®), lauril sulfato de sodio (Vetec®). Para o sistema de solventes,
foram utilizados: acetonitrila grau HPLC (LiChrosolv® Merck), agua ultrapura, acido acético
(Dinamica®), acetato de amonio (Synth®).

Para a degradacdo forcada foram utilizados os seguintes excipientes do comprimido
ADF: celulose microcristalina 101 (lote INFAN 83403), croscarmelose, polivinilpirrolidona
(lote IMEC PV020217), estearato de magnésio (lote INFAN 83307), dioxido de silicio
coloidal (Aerosil®, lote 83231), lauril sulfato de sodio (Dindmica®, lote 88467); além dos
insumos farmacéuticos ativos (IFAs): EFZ (Cristalia®, lotes 86/16 e 1289/07), 3TC e AZT e
dos produtos de degradagio: citosina (Sigma-Aldrich®) e timina (Sigma-Aldrich®).

Para a investigagdo do polimorfo Il do EFZ foram utilizadas amostras de lotes doados
pelo LAFEPE, Cristalia (Cristalia®, lotes 1289/07 e 86/16) e pela Nortec®, além de Metanol
grau HPLC (J.T. Baker®/ LiChrosolv® Merck).

4.2 Desenvolvimento do método indicativo de estabilidade

O método foi desenvolvido em CLAE utilizado equipamento da marca Shimadzu®
equipado com sistema binario de bombas modelo LC — 20AD, degaseificador modelo DGU —
20Az, detector PDA modelo SPD — M20A, forno modelo CTO — 20A, injetor automatico
modelo SIL - 20AC-HT e controlador modelo SCL — 20AVP, sendo os dados tratados pelo
software LC solution 1.0 Shimadzu®.

No desenvolvimento do método, foram testadas as colunas Ultra e Ascentis (C18 250
X 4,6 mm, 5 pm) dos fabricantes Restek® e Supelco®, respectivamente. As colunas foram
mantidas em temperaturas de 30 e 40°C e fase movel no modo gradiente utilizando
acetonitrila, metanol e agua ultrapurificada acidificada ou ndo com &cido acético.
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4.2.1 Preparo de amostras

As amostras foram preparadas solubilizando 75 mg de comprimido ADF em baldo
volumétrico de 25 mL contendo 100% de solvente organico (acetonitrila ou metanol) ou
50:50 solvente organico : gua ultrapura, e sonicando por 10 min. Apdés afericdo do baldo, a
solucéo obtida foi filtrada em papel de filtro faixa preta, sendo 0,4 mL do filtrado transferidos
para um baldo de 10 mL para diluicdo em solucbes de 100% solvente organico ou agua
ultrapura ou em soluces em proporcdo de 50:50, 20:80 ou 10:90 solvente organico : agua
ultrapura. A solucéo obtida foi filtrada em membrana de 0,2 um e transferida para vials.

Para o doseamento de amostras de comprimidos contaminadas pelos produtos de
degradacéo timina e citosina, foi realizado o mesmo de amostra, sendo pesados 12,5 mg de

citosina e 25 mg de timina.

4.2.2 Degradacéo forcada

A degradacédo forgada foi realizada adicionando excipientes e IFAs em quantidade
equivalente a 75 mg do comprimido ADF em uma solugdo 50:50 fase aquosa : acetonitrila
para as hidrolises em pH neutro.

Nas hidrolises acida e basica, solucdes de éacido cloridrico (Anidrol®) a 0,1 e a 1
mol.L! e hidroxido de sddio (Fmaia®) a 0,1 mol.L™, respectivamente, foram utilizadas como
fase aquosa, tendo sido testada as solugcbes em temperatura ambiente e a 60°C. Para
realizacdo da analise, uma aliquota de 0,4 mL foi transferida para um baldo de 10 mL, onde
foi modificado o pH para em torno de 5,8 (faixa de pH para amostras sem degradacao) e foi

realizada a afericdo com solugdo 20:80 acetonitrila : 4gua ultrapura.

4.3 Investigac@es do polimorfo Il do EFZ

Foi testada a obtencdo do polimorfo Il dissolvendo o polimorfo I em metanol e
deixando evaporar em ultrafreezer (Modelo UFR30, Liotop®) em temperatura de -91 a -82°C,
em refrigerador (Modelo CRB36ABBNA, Consul®) a aproximadamente -4 a 4°C, em estufa a

60°C e em temperatura ambiente, conforme descrito na Tabela 6.
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Tabela 6 — Condic0es utilizadas na recristalizacéo do EFZ.

Quantidade (mg) Volume (mL) Béquer (mL) Sistema*

Temperatura ambiente

100 5 25 Fechado

Estufa

100 5 25 Fechado

Ultrafreezer

100 50 100 Aberto
100 5 25 Aberto
1000 500 600 Aberto

Refrigerador

100 5 25 Fechado
100 5 25 Aberto
500 25 150 Fechado
500 25 150 Aberto
1500 75 600 Aberto
3000 150 1000 Fechado
3000 150 1000 Aberto
3000 150 600 Aberto

*0 recipiente utilizado foi fechado com papel aluminio com perfurages de formato circular feitas com auxilio
de pinca. Fonte: Autoria propria.

4.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura
A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi realizada no Laboratorio de

Imunopatologia Keiso Asami (LIKA) e no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
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(CETENE), em microscopio eletronico de varredura ambiental FEI, Quanta® 200 FEG,
utilizando magnitude de 12000, 6000 e 2,52 K.

4.3.2 Difracéo de raios X

A andlise foi realizada no difratometro Shimadzu® (XRD-7000), equipado com anodo
de cobre e em difratdmetro Bruker® (D8 Advance), equipado com tubo de Cu K(alfa), tenso
de 40 KV, corrente de 40 mA e filtro de niquel. As amostras foram analisadas com intervalo
de 5 < 20 < 45, incremento em 0,008°, velocidade de 1000 e/min e tempo de tomada de vinte
segundos (FANDARUFF et al., 2014).

4.3.3 Calorimetria diferencial de varredura

Amostras com peso aproximado de 2 mg foram colocadas em cadinhos de aluminio
fechados ndo hermeticamente e aquecidas entre 30 a 250°C na razéo de 10°C.min%, utilizando
0 modulo de temperatura DSC-60 Shimadzu®. O gés de purga foi o nitrogénio com fluxo de

50 mL.min.

4.3.4 Polarimetria
Para determinar a rotacdo especifica (aD) do EFZ foi utilizado o polarimetro Jasco p-
2000®, equipado com lampada de sodio (589 nm) e com cuba de 100 mm, a temperatura

ambiente. O ensaio foi realizado em quintuplicata com solu¢des a 1,08% (p/v) em metanol.

4.3.5 Dissolucdo Intrinseca

Para a dissolucédo intrinseca, foram utilizados discos rotatérios a 100 rpm com &rea
superficial de 0,5 cm?, conforme método validado por Pinto e colaboradores (2014). O disco
contendo EFZ foi preparado pela compressdo de 180 mg de amostra a uma forca de 1 ton
durante 30s com o auxilio da prensa hidraulica (QLA 2 Ton Universal Press®, NJ, USA). Os
ensaios de dissolugio foram realizados em dissolutor Varian® VK 7010 com 900 mL de meio
contendo lauril sulfato de sodio (LSS), sendo testada a concentracéo de 0,5% e 0,25% (m/v),
em temperatura de 37 £ 0.5 °C. A distancia entre o aparato e o fundo da cuba foi de 3.8 cm.
Aliquotas de 7 mL retiradas em 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, e 300 min,
sendo reposto o volume retirado com meio. A concentracdo de EFZ em solucédo foi medida
por espectrofotdmetro de UV em comprimento de onda de 247 nm (BRASIL, 2010b). As

analises foram realizadas em triplicata.
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4.3.6 Espectroscopia terahertz (THz)

A andlise de espectroscopia THz foi realizada em espectrémetro THz-TDS ASOPS da
Laser Quantum (HASSP THz), no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).

