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RESUMO

DECONVOLUCAO DE ESPECTROS UV DIRETAMENTE DE SOLUCOES
DE DEGRADACAO FORCADA DE FARMACOS. Os estudos de degradacio
forcada (EDFs) sdo ensaios nos quais produtos farmacéuticos séo colocados em
condicdes de estresse, as quais incluem meios &cido, basico, oxidativo, alta
temperatura, fotodegradacéo, umidade e ions metalicos. Eles sdo realizados para
validacdo de métodos analiticos, os quais devem ser capazes de quantificar os
insumos farmacéuticos ativos (IFAs) sem interferéncia de qualquer excipiente ou
produto de degradacdo, e ainda, detectar com resolucédo aceitavel os produtos de
degradacdo formados. Os EDFs podem ser realizados antes de finalizar o
desenvolvimento do produto com o intuito de se obter informagdes sobre a
estabilidade intrinseca do IFA e sobre a compatibilidade com excipientes, o que
auxilia na escolha desses excipientes, tipo de embalagens e o prazo de validade.
Para a validacdo de métodos analiticos, os EDFs devem promover uma
degradacdo do IFA entre 10 % e 30 %, segundo as agéncias reguladoras. Desta
maneira, as empresas devem encontrar as condi¢oes ideais de degradacgéo de cada
produto para cada condicdo de estresse, 0 que, empregando métodos
cromatograficos, leva a um gasto excessivo de tempo e recursos. Portanto, o
presente trabalho teve como objetivo a identificacdo das condicOes ideais de
degradacdo de maneira direta pelo uso de espectroscopia UV-Vis, um método
simples, rapido e de baixo custo. Aliado a metodologias quimiométricas como a
resolucdo multivariada de curvas (MCR), foi possivel a estimar as condigdes em
que o ativo degrada dentro do intervalo esperado assim como o0 espectro dos
produtos de degradacdo formados. O método foi aplicado a quatro farmacos:
Acido Acetilsalicilico, Levocetirizina, Tansulosina, Ticagrelor e se mostrou
bastante promissor uma vez que foi possivel resolver os perfis espectrais puros de
todos os componentes originais além dos perfis de concentracao relativos.
Palavras-chave: degradacdo forcada; farmacos; espectrometria UV,
quimiometria; PCA; MCR.
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ABSTRACT

DECONVOLUTION OF UV SPECTRA DIRECTLY FROM FORCED DRUG
DEGRADATION SOLUTIONS. Forced degradation studies (EDFs) are assays
which pharmaceuticals are placed under stress conditions, which include acidic,
basic, oxidative, high temperature, photodegradation, humidity and metal ions
environments. The tests are performed to validate analytical methods that must be
able to quantify active pharmaceutical ingredients (IFA) without interferences
from any excipient or degradation product, and also detect the formed degradation
products with acceptable resolution. EDFs can also be performed before finalizing
the development of the product in order to obtain information on the intrinsic
stability of the IFA and on the compatibility with excipients, which helps in the
choice of these excipients, type of packaging and shelf life. For the validation of
analytical methods, EDFs must promote an IFA degradation between 10% and
30%, according to regulatory agencies. Thus, companies must find the ideal
degradation conditions for each product in each stress condition using
chromatographic methods, which leads to an overspending of time and resources.
Therefore, the present work aimed to directly identify the ideal degradation
conditions by using UV-Vis spectroscopy, a simple, fast and low cost method.
Allied to chemometric methodologies such as the multivariate resolution of
curves (MCR), it was possible to estimate the conditions in which the active
degrades within the expected range as well as the spectrum of the degradation
products formed. The method was applied to four drugs: Acetylsalicylic Acid,
Levocetirizine, Tamsulosin, Ticagrelor and proved to be very promising since it
was possible to solve the pure spectral profiles of all the original components in
addition to the relative concentration profiles.

Keywords: forced degradation; pharmaceuticals; UV  spectroscopy;
chemometrics; PCA; MCR.
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1 -INTRODUCAO
1.1 - Estudos de degradacéao forcada

No controle de qualidade das industrias farmacéuticas, a seguranca e a
eficicia dos farmacos séo as principais preocupacfes, as quais dependem nao
apenas das propriedades do IFA (Insumo Farmacéutico Ativo) e de seu perfil de
dissolugdo, mas também das impurezas que nele contém?,

O conceito de impureza consiste em qualquer composto que nédo seja o IFA
e 0 excipiente do produto. Sua presenca, mesmo que em quantidades pequenas,
pode afetar a seguranca do medicamento?.