Para andlise dos polimorfos foram produzidas pastilhas com PTFE de 200 mg com
concentracdo de 9% (m/m) de EFZ. Anteriormente a analise, o sistema foi purgado com
nitrogénio para diminuir a interferéncia de vapores de agua. Foi incidido nas amostras, ondas
eletromagnéticas com frequéncia de 0 a 6,2 THz. Os espectros obtidos foram o resultado da

média de 500 varreduras. Pastilhas contendo apenas PTFE foram utilizadas como branco.

4.3.7 Desenvolvimento de método de quantificacdo de polimorfos de EFZ

4.3.7.1 Preparagao de amostras

Foram misturados polimorfos | e 1l do EFZ em po, apds trituracdo utilizando gral e
pistilo, nas seguintes concentraces porcentuais de polimorfo 1l (% m/m): 0, 5, 7, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100. Em seguida, 0 material contido

em eppendorf foi agitado em um agitador de tubos modelo MA-162 (Marconi).

4.3.7.2 Analises espectroscopicas

As misturas polimérficas foram analisadas por Espectroscopia na regido de
Infravermelho proximo (equipamentos de bancada e portatil) e médio (equipamentos de
bancada) e por Raman (equipamentos de bancada e portatil) utilizando métodos e

equipamentos ja descritos nos itens a seguir.

4.3.7.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho médio (MID)

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier foram obtidos utilizando o
equipamento Spectrum 400 (PerkinElmer®) com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de seleneto de zinco. Previamente a analise de cada amostra, foi realizada a
varredura do cristal limpo para a obtencdo do espectro de background e, portanto, para
eliminacdo de interferéncias do ambiente como umidade e presenca de CO2 (HAACK, 2010).
As amostras foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR,
sendo o resultado obtido da média de 16 varreduras entre 4000 a 650 cm™ com resolugdo de 4
cmt. Para cada concentragdo, cinco espectros foram obtidos, a partir dos quais duas médias

espectrais foram calculadas.
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4.3.7.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho préximo (NIR)

Os espectros NIR foram obtidos em dois espectrometros. Foi utilizado o Spectrum 400
(PerkinEImer®) com acessorio de reflectancia difusa na regido espectral de 750 a 2500 nm
(4000 a 10000 cmt) e resolucéo espectral de 4 cm™; e o MicroNIR™ 1700 (Viavi), na regido
espectral de 900 a 1700 nm. Ambos equipamentos pertencentes ao Laboratério de
Combustiveis (LAC) do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da UFPE

Os resultados foram obtidos de uma média de 32 varreduras para o Spectrum 400 e de
uma meédia de 50 varreduras para o MicroNIR. Anteriormente as anélises, foi realizada a
varredura em politetrafluoroetileno (PTFE) para a obtencdo do espectro de background.

Para cada concentracdo analisada, oito espectros foram obtidos, a partir dos quais duas

médias espectrais foram calculadas.

4.3.7.2.3 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos em dois espectrdmetros, um dos equipamentos foi um
microscopio Raman confocal (SENTERRA, Bruker, Alemanha) equipado com trés lasers de
excitacdo (532 nm, 633 nm e 785 nm) e uma plataforma motorizada com movimentos nos
eixos xyz, pertencente ao Instituto de Criminalistica Professor Armando Samico. Foram
utilizados: feixe de 785 nm com poténcia de 100 mW, objetiva de 20x, resolucdo espectral de
3-5 cm!, faixa espectral de 60 a 2622 cm™ e tempo de exposicdo do laser de 30s com 2
coadicoes.

O outro equipamento utilizado foi o modelo portétil Mira DS (Metrohm) pertencente
ao LAC/DEQ/UFPE, equipado com laser de feixe de 785 nm, faixa espectral de 400 a 2300
cm? e poténcia de 100 mW. Os espectros foram obtidos no modo smart, o qual ajustar a
poténcia e o tempo de exposicdo do laser de forma automatica.

Anteriormente as analises, ambos equipamentos executaram a corre¢do automatica do
background.

Para cada concentracdo, cinco espectros foram obtidos, dos quais duas médias

espectrais foram calculadas.

4.3.7.3 Tratamento de dados
De cada mistura foram realizadas de 5 a 8 medidas, das quais foram calculadas duas

médias, obtendo assim 44 amostras. Estas amostras foram selecionadas para um conjunto de
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calibracéo (~55%) e outro de validacéo (~45%) por meio do algoritmo de Kennard-Stone X Y
(KSXY) (GALVAO et al., 2005).

Diferentes técnicas de pré-processamentos foram avaliadas para minimizar efeitos
indesejados nos espectros geradas por variagGes instrumentais, espalhamentos, radiacdes
espurias e fluorescéncia (FEARN et al., 2009; LUO et al., 2005; RINNAN et al., 2009).

Para os dados da Espectroscopia de Infravermelho, os seguintes pré-processamentos
foram testados: suavizagdo por Savitzky-Golay (SG), MSC, SNV, transformac@es de primeira
e segunda derivada por SG (segunda ordem polinomial e janela de 15 pontos). Para os dados
da Espectroscopia Raman, foram testados a correcdo por WLS (EIGENVECTOR, 2013) e por
ALS (EILERS; BOELENS, 2005), além disso foram testados normalizacdo e os outros
métodos de preprocessamentos mencionados acima. Ao final da aplicacdo destes pré-
processamentos, os dados foram centrados na média.

Para selecionar o numero de variaveis latentes foi utilizado o método venetian blinds
como método de validacdo cruzada.

O modelo para quantificacdo dos polimorfos foi feito utilizando regressdo por PLS,
sendo o desempenho dos modelos criados avaliado pelos seguintes parametros RMSEP,
RMSECYV, bias e R?. Valores de bias significativamente acima de zero indicam a presenca de
erros sistematicos, enquanto os valores de RMSEP informam sobre a acurdcia das predicdes.
Testes F com 95% de confianga foram realizados para avaliar diferengas significativas entre
os valores de RMSEP obtidos. Para testar a significancia do valor bias, foi utilizado o teste t,
como recomendado pela ASTM E-1655-05.

O software utilizado para aplicar todos esses processamentos foi 0 Matlab® R2015a
8.5 (Mathworks) e o PLS toolbox 8.5.2. (Eigenvector®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento do método indicativo de estabilidade (MIE)
O desenvolvimento do MIE foi iniciado a partir do método proposto por Soares
(2011), o qual utilizou a coluna C18 250 x 4,6 mm, 5 um (Restek®) a 40°C e gradiente

representado na Tabela 7.

Tabela 7 — Gradiente para MIE de comprimido ADF.

Tempo (min) Acetonitrila (%0) Agua (%) Fluxo (mL/min)
0 20 80 1,2
11 80 20 1,2
12 80 20 15
28 50 50 15
30 20 80 1,0
35 20 80 1,0

Fonte: Soares (2011).

O uso deste método ndo demonstrou reprodutibilidade, sendo necessario inicialmente
uniformizar o fluxo da fase movel durante toda a andlise. Além disso, por dificuldades na
resolugdo cromatografica, o fluxo foi reduzido para 0,8 mL.mint e, posteriormente para 0,5
mL.mint. Com a reducio do fluxo, foi elevado o tempo de analise para 45 min. Em relagdo a
temperatura, a 40°C os picos referentes a 3TC (~5,5 min) e a EFZ (~32 min) apresentaram
coeluicdo com outras substancias (Figura 11). Enquanto a 30°C, apenas o pico do 3TC
apareceu impuro, por isso essa temperatura foi escolhida para realizar novos testes de

metodologia.
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Figura 11 — Cromatograma utilizando método a 40°C.
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Legenda: 3TC: lamivudina, AZT: zidovudina; EFZ: efavirenz. Fonte: Autoria propria.

Foi testada a metodologia analitica da USP34 descrita para a quantificacdo de
comprimidos contendo AZT e 3TC (USP, 2011). Em geral, os métodos descritos em
compéndios comecam com proporcdes de fase aquosa maiores em torno de 96% e com
solucdo aquosa acidificada. Foram testados o pH 6,8 (sem acidificacdo), acidificacdes para pH
4,5 e 3,0 (acidificacdo padrdo do método), mostrados respectivamente nas Figuras 12 a 14.
Nas andlises, foram avaliadas as purezas dos picos principais. Ao utilizar a fase aquosa com o
pH 6,8, apenas 0 EFZ (~29,64 min) aparece impuro. Com o pH 4,5, apenas o pico da 3TC
(~8,8 min) aparece puro e ocorre a divisdo dos picos de AZT (~16,9 min) e EFZ (~34,2 min).
Com o pH 3,0, os picos de AZT e EFZ (33,5 min) coeluem.

Figura 12 — Cromatograma utilizando gradiente da USP34 (pH 6,8) para AZT e 3TC.
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Legenda: 3TC: lamivudina, AZT: zidovudina; EFZ: efavirenz. Fonte: Autoria propria.
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Figura 13 — Cromatograma utilizando gradiente da USP34 (pH 4,5) para AZT e 3TC.
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Legenda: 3TC: lamivudina, AZT: zidovudina; EFZ: efavirenz. Fonte: Autoria propria.

Figura 14 - Cromatograma utilizando método da USP34 (pH 3,0) para AZT e 3TC.
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Fonte: Autoria prépria.

O comportamento semelhante da AZT e EFZ pode ser explicado pelas propriedades
fisico-quimicas, pois ambos séo acidos fracos (pKaazr = 9,8; pKaerz = 10,2), enquanto a 3TC
é uma base fraca (pKasrc = 4,3). Com a diminui¢do do pH, os &cidos fracos tendem a
permanecer ndo ionizados e sdo mais retidos pela coluna e as bases tendem a permanecer
ionizadas e serem menos retidas. Os dois comportamentos foram observados. Sendo assim, a

acidificacdo pode ser investigada posteriormente como um pardmetro de otimizagdo do
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método (JOZWIAKOWSKI, et al., 1996; RABEL et al., 1996; CORDEIRO et al., 2011,
DOLAN, 2017).
O gradiente de fase mdvel que se mostrou mais eficiente para a separacdo de analitos

puros, esta representado na Tabela 8.

Tabela 8 — Gradiente de fase mével para doseamento de comprimido ADF degradado.

Tempo (min) Acetonitrila (%0) Agua (%)
0 20 80
30 80 20
40 20 80
50 20 80

Fonte: Autoria propria.

Apo6s a selecdo da composicdo da fase movel, foram testadas colunas de dois
fabricantes. Ambas possuem caracteristicas semelhantes, com exce¢do do teor de carbono:
20% (coluna Restek®) e 25% (coluna Supelco®) e da area superficial: 300 m?/g (coluna
Restek®) e 450 m?/g (coluna Supelco®). A (ltima coluna demonstrou melhor resolugdo dos
analitos e isso pode explicado pela maior area superficial (MOLDOVEANU; DAVID, 2017).

Adicionalmente, foram avaliados os solventes a serem utilizados no preparo da
amostra, visto a dificuldade de extracdo de compostos de polaridade oposta (AZT e 3TC,
solveis em agua, e EFZ pouco soluvel) da matriz do comprimido ADF. Para tanto, o diluente
contendo acetonitrila:dgua ultrapura na mesma proporcdo que o tempo zero do método

gradiente originou picos mais simétricos (Figura 15).
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Figura 15 — Cromatograma padrdo de comprimido ADF degradado.
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Legenda: 3TC: lamivudina, AZT: zidovudina; EFZ: efavirenz. Fonte: Autoria propria.

Na avaliacdo da adequabilidade do método desenvolvido, os parametros de fator de
cauda e desvio padrao (DP) relativo estdo dentro dos limites especificados, mas os parametros
de resolucdo e fator de separacdo para o pico situado em 5,632 min estdo abaixo do
recomendavel, variando de 0 a 3,4 e de 0 a 1,7, respectivamente. Segundo o Guia de
Validacdo de Métodos Cromatograficos (USA, 1994), os parametros de fator de separacédo
(acima de 2), resolu¢do (acima de 2), desvio padrao relativo (menor ou igual a 1% para n > 5)
e fator de cauda (menor ou igual a 2) sdo recomendados para teste de adequabilidade do
sistema para meétodos indicativos de estabilidade. Enquanto o Guia de Estabilidade da
ANVISA (BRASIL, 2015), recomenda apenas os parametros de resolucdo, pureza do pico,
assimetria e eficiéncia da coluna para avaliar a qualidade e a eficiéncia de separacdo
cromatografica. Sendo assim, foi escolhido avaliar adequabilidade do método pela pureza do
pico, fator de cauda e pelo DP relativo a diferencas nas areas dos picos obtidos em analises de

uma mesma amostra.

5.1.1 Degradacéo Forcada

Na etapa de degradacdo forcada, os resultados iniciais da hidrdlise neutra utilizando
aquecimento de 80°C durante 72h ndo resultou em degradacdo significativa. Sendo assim,
procedeu-se a acidificacdo e basificacdo das amostras. Nesta etapa, houveram dificuldades na

resolucdo e pureza do pico da 3TC. Ao investigar, amostras de DFC contaminada pelos
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produtos de degradagéo timina e citosina, foi visto que a timina coelui com a 3TC (Figura 16),

devendo, portanto, 0 método ser alterado.

Figura 16 - Cromatograma de comprimido ADF contaminado com timina e citosina.
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Legenda: 3TC: lamivudina, AZT: zidovudina; EFZ: efavirenz; Citos.: Citosina. Fonte: Autoria propria.

Como ja descritos, os métodos farmacopeicos de doseamento da 3TC e AZT utilizam
uma propor¢do maior de fase aquosa, acima de 80%, além da acidificacdo e tamponamento da
fase movel (BRASIL, 2010; USP, 2018). Diferentes condicBes, portanto, ainda devem ser

testadas para alcancar um MIE mais adequado.

5.2 Investigacao do polimorfo Il do EFZ

Na literatura, é relatada a recristalizagdo em metanol de 100 mg do polimorfo Il em
sete dias a partir do polimorfo | do EFZ a uma concentragdo de 2 mg/mL, em temperatura de
congelamento (FANDARUFF et al., 2014). Como o metanol possui ponto de fusdo em -
97,6°C, inicialmente a recristalizagdo foi realizada em ultrafreezer em temperatura de -91 a -

82°C. No entanto, nestas condi¢des o tempo de recristalizagdo foi, em média, quatro vezes
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maior. Além disso, foi observado que a recristalizacdo ocorre em concentragdo de 20 mg/mL

de EFZ, o que diminuiria o volume de metanol a ser utilizado.

Tabela 9 — Tempo de recristalizacdo do EFZ em metanol em diferentes condigdes.

Quantidade (mg)  Volume (mL) Béquer (mL) Sistema Tempo (~dias)
Temperatura ambiente
100 5 25 Fechado -
Estufa
100 5 25 Né&o -
Ultrafreezer
100 50 100 Aberto 28
100 5 25 Aberto 28
1000 500 600 Aberto 101
Refrigerador
100 5 25 Fechado 1
100 5 25 Aberto 0,75
100 5 25 Aberto” -
500 25 150 Fechado 9
500 25 150 Aberto 2
1500 75 600 Aberto 9
3000 150 1000 Fechado 34
3000 150 1000 Aberto 6
3000 150 600 Aberto” -

Legenda: (-) N&o houve formagdo do polimorfo II; (*) Temperatura maior ou igual a 4°C. Fonte: Autoria

propria.
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Sendo assim, com o objetivo de diminuir o tempo de cristalizacdo, foram testadas
diferentes condi¢des em temperaturas mais altas (Tabela 9).

Pelos resultados obtidos, pode ser inferido que sdo inadequadas as condicdes que
aceleram muito a evaporagdo, como 0 uso de temperaturas acima de 4°C. O que corrobora
com o trabalho de Fandaruff (2016), em que houve obteng¢éo de 1000 mg do polimorfo Il em
sete dias a partir da evaporagdo do polimorfo | em 50 mL de metanol a 4°C. Contudo, ha
evidéncias que as condicdes podem ser otimizadas ja que foi possivel obter trés gramas do
polimorfo Il em apenas seis dias, em sistema aberto, a uma temperatura que variou de -4,5 a
4°C.

5.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura
O polimorfo | apresenta-se em estruturas muito pequenas em torno de 2 um de

comprimento e outros ainda menores (Figura 17), provavelmente decorrente do processo de

micronizacdo (Anexo A). Pode ser observado claramente o formato ortorrdmbico dos cristais.