Dentro da classe de impurezas, encontram-se 0s produtos de degradacgéo que
séo gerados principalmente por reacdes de oxidacgéo, termolise, fotolise e hidrolise
promovidas por fatores externos como oxigénio, calor e luz ou internos como a
interacdo com os excipientes e embalagens®#. O monitoramento, o controle e a
completa caracterizacdo dos medicamentos para consumo humano devem ser
feitos minuciosamente antes de sua comercializacéo.

O estudo de degradacdo forcada € uma ferramenta essencial para o
entendimento acerca do comportamento quimico do IFA. Nele os farmacos sao
submetidos a condicBes extremas de estresse como temperatura, calor, pH critico,
agentes oxidantes, radiacdo ultravioleta, entre outras®.

Com isso é possivel obter o conhecimento da estabilidade intrinseca da
molécula e esta informacdo € entdo levada em consideracdo ao desenvolver a
formulacdo e determinar as condi¢ces de armazenamento que inclui o
desenvolvimento de embalagens e prazo de validade. Ap0s realizar o estudo de
degradacédo forcada, € possivel determinar a susceptibilidade de um composto em
sofrer reagdes adversas pela interferéncia do ambiente®.

Os testes de estresse geram informacdes que levam a identificacdo das rotas
de degradacdo bem como a formacdo de perfis de produtos de degradacéo

desconhecidos na amostra. Dessa forma, auxiliam na validacdo de metodos



indicativos de estabilidade para o IFA, com especificidade e seletividade
adequada’®,

O estudo de degradacéo forcada é realizado sob os requisitos de orgdos de
regulamentacdo que trazem as condicOes de estresse que o medicamento deve ser
exposto diretamente. O procedimento comeca na pesquisa bibliografica prévia
onde é possivel adquirir informagdes sobre a reatividade de grupos funcionais da
molécula que sdo mais suscetiveis a degradacao, excipientes a serem evitados na
formulagéo e impurezas de sintese.®1°

O processo segue com a exposicao do farmaco a solugdes de diferentes pH,
onde pode ocorrer as hidrélises &cida ou basica, a solugdes oxidativas, aambientes
com altas temperaturas, umidade, com incidéncia de radiagéo ultravioleta e na
presenca de fons de metais de transicdo®?.

As condicdes especificas para 0 prosseguimento dos estudos de degradacéo
forcada ndo sdo bem definidas pela literatura. As concentragbes de agentes
degradantes a serem utilizados, o tempo de exposic¢ao e a melhor forma de realizar
0s testes apresentam variacoes a cada trabalho.®

No guia original de teste de estabilidade dos medicamentos, a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) em 1996 listou as condicOes para esse estudo!?. Em
um unico lote da substancia, deve-se testar o efeito das temperaturas em
incrementos de 10 °C, comumente variadas de 40 a 80 °C, tanto para IFA sélido
quanto para liquidos. O efeito da umidade é observado submetendo o farmaco a
75% ou mais de umidade relativa.’?

O teste também deve avaliar a suscetibilidade da substancia farmacoldgica a
hidrolise em uma ampla faixa de valores de pH quando em solucdo ou suspensao,
utilizando solucgdes 0,1 mol L™ de HCI ou NaOH. Para os testes em condicoes
oxidantes, o reagente utilizado é o H,O,, em concentracdes que variam desde
0,1% até 5,0% v/v, neutro e em temperatura ambiente>4,

O teste de fotoestabilidade deve ser parte integrante do teste de estresse. No

entanto, pode ndo ser necessario examinar especificamente determinados



produtos de degradacéo, caso tenha sido demonstrado que eles ndo séo formados
em condicbes de armazenamento acelerado ou de longo prazo. Os resultados
desses estudos fardo parte integrante das informacdes fornecidas as autoridades
reguladoras. Geralmente esse teste € realizado por exposicdo do farmaco a luz UV
visivel em comprimentos entre 380 a 800 nm sem ultrapassar o limite de 6 milhdes
de lux/hora com 200 Wh m2 de poténcia®.

Nas Gltimas décadas, o avanco da tecnologia possibilitou o desenvolvimento
de técnicas analiticas mais modernas e a combinacdo delas. A técnica mais
utilizada nos métodos indicativos de estabilidade é a da Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada com detector de Arranjo de Fotodiodo (DAD),
com detector de espectroscopia UV ou de massas (MS). A eficiéncia da separacédo
cromatografica pode ser medida pelos parametros de resolucdo, pureza do pico,

assimetria e eficiéncia da coluna.161°

1.2 - Legislacéo

Os estudos de degradacdo forcada hd muitos anos séo reconhecidos pela
industria farmacéutica como uma parte importante do processo de
desenvolvimento de medicamentos. Entretanto, esse procedimento se tornou um
requerimento regulamentar formal somente com o langamento de um conjunto de
diretrizes pela Conferéncia Internacional para Harmonizagdo (ICH, do inglés
Internacional Conference on Harmonization) em 1993, onde esta presente o guia
Q1A com o titulo “Stability Testing of New Drug Substances and Products”.
Neste documento, os termos gerais da degradacédo for¢ada séo definidos para que
possam ser aplicados para o desenvolvimento de métodos analiticos que indiquem
a estabilidade durante a fase clinica.?® %

Atualmente no Brasil, normas também foram estabelecidas para a
regulamentacdo do processo de desenvolvimento e comercializagdo produtos

farmacéuticos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) definiu os
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testes de degradacdo forcada nos farmacos com a publicacdo da Resolucédo da
Diretoria Colegiada - RDC N° 45 em de 09 de agosto de 2012. Com essa resolucéo
foi exigido relatorios do estudo de estabilidade juntamente com o resultado da
quantificacdo de produtos de degradacdo e 0 método analitico correspondente??.

Em 2013 a ANVISA publicou a RDC n° 58 no dia 20 de dezembro, onde
parametros foram estabelecidos pela primeira vez no pais para a notificacdo,
identificacdo e qualificacdo dos produtos de degradacdo em medicamentos com
substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos,
genéricos ou similares?,

A atualizacdo mais recente da legislacdo vigente foi com a RDC n° 53
emitida no dia 4 de dezembro de 2015. Nela esté incluida a ordem de elaboracéo
do perfil de degradacdo ao longo do prazo de validade do farmaco a ser
comercializado onde as rotas de degradacdo devem ser completamente
caracterizadas em conjunto com a elucidacéo estrutural das impurezas.?*

Além disso, a resolucéo dispde os limites para a notificacéo, identificacdo e
qualificacdo dos produtos de degradacao do principio ativo como especificado na
Tabela 1?*. A dose maxima diaria é a quantidade maxima de farmaco administrada
por dia e os limites dos produtos de degradacdo sdo expressos como a
porcentagem do insumo farmacéutico ativo ou como a administracéo total diaria
(ATD) de um produto de degradacéo.

Uma vez que o consumo de uma grande quantidade de substancia
medicamentosa também significaria exposicdo a niveis mais elevados de
impurezas, as tolerancias sdo menores quando a exposicdo maxima diaria é

superior a 2 g do IFA.%



TABELA 1 - Limites de notificacéo, identificacdo e qualificacdo de produtos de

degradacdo em novos medicamentos.

Limites de notificacdo

Dose maxima diarial Limites?
<lg 0,1%
>1g 0,05%

Limites de identificacdo

Dose maxima diaria

Limites

<1lmg 1,0% ou 5 pg ATD, o que for menor

1 mg-10mg 0,5% ou 20 ug ATD, o que for menor

>10mg-2g 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor
>29 0,10%

Limites de qualificacdo

Dose maxima diaria

Limites

<10 mg 1,0% ou 50 pug ATD, o que for menor
10 mg — 100 mg 0,5% ou 200 ug ATD, o que for menor
>100mg-2g 0,2% ou 3 mg ATD, o que for menor
> 20 0,15%

A RDC n° 53 tambem esclarece que nesse estudo, o objetivo ndo é degradar
completamente o IFA, e sim causar uma degradacdo em extenséo suficiente a fim
de permitir a avaliacdo da formacao de produtos de degradacéo. A diminuigéo da
area do pico principal deve ser superior a 10% e inferior a um valor de 30% para
que evitar o comprometimento dos testes pela degradacdo completa da amostra e
a ocorréncia de produtos secundarios.

Por isso, as condic¢des dos testes que incluem a temperatura, concentracdo ou

magnitude do agente degradante e o tempo de exposi¢cao devem ser ajustadas de



acordo com a molécula em questdo, principalmente quando o IFA é especialmente
suscetivel a um fator de estresse especificol®?3,

Na auséncia de produtos de degradacédo ou na obtencéao de valores inferiores
a 10%, o IFA é considerado estavel sob a condigéo de estresse e deve se apresentar
uma justificativa técnica sobre o ocorrido®*3,

Apbs todo o procedimento, os resultados sdo utilizados para auxiliar no
desenvolvimento e validacdo da metodologia de andlise dos produtos de
degradacdo formados. Por fim, a analise critica do perfil de degradacdo do
medicamento examina a pureza cromatografica do pico do IFA no medicamento

finalizado.