Figura 17 - Imagens de aumento, respectivamente, de 500 e de 6000 vezes do polimorfo | do EFZ.

AccY  Probe Mag'® WD Det F——1 20um
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Fonte: autoria propria.

O polimorfo Il obtido por recristalizagdo do polimorfo I, ndo sofreu o processo de
micronizagao e, por isso, apresentou-se como estruturas maiores, em geral, com comprimento
acima de 50 um, em formato retangular. Podem ainda ser observados fragmentos menores
(Figura 18).
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Figura 18 - Imagem de aumento de 500 vezes do polimorfo 1l do EFZ.
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Fonte: autoria propria.

5.2.2 Difracéo de raios X
Os polimorfos | e 11 do EFZ séo cristais com formato ortorrdmbico que se cristalizam

em diferentes grupos espaciais. O polimorfo | se cristaliza em P212:2 e o polimorfo 1l em
P212121. Na literatura, alguns autores descrevem o perfil cristalografico dos polimorfos I e 11
do EFZ (MAHAPATRA et al., 2010 e RAVIKUMAR et al., 2009).

Figura 19 — Difratogramas dos polimorfos I e 11 do EFZ.
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Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 19 estdo os difratogramas obtidos dos polimorfos | e Il do EFZ utilizados
neste trabalho, o perfil estd em concordancia ao que é encontrado na literatura. Ambos 0s
difratogramas sao tipicos de substancias cristalinas e sdo bastante diferentes. O polimorfo |

apresenta pico caracteristico em 6,1°, que é inexistente no difratograma do polimorfo II.
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Enquanto que o polimorfo Il apresenta pico intenso caracteristico em 11,72°, e picos em
27,38° e em 28,28° que ndo aparecem no difratograma do polimorfo I.

5.2.3DSC
A curva DSC da amostra de EFZ apresentou trés eventos: dois sdo endotérmicos e um

exotérmico (Figura 19).

Figura 20 — Curva DSC do polimorfo Il do EFZ.
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Legenda: PF = Ponto de fusdo. Fonte: Autoria propria.

O primeiro evento ocorreu de 103,65°C a 107,81°C (pico em 106,05°C) e é
caracteristico do ponto fusdo do polimorfo Il (FANDARUFF et al., 2014). Logo, em seguida,
um segundo evento com pico em 109,47°C, é correspondente a liberacéo de energia devido a
transicdo de um estado mais energético para um estado de menos energético, essa etapa se
caracteriza como a recristalizacdo do polimorfo Il em polimorfo I. O terceiro evento ocorreu
de 136,56°C a 140,74°C com pico em 138,16°C, como o ponto de fusdo do EFZ deve estar
entre 136 e 141°C, esse pico e caracteristico do polimorfo | (BRASIL, 2010b).

A curva DSC apresentada por Fandaruff (2016) apresentou apenas dois picos
endotérmicos com valores préximos aos encontrados (105,52°C e 137,2°C), enquanto o pico

exotérmico nao foi evidenciado.

5.2.4. Polarimetria
A andlise da polarimetria € importante para verificar a ocorréncia de transformacéo

enantiomérica do polimorfo 11 do EFZ durante o processo de recristalizacdo. E considerado
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que apenas o enantidmero S possui atividade farmacoldgica, sendo o enantibmero R
considerado uma impureza (YOUNG et al., 1995; SOUZA, 2015).

A rotacdo especifica obtida das amostras analisadas foi de -101° para o polimorfo | e

de -96° para o polimorfo Il. De acordo com a monografia da Farmacopeia Brasileira (2010), o

valor deve estar entre -86° e -98° portanto a cristalizacdo ndo resultou em converséo

enantiomérica.

5.2.5. Dissolucéo intrinseca

Como pode ser observado na Figura 21, os perfis de dissolugdo das duas formas

polimorficas ndo sdo muito diferentes, sendo liberados em 5h, 12,29 mg.cm e 12,72 mg.cm™

de EFZ pelo polimorfo I e I, respectivamente. Pinto e colaboradores (2014) utilizando o

mesmo método de dissolucio encontrou valor similar, 11,53 mg.cm.

Figura 21 — Gréfico de dissolucéo intrinseca dos polimorfos | e 11 do EFZ.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 10 — Pardmetros da dissolucéo intrinseca.

Amostra Equacéo R? VDI (mg.cm2.min?) £ DP
Polimorfo | y =0,0331x + 3,8296 0,9841 0,0331 = 0,0037
Polimorfo 1l y =0,0349x + 2,8474 0,9904 0,0349 = 0,0037

Legenda: R% Coeficiente de determinacdo; DP: Desvio padrdo (n = 3); VDI: Velocidade de dissolucdo
intrinseca. Fonte: Autoria propria.
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O valor da velocidade de dissolugdo intrinseca (VDI) encontrado na literatura de
0,0369 + 0,0007 mg.cm2.min*! também foi similar ao encontrado para os polimorfos I e Il
(Tabela 10).

Fandaruff (2016) descreveu método de dissolucdo intrinseca utilizando 200 mL de
meio contendo 0,25% LSS e aparato disco rotatério a 75 rpm. Este método evidenciou
diferengas entre os perfis de dissolugdo intrinseca dos dois polimorfos. Em 5h,
aproximadamente, 3 mg.cm e de 15 mg.cm de EFZ pelo polimorfo I e 11, respectivamente,
foram liberados. A VDI também evidenciou diferencas, foi de 0,009 mg.cm2.min? para o
polimorfo | e de 0,149 mg.cm?2.min para o polimorfo Il. Segundo a autora, o uso de
concentragdes de LSS acima de 0,25% (m/v) ndo permite discriminar os polimorfos
analisados.

Dessa forma, foi testado o uso de LSS a 0,25%, no entanto utilizando o volume de
meio de dissolucdo de 900 mL, pois para que os resultados sejam reprodutiveis seria
necessario de uma cuba e de aparatos de dissolucdo de tamanho proporcional. As VDIs da
dissolucdo com 0,25% LSS foram de 0,018 + 0,002 mg.cm? para o polimorfo | e de 0,021 +
0,002 mg.cm? para o polimorfo Il. Portanto, ndo havendo diferencas significativas entre os
polimorfos nas condicdes testadas, mas para constatar o desempenho o mesmo método
utilizado pelos trabalhos de Fandaruff deveriam ser utilizados (FANDARUFF et al., 2014;
FANDARUFF, 2016).

5.2.6 Espectroscopia THz

Os espectros obtidos nas andlises dos polimorfos de EFZ estdo apresentados na Figura
22. Foram observadas bandas caracteristicas de PTFE em 3,7; 6 e 6,2 THz, enquanto a regido
abaixo de 0,2 THz sdo caracteristicos de artefatos do equipamento e ndo tem informacao da
amostra.

Os espectros parecem exibir bandas distintas na regido entre 0,74 e 3,46 THz, apesar
de possuirem baixa intensidade. A diferenca mais evidente séo as bandas em 5 e 5,24 THz,
bem intensas para o polimorfo II.

Devido a pouca disponibilidade de amostra, os resultados mostrados foram obtidos a
partir de pastilha de PTFE com uma massa menor (200 mg) e em concentragdo menor (9%
m/m de EFZ) do que o comumente utilizado (300 mg a 15% m/m de analito). Dessa forma,

devem ser realizadas novas analises utilizando a preparagdo de amostra padréo.
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Figura 22 — Espectros dos polimorfos | e 11 do EFZ nas faixas espectrais de THz.
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Fonte: Autoria propria.

5.2.7 Desenvolvimento de método de quantificacédo polimérfica

5.2.7.1 MID

Como pode ser observada na Figura 23, a analise dos polimorfos resulta em espectros
bem diferentes de acordo com o encontrado na literatura (FANDARUFF et al.,, 2014;
FANDARUFF, 2016).

As bandas que se destacam na diferenciacdo dos polimorfos por aparecimento de
banda dupla estdo localizadas na regido de:
-3300 cm™!: corresponde a deformagéo axial N-H.

-1740 cm™™: corresponde a deformagcéo axial de C=0.
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Figura 23 - Espectros de MID dos polimorfos | e Il do EFZ.
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Fonte: Autoria propria.

Essas diferencas dos dois grupos funcionais podem estar relacionadas as interacfes
intermoleculares da estrutura unitaria do cristal (synthon). Como pode ser observado na
Figura 24, o EFZ se organiza no polimorfo | como synthon A e no polimorfo Il como synthon
C. As interagOes principais ocorrem entre o oxigénio da carbonila e o hidrogénio ligado ao

nitrogénio.

Figura 24 - Estruturas dos synthons A e C do EFZ.
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Fonte: FANDARUFF et al., 2014.
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Segundo Marques et al. (2017), o aparecimento de um segundo pico correspondente a
carbonila poderia ser explicado pela dimerizagdo do composto. Além disso, 0s pesquisadores
afirmam que a diferenca de intensidade do pico da carbonila nos polimorfos, pode ser devido
ao modo de organizacdo dos synthons nas células unitarias. O synthon A (polimorfo 1)
formaria uma hélice dupla, o que aproximaria mais as carbonilas, aumentando a intensidade
do sinal (Figura 25).

Figura 25 - Espectros MID sobrepostos dos polimorfos | e 1l do EFZ.
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Fonte: Autoria prépria.

Ocorrem ainda outras diferengas nos espectros que vao da regido de 1600 a 650 cm™,
caracteristico de vibracdes de grupos referentes ao anel aromatico e aos halogénios presentes
na molécula (SOUZA, 2015).

ApoOs a observacdo das principais diferengas encontradas nos polimorfos, foram
realizadas as andlises das misturas polimdrficas, obtendo os espectros mostrados na Figura 26.
Os espectros tiveram os de valores transmitancia transformados em absorbancia, pois este € 0
modo mais comum de utilizar os dados empregados para desenvolver métodos quantitativos.

Claramente as diferengas polimorficas podem ser observadas com um gradual

aparecimento/desaparecimento da segunda banda da carbonila, na regido por volta de 1700
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cmt. No entanto, a visualizagdo de varios espectros sobrepostos nesta e em outras regides,

demonstra a necessidade da aplicacdo de método para correcdo do espalhamento.

Figura 26 - Espectros MID obtidos da analise de misturas polimorficas de EFZ.
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Fonte: autoria propria.

Tabela 11 - Modelos PLS obtidos para os polimorfos do EFZ usando MID.

Pré-processamentos Modelos R? RMSE Bias
_ Cv 0,97 5,4 (4) 0,2
Suavizacdo + SNV
Pred 0,98 4,7 -0,9
) CcVv 0,97 5,4 (3) 0,4
Suavizagdo + MSC
Pred 0,98 4,3 -0,7
) Ccv 0,98 6,2 (4) 0,5
12 derivada
Pred 0,98 4,5 -0,9
CVv 0,97 5,8 (6) 0,3
28 derivada
Pred 0,98 4.4 -1,0

*Os valores em parénteses s&o o0 nimero de variaveis latentes. Fonte: autoria propria.
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Sendo assim, alguns métodos de pré-processamento foram testados e os valores
obtidos dos modelos PLS construidos estdo listados na Tabela 11. Como pode ser observado,
0 modelo que resultou em valores mais adequados foi o que utilizou suavizacdo e MSC, ja
que este modelo foi explicado por menor nimero de variaveis latentes. Em relacéo aos valores
de RMSE e bias, ndo houveram diferencas significativas entre esta forma de pre-
processamento e 0 que utilizou Suavizagdo e SNV.

Na Figura 27, pode ser observado que o MSC corrigiu o espalhamento em varias
regides espectrais. Apds definir o modelo mais adequado, foram aplicados métodos de selecéo

de variaveis.

Figura 27 - Espectros MID, ap0és aplicagdo de suavizagao (janela de 15 pontos) e MSC.
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O meétodo de VIP scores ndo trouxe melhoria aos modelos PLS, mas a sua aplicacdo
auxiliou na interpretacdo dos espectros. A aplicacdo de VIP gerou um gréafico que pode ser
observado na Figura 28.

As bandas consideradas mais relevantes pelo VIP scores foram as vibragcdes de
nitrogénio, a carbonila do grupo amida e os carbonos dos anéis. Enquanto vibragdes de
atomos de fluor e cloro ndo foram considerados relevantes para a construgdo do modelo. Com

0 uso de VIP scores, 0 numero de variaveis foi reduzido de 2751 para 167.
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Figura 28 - Grafico de VIP scores obtido para o modelo utilizando o MID.
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Figura 29 - Resultados do iPLS para os espectros MID.
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Legenda: regido espectral selecionada (cor verde) e excluida (cor vermelha). Fonte: autoria prépria.
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Para a aplicagéo de iPLS aos espectros MID, foi utilizado o valor 55 como tamanho de
intervalo. Como resultado, o iPLS selecionou uma regido de fingerprint de 870 a 761 cm™,
que caracteristicamente representa area de vibragdes de CH fora do plano do tipo bending
advindas de alquenos, alquinos ou grupos aromaticos (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005) (Figura 29).

Analisando os espectros (Figura 30), trés bandas especificas do ciclopropil séo
encontradas nesta area para o polimorfo I: 864 cm™ (vibragbes de ligagdes de carbono e
hidrogénio), 835 cm™ e 807 cm™ (vibragdes de CH. do tipo rocking) (Marques et al., 2017). O
polimorfo 11 difere apenas na ocorréncia de bandas em 821 cm™ ao invés de em 835 cm™, o

que pode ser causado pelas diferentes disposi¢Oes espaciais dos polimorfos.

Figura 30 - Regido espectral selecionada pelo iPLS para os espectros MID.
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Fonte: autoria propria.

Quando aplicada essa restricdo ao comprimento de onda, houve uma leve melhora dos
parametros, diminuicdo dos erros de predicdo para em torno de 4% m/m e o numero de
variaveis latentes foi reduzido a 2. O teste F (com um nivel de 95% de confianga) foi
realizado e o RMSEP (4,1) dos modelos iPLS né&o foi considerado diferente estatisticamente
comparando com o RMSEP sem selecdo de varidveis, mas a diminui¢cdo do valor do

RMSECYV (3,9) foi considerada estatisticamente significativa.
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5.2.7.2NIR

5.2.7.2.1 Instrumento de bancada

As andlises realizadas nas amostras de EFZ (Figura 31) evidenciaram bandas que,
segundo Stuart (2004), podem ser identificadas como:

- Sobretom de estiramento N-H: 800 a 850 nm;

- 2° sobretom de estiramento C-H: 1100 a 1200 nm;

- Bandas de combinacéo de estiramento C-H: 1300 a 1420 nm;

- Sobretom de amida secundaria: 1350 a 1550 nm;

- 1° sobretom de estiramento C-H: 1600 a 1800 nm;

- Bandas de combinacdo de amida secundaria: 1990 a 2250 nm;

- Bandas de combinacéo de estiramento C-H: 2200 a 2450 nm;

Figura 31 - Espectros NIR dos polimorfos | e 11 do EFZ obtidos a partir do espectrometro de bancada.
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Apos verificar as principais diferencas relacionados aos dois polimorfos nos espectros
NIR, fez-se a andlise da mistura polimorfica (Figura 32). Pode-se observar que seria
necessario a aplicacdo de técnicas de pré-processamento para corrigir o efeito de
espalhamento, além do uso de suavizagdo para reducdo de ruidos em algumas regides. A linha
de base também apresentou inclinagdes nas extremidades, a aplicacdo de derivacfes poderia
ser utilizada. Dessa forma, foram testadas técnicas de pré-processamento (Tabela 12). Ao
realizar, teste F nos parametros, foram considerados estatisticamente diferentes (95% de
confianga) os valores bias dos pré-processamentos que utilizaram MSC e SNV. Os modelos

mais adequados, entdo, foram os que utilizaram derivada, pois os valores de bias séo
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préximos a zero, 0 RMSEP e 0 RMSECV sdo semelhantes, em torno de 5% (m/m), os

espectros derivados podem ser observados na Figura 33.

Figura 32 - Espectros NIR do instrumento de bancada de misturas polimérficas de EFZ.
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Figura 33 - Espectros NIR ap0s aplicacdo da primeira derivada.