1.3 - Analitos estudados

Para a realizacdo do estudo de deconvolucdo dos espectros diretamente de
solugcdes de degradacdo forcada foram escolhidos quatro farmacos: acido

acetilsalicilico, levocetirizina, tansulosina e ticagrelor.

1.4 - Acido acetilsalicilico

Conhecido comercialmente como Aspirina®, o acido acetilsalicilico ou acido
2-(acetiloxi)-benzdico, cuja estrutura é representada pela Figura 1, é um dos anti-
inflamatdrios ndo esteroidais mais conhecidos. Tem um pKa de 3,5, €
ligeiramente soltvel em agua, mas bastante solivel em alcoois, cloroférmio e
éter.?’

Por ser um inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase pela acetilacdo do residuo
de serina, esse farmaco é comumente usado como analgesico, antipirético e anti-
inflamatdrio, por aliviar os sintomas da cefaleia, odontalgia, dor de garganta
relacionada a resfriados, dismenorreia, mialgia, lombalgia e dor artritica de

pequena intensidade.?® Além disso, possui efeito diluente do sangue que previne



a agregacdo plaquetaria reduzindo o risco de ataques cardiacos e acidentes

vasculares cerebrais.?°

O OH

O _CH,

T

O

FIGURA 1 - Férmula estrutural do acido acetil salicilico.

No entanto, 0 AAS tem uma desvantagem importante em relacdo a saude
humana. E facilmente hidrolisado em &cido salicilico em ambientes acidos, como
no estdmago. O &cido salicilico promove uma série de efeitos perigosos no corpo
humano, incluindo Ulceras gastrointestinais, zumbido e sindrome de Reye .31

A literatura indica que o acido salicilico aparece como produto nas
degradacdes em meio hidrolitico, oxidativo e fotolitico e os &cidos
acetilsalicilsalicilico e salicilsalicilico sdo os principais produtos de degradacéo

do farmaco em meio fotolitico. Suas estruturas quimicas sédo dadas na Tabela
2.32,33

TABELA 2 - Estruturas dos produtos de degradacdo do Acido Acetilsalicilico

gerados no estudo de degradacéo forgada.

Condicao B
Produtos de degradacao
de estresse

O

Hidrolitica OH

e oxidativa OH

Acido salicilico




0
OH  CHj
0 o)

0
/K
. o o) OH
Fotolitica
)\ i /J\ i
0 0

Acido acetilsalicilsalicilico Acido salicilsalicilico

InformacOes acerca das impurezas organicas (materiais de partida,
intermediarios de sintese, subproduto de reacdo e produtos de degradacéo) estéo
presentes em compéndios oficiais que definem as especificagdes para o controle
de qualidade de medicamentos e insumos para saude. Na monografia apresentada
pela Farmacopéia Européia (EP, do inglés, European Pharmacopeia), encontra-

se as seis impurezas da matéria prima do AAS como mostrado na Figura 2.

0 OH 0 0
dOH O)\CXKOH "
HO OH OH
Impureza A Impureza B Impureza C

0O

PN

0 0 0 CHg

0 0
OH CH, @fkw
o o/go o OH
_
@] o) (@]
PN
07 CH,

Impureza D Impureza E Impureza F

FIGURA 2 - As seis impurezas do AAS mencionadas na EP.



1.5 - Levocetirizina

A Levocetirizina (LEV) ou acido (R)-2-[4-[(4-clorofenil)fenilmetil]l-
piperazinil]etoxi]acético, identificado como o enantibmero ativo da mistura

racémica de cloridrato de cetirizina, tem sua estrutura representada pela Figura

3 34,35

POROSRY

FIGURA 3 - Formula estrutural da Levocetirizina.

E um potente anti-histaminico H; de baixa metabolizacdo hepética que age
como blogueador competitivo dos receptores dessa amina biogénica. Por isso, é
seguro e eficaz no tratamento dos sintomas associados a enfermidades alérgicas,
como rinite alérgica sazonal (incluindo os sintomas oculares), rinite alérgica
perene e urticéria cronica idiopatica.®

Em um estudo, uma comparacao foi feita entre a levocetirizina e outros anti-
histaminicos populares como ebastina, fexofenadina, loratadina, mizolastina e o
farmaco apresentou superioridade em poténcia e eficacia em sua agdo.*® Outro
estudo mostra que a droga proporcionou efeitos anti-inflamatorios que sdo
observados em concentracOes clinicamente relevantes que podem potencializar
seu beneficio terapéutico.3"38

Na Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, do inglés, United States
Pharmacopoeia), duas impurezas de processo, apresentadas na Figura 4, foram
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reportadas apenas para fim de identificacdo devido a esses compostos serem

controlados no IFA.
» ()
N
(O
cl o/w(
Cl

Impureza B

Nz

Impureza A

FIGURA 4 - Impurezas encontradas no compéndio USP.