0.02 T T

0.015 -

0.01

0.005 |-

Absorbéancia
o

-0.005 -

-0.015 | T

-0.02 3 s
1000 1500 2000 2500

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria propria.



Tabela 12 - Modelos PLS obtidos para os polimorfos do EFZ usando NIR de bancada.
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Pré-processamentos Modelos R? RMSE Bias
_ CcVv 0,97 5,8 (3) 0,1
Suavizagao + SNV
Pred 0,98 4.4 1,5
_ CcVv 0,97 5,7 (3) 0
Suavizagdo + MSC
Pred 0,97 4,8 1,0
) CVv 0,97 5,0 (5) -0,2
12 derivada
Pred 0,97 3,5 01
22 derivada CcVv 0,96 5,8 (4) 0
Pred 0,96 57 0

*QOs valores em parénteses sdo 0 nimero de variaveis latentes.

Apos o estabelecimento do pré-processamento, foi realizada a sele¢éo de variaveis.

Com o uso de VIP scores as variaveis foram reduzidas de 3001 para 32. As regifes que

foram selecionadas como importantes foram referentes ao primeiro sobretom de CH, o grupo

aril-CH e as regides de combinacdo NH, CH e CHa (Figura 34).

Figura 34 - Grafico de VIP scores referente aos espectros NIR de bancada.
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Para 0 método iPLS, foi utilizado um intervalo com tamanho 25, o que resultou em
cinco intervalos, um deles a 1183-1176 nm, sem qualquer informacdo espectral (Figura 35).
Os outros intervalos selecionados foram de regifes de combinacdo de vibracdes de C-H
(1398-1408 nm), do metino (1538-1550 nm), estiramento de primeiro sobretom de CH (1695-
1709 cm™), primeiro sobretom de CH (1695-1709), combinagdo de NH (1923-1940 nm) e
combinacéo de CH e CH> do anel aromatico (2274-2298 nm) (STUART, 2004; WORKMAN;
WEYER, 2007). O modelo obtido desses intervalos ndo melhorou os parametros, pois 0s

valores de RMSECV e RMSEP ndo ficaram proximos, indicando a possivel ocorréncia de

sobreajuste.

Figura 35 - Resultados do iPLS para os espectros NIR de bancada.
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Legenda: regido espectral selecionada (cor verde) e excluida (cor vermelha). Fonte: Autoria prépria.

5.2.7.2.2 Instrumento portétil

O uso do espectrometro portatil permite maior facilidade de uso como ferramenta de
monitoramento em tempo real, podendo ser utilizado na implementacdo de Tecnologia
Analitica de Processos - PAT (do inglés, Process Analytical Technology) na industria
farmacéutica. Além do mais, o custo € bem inferior aos equipamentos de bancada. Sendo

assim, as amostras também foram analisadas em equipamento portéatil (Figura 36).
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Figura 36 - Espectros NIR dos polimorfos | e Il do EFZ obtidos do espectrémetro portatil.
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Figura 37 - Espectros das misturas polimorficas do EFZ obtidos em NIR portatil.
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Os espectros do equipamento portatil foram semelhantes aos obtidos no equipamento
de bancada, com excecdo da regido entre 1300 a 1450 nm que ndo evidenciou 0s picos
observados no equipamento de bancada. Apesar de realizar analise em um intervalo espectral
menor, 0 equipamento conseguiu diferenciar os polimorfos. Procedeu-se entdo a analise nas

misturas polimorficas (Figura 37).
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Como pode ser visto, hé a necessidade de corre¢fes do mesmo tipo que o equipamento
de bancada: corre¢do de espalhamentos e de linha de base. Os pré-processamentos podem ser
observados na Tabela 13, os métodos por derivada mostraram os melhores resultados para 0s
parametros estimados, ndo havendo diferenca estatistica (95% de confianca) entre a primeira e
a segunda derivada, além disso apesar do bias elevado, este ndo foi considerado
estatisticamente relevante. Foi escolhida, entdo a primeira derivada, pois foi o pré-
processamento utilizado no equipamento de bancada. Os espectros ap0s pré-processamento

podem ser observados na Figura 38.

Tabela 13 - Modelos PLS obtidos para os polimorfos do EFZ usando NIR portatil.

Pré-processamentos Modelos R? RMSE Bias
Suavizagdo + SNV (excl. 2val) cv 0,94 7,6 (5) 0,1
Pred 0,96 6,7 3,1
Suavizagdo + MSC (excl. 2val) Ccv 0,95 7,1(4) -0,1
Pred 0,98 4,2 1,2
12 derivada (excl. 2val) CcVv 0,97 5,5 (4) -0,1
Pred 098 51 1,6
2% derivada Ccv 0,97 5,5 (4) -0,1

(excluded 2val)
Pred 098 53 1,4

*QOs valores em parénteses sdo 0 nimero de variaveis latentes.

Apbs estabelecer o modelo PLS adequado, foram testados os métodos de selecdo de

variaveis.

O NIR portéatil possui 0 menor nimero de variaveis dentre 0s equipamentos testados,
sdo apenas 125 variaveis e com VIP scores, esse nimero foi reduzido a 26. A area selecionada
(1470 a 1678 nm) pelo VIP scores (Figura 39) abrange o primeiro sobretom dos grupos CH e
aril-CH.
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Figura 38 - Espectros do NIR portéatil ap6s da aplicagdo de pré-processamento de primeira derivada e
SNV.
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Figura 39 - Gréfico de VIP scores obtido a partir do NIR portétil.
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Para o IPLS, foi considerado importante apenas um intervalo, usando 20 como
tamanho de intervalo: 1029-1153 nm (regido de segundo sobretom de CH) (Figura 40). O

iPLS ndo melhorou o modelo.

Figura 40 - Gréfico de iPLS gerado a partir do modelo obtido do NIR portétil.
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Legenda: regido espectral selecionada (cor verde) e excluida (cor vermelha). Fonte: Autoria prépria.

5.2.7.3 Espectroscopia Raman

5.2.7.3.1 Instrumento de bancada

Os espectros Raman (Figura 41) apresentaram alteracdo de linha de base que foi

posteriormente corrigida por ALS.

O formato ¢ similar ao descrito por Fandaruff e colaboradores (2014) e as diferengas
de cada polimorfo sdo notadas na intensidade e na forma das bandas. Uma das
particularidades, sdo as duas bandas mostradas por volta de 1740 cm™ no espectro do
polimorfo 11, enquanto o polimorfo | mostra apenas uma banda na regido (~1752 cm™), o que

corresponderia a deformacdo do grupo amida e estiramento do anel aromatico (Marques et al.,

2017).
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Figura 41 - Espectro Raman obtido do espectrometro de bancada.
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Fonte: autoria propria.

Como pode ser observado na Figura 41a, a banda abaixo de 200 cm™, estd com um

sinal muito intenso. Como a literatura ndo descreve vibracdo importante para essa regido
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(FANDARUFF et al., 2014; MARQUES et al., 2017), assumiu-se que a inclusdo dessa banda
poderia dar menor confiabilidade ao modelo, entdo ela foi excluida. Dessa forma, as
diferencas espectrais podem ser melhor observadas, assim como a alteracdo de linha de base
nas amostras com o polimorfo I (Figura 41b).

Apo6s a verificagcdo das diferengas espectrais, foi efetuado a analise das misturas

polimérficas (Figura 42).

Figura 42- Espectros das misturas polimdrficas de EFZ, obtidas do Raman de bancada.
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Pode ser observado que além da correcdo da linha de base, € necessario um ajuste do
espalhamento. Na Tabela 14, podem ser observados diversos pré-processamentos que foram
testados e, pode-se ver que 0 erro esta muito acima dos observados para 0s espectros de
infravermelho. Considerando o bias, apenas os que utilizaram ALS e SNV ou MSC, nédo
foram estatisticamente significativos e nem considerados estatisticamente diferentes (95% de
confianga), sendo escolhido o método por MSC pelos menores valores de bias obtidos.

Em geral, o erro elevado nos resultados de Raman pode ser devido a fluorescéncia da
molécula, mesmo apds a corre¢do da linha de base com WLS e ALS (EILERS; BOELENS,
2005). O aparecimento da fluorescéncia deve ser evitado, porque afeta a acurédcia e a
sensibilidade dos resultados do Raman. Para supera-la, ha alguns métodos que podem ser
posteriormente investigados (WEI et al., 2015). Um deles é o uso do laser 1064 nm, que tem
sido descrito como um dos melhores comprimentos de onda para evitar o aparecimento de
fluorescéncia das amostras (HARGREAVES et al., 2009; WEST; WENT, 2010).



Tabela 14 - Modelos PLS obtidos para os polimorfos do EFZ usando Raman de bancada.
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Pré-processamentos Modelos R? RMSE Bias
_ CcVv 08  143(7) 1,1
ALS + Suavizacdo + SNV (excl. 2val)
Pred 0,7 15,0 0,5
_ Ccv 0,8 14,1 (7) 0,8
ALS + Suavizacdo + MSC (excl. 2 val)
Pred 0,7 15,3 0,8
) Cv 0,8 14,5 (7) 1,3
ALS + Normalizacéo (2 excl)
Pred 0,76 14,6 2,4
i L CVv 0,78 14,6 (7) 1,0
1% derivada + normalizacéo (excluded 2val)
Pred 0,78 14,4 3,5
Cv 0,75 15,6 (6) 0,1
WLS + Suavizagdo + SNV (2 excl.)
Pred 0.71 16,6 2,2
CVv 0,74 15,9 (6) -0.2
WLS + Suavizagdo + MSC (3 excl.)
Pred 0,68 16,6 4,0
CVv 0,75  15,5(6) 0,8
WLS + Normalizacdo (2 excl.)
Pred 0,76 15,3 4.4

*QOs valores em parénteses sdo 0 nimero de variaveis latentes.

Figura 43 - Espectros do Raman de bancada, ap6s pré-processamento com ALS e MSC.
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Na figura 43, podem ser observados os espectros corrigidos. A correcdo da linha de
base que foi realizada parece aumentar ou evidenciar a ocorréncia de spikes, que sdo picos
estreitos resultante da interferéncia de raios gama.

Apobs a verificacdo do melhor modelo PLS, foi realizada a selecdo de variaveis.

Dentre 0s equipamentos testados, este resultou em espectros com 0 maior nimero de
varidveis: 4845. Esse numero foi reduzido para 1038 quando utilizado as restricdes
selecionadas pelos VIP scores. O intervalo de comprimento de onda selecionado possui
informacdo sobre todos os grupos funcionais, mas ndo apresenta melhoria nos parametros do
modelo. Apo6s realizar mais duas sele¢des por VIP scores, algumas bandas entre 200 e 1310
cm? foram consideradas importantes (Figura 44). Essas bandas representam vibragdes de
carbono dos trés anéis presentes na estrutura do EFZ, além da vibracao de outras ligacdes de
carbono, nitrogénio, fluor e cloro (MISHRA et al., 2012; MARQUES et al., 2017).

Figura 44 - Grafico de VIP scores dos espectros do Raman de bancada.
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Figura 45 - Resultados iPLS para os espectros do Raman de bancada.
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Legenda: regido espectral selecionada (cor verde) e excluida (cor vermelha). Fonte: autoria prépria.

Para o iPLS, foi utilizado 45 como tamanho de intervalo. Quatro intervalos foram
selecionados como importantes (Figura 45): 492-515 cm™ (deformagdes de grupos CFs e
0OCO0), 560-582 cm™ (ligagdes de carbono no anel ciclopropil, CNH e C=CC), 695-717 cm™
e 741-762 cm™ (deformagdo simétrica de CFs e torsdes de CCH) (Marques et al., 2017).
Apesar de auxiliar na interpretacdo, nenhum destes dois métodos de selecdo de variaveis

melhorou os parametros do modelo para os espectros do Raman de bancada.

5.2.7.3.2 Equipamento portatil

O Raman portétil (Figura 46) analisa uma menor regido espectral, mas inclui modos
vibracionais importantes que podem ser atribuidos a todos os grupos funcionais do EFZ
(Marques et al., 2017; Mishra et al., 2012).



Figura 46 - Espectros Raman obtido do espectrémetro portatil.
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Figura 47 - Espectros das misturas polimorficas do EFZ obtidas a partir do Raman portétil.
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As analises das misturas polimorficas podem ser observadas na Figura 47. Os
espectros apresentaram variagdes na linha de base. Sendo necessario, portanto, a aplicacéo de
pré-processamentos (Tabela 15).

O melhor pré-processamento foi o obtido utilizando ALS como correcdo de linha de
base, suavizacdo para melhoria da razdo sinal/ruido e SNV para diminui¢do da varia¢do de
linha de base. Os espectros corrigidos estdo apresentados na Figura 48, a linha de base foi

corrigida, mas ainda podem ser vistos espectros ruidosos na regido de 1800 a 2200 cm™,

Figura 48 - Espectros das misturas polimorficas do EFZ em Raman portéatil apds pré-processamentos.
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Tabela 15 - Modelos PLS obtidos para os polimorfos do EFZ usando Raman portatil.
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Pré-processamentos Modelos R? RMSE Bias
CcVv 0,95 7,0 (5) 0,6
ALS + Suavizacao + SNV (excl. 1val)
Pred 0,92 8,6 0,8
CcVv 0,95 6,8 (5) 0,4
ALS + Suavizacao + MSC (excl. 1 val)
Pred 0,91 8,9 0,4
Cv 0,91 9,6 (3) 1,0
ALS + Normalizacéo (2 excl)
Pred 0,93 8,8 0
Cv 0,89 10,2 (3) 0,6
1%derivada + Normalizacgéo (exc. 2val)
Pred 0,86 11,5 0
Cv 0,77 15,2 (5) 0,3
WLS + Suavizagdo + SNV (1 excl.)
Pred 0,78 14,6 1,7
CcVv 0,70 17,8 (6) -1,0
WLS + Suavizagdo + MSC (1 excl.)
Pred 0,83 13,96 1,7
CcVv 0,78 151 (5) 0,8
WLS + Normalizagéo (2 excl.)
Pred 0,89 10,4 -0,8

*Os valores em parénteses sdo 0 nimero de variaveis latentes.

Procedeu-se a aplicacdo de métodos de selecdo de varidveis. A aplicacdo da restri¢do

escolhida pelos VIP scores reduziu o nimero de variaveis de 1901 para 355. Diferente do

equipamento de bancada, os VIP scores do equipamento portatil consideraram importantes as

vibracGes da carbonila e ndo consideraram importantes as vibragcdes de grupos contendo

atomos de nitrogénio e cloro (Figura 49).



Figura 49 - Grafico de VIP scores dos espectros obtidos pelo Raman portétil.
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Figura 50 - Resultados iPLS para os espectros obtidos por Raman portétil.
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Para iPLS, foi utilizado 30 como tamanho de interval. O iPLS considerou importantes
trés intervalos (Figura 50): 1210-1270 cm™ (deformagdo CCH de anel aromatico, deformagcéo
CN e estiramento de CCcrs), 1300-1330 cm™ (estiramento do aril, NC, CO e CCcrs) e 2020-
2050 cm™ (sem informac&o espectral) (MARQUES et al., 2017). Nenhuma das duas técnicas
conseguiu melhorar os parametros dos modelos PLS.

Em geral, o equipamento portétil teve melhor desempenho ao comparar os modelos
obtidos (Tabela 15), as amostras apresentaram um menor RMSEP e os valores R? foram
maiores do que o equipamento portéatil. Este fato pode ser devido ao tamanho do spot do laser.
O tamanho pequeno utilizado (2 pm) pelo equipamento de bancada pode nédo ser
representativo para amostras de misturas polimorficas. Por outro lado, o equipamento portétil
usou um laser com um tamanho de spot muito maior (2 a 2,5 mm). Na literatura, Paiva e
colaboradores (2018) também observaram o efeito do spot do laser. Eles descreveram a
ocorréncias de erros maiores para analises em micro-Raman (tamanho do spot: 3 um) em
analises quantitativos de polimorfos de MBZ quando comparado aos resultados obtidos em
macro-Raman (tamanho do spot: 80 e 100 um), indicando que o tamanho do spot do laser é

um fator importante a ser considerado.

5.2.8 Comparacao das técnicas utilizadas

Para avaliar a melhor técnica que poderia ser empregada, pode ser observada a Tabela
16, com os melhores parametros encontrados, além dos gréaficos com os valores preditos e 0s
valores de referéncia (Figura 51)

Como havia sido comentado, considerando os parametros avaliados as técnicas de
espectroscopia na regido do infravermelho foram os mais adequados, com o erro (RMSECV e
RMSEP) em torno de 5% para o0 NIR e em torno de 4% para o MID.

Em geral, o equipamento com melhores parametros foi o MID, pois apresentou bias
préximo a zero, R? acima de 0,95 e o modelo foi explicado por 2 variaveis latentes, o valor
mais baixo entre o0s equipamentos testados. Os valores preditos apresentam-se pouco
dispersos ao longo da linha de tendéncia. Entretanto, pode ser destacado também os resultados
do NIR portatil, ja que os parametros estdo dentro de um padrdo aceitavel, os valores de
RMSEP, RMSECV, inclusive, ndo sdo estatisticamente diferentes (95% de confianga) dos
valores obtidos para 0 MID e o NIR de bancada. Além disso, ha vantagens de sua utilizagédo
em relacdo ao custo e facilidades de uso -at, -in, -online para controle de qualidade de

insumos monitoramento do processo.
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Tabela 16 - Melhores modelos obtidos por iPLS para quantificar misturas polimorficas de EFZ.

Técnicas Modelos R? RMSE Bias Ferramentas
CVv 098 39(22) 0.1
MID Suavizagdo + MSC + iPLS
Pred 0.98 4.1 -0.6
CVv 097 50(B) -02
NIR bancada 12 derivada
Pred 0.97 5.5 0.1
CV 097 54(4) -01
NIR portatil 12 derivada
Pred 0.98 5.0 1.6
CVv 0.80 14.1(7) 0.8
Raman de bancada Suavizagdo + MSC
Pred 0.73 15.3 0.8
CVv 095 70() 0.6
Raman portatil Suavizagdo + SNV
Pred 0.92 8.6 0.8

*QOs valores em parénteses sdo 0 nimero de varidveis latentes.
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Figura 51 - Graficos dos valores preditos e os de referéncia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

o Este trabalho avaliou metodologias analiticas para uso em estudos de estabilidade de
comprimido ADF contendo AZT, 3TC e EFZ.

o Foi verificado condi¢cBes que ndo sdo adequadas para a separacdo dos produtos de
degradacdo. Futuramente, ainda serd preciso investigar outras condicbes como 0 uso de
tampdes e acidificacdo da fase movel. Apos a adequagdo, o método deverd ser testado em
condigdes de degradacdo forcada e, posteriormente, validado.

o Em relacdo ao outro foco do trabalho, foi estabelecido que ndo devem ser utilizadas
temperaturas acima de 4°C e concentragdes de EFZ em metanol abaixo de 20 mg.mL™ para
obter o polimorfo II.

o O polimorfo Il foi caracterizado por técnicas comumente utilizadas para avaliacdo de
polimorfismo, inclusive por espectroscopia NIR e THz, cujo uso ainda nao havia sido descrito
para EFZ. Todas as técnicas utilizadas mostraram-se capazes de diferenciar os dois
polimorfos, com excecédo da dissolugdo intrinseca.

o Na avaliacdo da dissolucdo, ndo foi observado o incremento da dissolu¢do quando se
utiliza método contendo LSS a 0,5% ou a 0,25%, devendo ser investigado o uso de
metodologia utilizando volumes menores, como o descrito na literatura, ou ainda com
concentracdes menores de LSS.

o Foi possivel desenvolver métodos utilizando infravermelho para quantificar
polimorfos | e Il de EFZ, tendo sido o melhor método obtido por MID. Para o NIR, foi
possivel quantificar com erro em torno de 5% tanto em equipamento portétil quanto de
bancada, o que traz a perspectiva de uso ndo apenas no estudo de estabilidade do polimorfo 11
do EFZ, como também no controle de qualidade em processos -at, -in, -online.

o Posteriormente, ainda serdo calculados os limites de deteccdo e a sensibilidade dos

métodos desenvolvidos.
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CRISTALIA PRODS.QUIMS.FARMACEUTICOS LTDA
ROD ITAPIRA LINDOIA S/N, KM 14 Itapira-SP

ASPECTO
SOLUBILIDADE

FAIXA DE FUSAO

PODER ROTATORIO
ESPECIFICO

DENSIDADE
APARENTE

DENSIDADE
BATIDA

TAMANHO DE
PARTICULA

IDENTIFICACAO

AGUA

CINZAS
SULFATADAS

METAIS PESADOS

PERDA POR
DESSECACAO

EXCESSO
ENANTIOMERICO

SUBSTANCIAS
RELACIONADAS

CERTIFICADO DE ANALISE

Nro. RDP: 0 Lote
VALIDO ATE: 03/2018
ESPECIFICACOES

PO CRISTALINO BRANCO, QUASE BRANCO OU
LEVEMENTE ROSADO, INODORO (INTERNA)

PRATICAMENTE INSOLUVEL EM AGUA, SOLUVEL
EM METANOL E DICLOROMETANO (FB)

ENTRE 136°C E 141°C (FB)

ENTRE -86° E -98°, CALCULADO EM RELACAO
A BASE DESSECADA (FB)

ENTRE 0,11 g/mL E 0,20 g/mL (INTERNA)
MAXIMO 0,25 g/mL (INTERNA)

D 0,9: MENOR QUE 20 pm
D 0,5: MENOR QUE 6 um (INTERNA)

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NO
INFRAVERMELHO: O ESPECTRO DE ABSORCAO NO
INFRAVERMELHO DA AMOSTRA CORRESPONDE AO
DO PADRAO

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NO
ULTRAVIOLETA: O ESPECTRO DE ABSORCAO NO
ULTRAVIOLETA DA AMOSTRA EXIBE MAXIMOS EM
206 nm, 247 nm E 293 nm, IDENTICOS AOS
OBSERVADOS NO DO PADRAO

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA: O TEMPO DE RETENCAO DO PICO
PRINCIPAL DA SOLUCAO AMOSTRA CORRESPONDE
AO DO PICO PRINCIPAL DO PADRAO (FB)

DSC: A AMOSTRA APRESENTA UM PICO DE
FUSAO EM CERCA DE 140°C (INTERNA)

MAXIMO 0,5% (FB)

MAXIMO 0,2% (FB)

MAXIMO 0,002% (20 ppm) (FB)
MAXIMO 1,0% (FB)

MINIMO 99,0% (INTERNA)

IMPUREZA B (TRANS-ALQUENO): MAXIMO 0, 1%
IMPUREZA INDIVIDUAL: MAXIMO 0,1%
IMPUREZA TOTAL: MAXIMO 0,5% (INTERNA)

ANEXO A - CERTIFICADO DE ANALISE DE EFAVIRENZ (CRISTALIA®, LOTE

PO CRISTALINO
BRANCO
DE ACORDO

138-139 °c
98 ° (-)

0,15 g/mL
0,18 g/mL
DE ACORDO

DE ACORDO
POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

0,1 %
0,0 %

< 20 ppm
0,7 %

100,0 %

[=f=t=
HOO
R
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CRISTALIA PRODS.QUIMS.FARMACEUTICOS LTDA
ROD ITAPIRA LINDOIA S/N, KM 14 Itapira-spP

CERTIFICADO DE ANALISE

1000 ppm (INTERNA)
ISOPROPANOL : MAXIMO 5000 ppm (USP/ ICH

Q30)
TEOR DE ENTRE 98,0% E 102,0% CALCULADO EM
EFAVIRENZ RELACAO A SUBSTANCIA DESSECADA (FB)

APROVADO [ X ]

OBSERVACOES :
pata: 07/10/2016

TESTES ESPECIFICACOES
SOLVENTES CICLO-HEXANO: MAXIMO 3880 ppm
RESIDUAIS ETER ETIL-TERC-BUTILICO (ETBE): MAXIMO

643 ppm
NQ

NQ

REPROVADO [

Este Certificado de Analise e' impresso eletronicamente. 0s resultados aqui
apontados foram obtidos do laudo original, que se encontra arquivado em nossos

arquivos.