Vaérios estudos de degradacdo forcada da LEV foram relatados durante o
desenvolvimento de métodos analiticos por HPLC3 ou espectrofotométricos*,
sendo que, na maior parte dos casos os produtos de degradacdo ndo foram
caracterizados ou ndo foram caracterizados adequadamente.

Gunjal et al. caracterizou os possiveis produtos de degradacdo do farmaco
sob condicgbes de estresse de acordo com os guias da ICH utilizando as técnicas
de HPLC e LC-MS para estabelecer um método indicativo de estabilidade
validado. Nesses testes constatou-se que o IFA gera dois produtos de degradacao

diferentes cujas estruturas sem encontram na Tabela 3.4

TABELA 3 - Estruturas dos produtos de degradacéo da Levocetirizina gerados no

estudo de degradacéo forcada.

Condicéo
Produtos de degradacao
de estresse

Hidrolitica H@ J/YO

e fotolitica




11

1.6 - Tansulosina

Cloridrato de Tansulosina (TAN), quimicamente conhecido como 5-[(2R)-
2-[[2-(2-etoxifenoxi)etilJamino]propil]-2-metoxibenzenossulfonamida, um po
branco a branco amarelado, ligeiramente soltvel em &gua, solivel em metanol e
cloroformio. Com a estrutura molecular apresentada na Figura 5, seu uso é
indicado para o tratamento dos sintomas do trato urinario inferior associados a

hiperplasia prostatica benigna (HPB). 4849

H,N v 0
H3C\O Hy HyC O

FIGURA 5 - Férmula estrutural da Tansulosina.

O“I

A Tansulosina é um antagonista dos receptores alfa-1 adrenérgicos. Por
promover o relaxamento da musculatura lisa da prostata e da uretra, alivia
sintomas urinarios obstrutivos e aumenta o fluxo urinario maximo. Esse farmaco
também abranda os sintomas irritativos, nos quais a instabilidade da bexiga tem
um papel importante.®*A importancia farmacéutica da TAM levou ao
desenvolvimento de véarios estudos para a determinacdo do medicamento

juntamente a separagdo de seus produtos de degradagéo.**>1>°
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O desenvolvimento de métodos analiticos levou a determinacdo de nove

impurezas relacionadas a matéria prima da TAN e incluidas na monografia da EP
Suas estruturas sdo listadas na Figura 6

O\\ NH
H,N s\\/ 2
HaC O 5
7
CHg
\\ _NH, Impureza B
/\/N
H

\ NH,
~_-CHs O/\/NH \S\<\
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Hy CHg o
Impureza A

CHg
Impureza C
\\ _NH, A Nz
/\/NH \\ oF \\
NG /\/NHZ
H3
Impureza E Impureza F
Impureza D
HeC™ X
NH \\ e NH
P \/\@ \\ /\/
O« _~CH c ~_~CH
3 3 3 (|)
Impureza G Impureza H
Br
O/\/
O~ _-CH3

Impureza |

FIGURA 6 - Impurezas da TAN mencionadas na EP
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A identificacdo e caracterizacdo dos produtos de degradacdo do farmaco sob
condicdes univariadas de estresse foi reportada por Namdev et al usando a técnica
de LC-ESI-MS/MS. Nos testes constatou-se que o IFA se degrada
significativamente sob condi¢des fotoliticas, oxidativas e de hidrolise acida e
béasica, gerando doze principais produtos de degradacao que estdo esquematizados

na Tabela 4.57:°8

TABELA 4 - Estruturas dos produtos de degradacdo da Tansulosina gerados no

estudo de degradacéo forcada.

Condicao
Produtos de degradacao

HoN O\\/}3 N N
" s
(O HN CHg ro

de estresse

Hidrolitica CHs CHg
HN™ X
H3C\O CHs
O\ ° H o. O
SsC N _~CH, N
HoN H,N" N
o H3C\O CHg H3C\O CH,
Oxidativa
O H
4
Ng N\/\O
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1.7 - Ticagrelor

O Ticagrelor (TCG), ou ((1S,25,3R,55) -3-[7-[ (1R,2S) -2-(3,4-
Difluorofenil)ciclopropilamino]-5-(propiltio)-3H-[1,2,3] triazol [4,5-d]pirimidin-
3-il]-5-(2-hidroxietoxi)ciclopentano-1,2-diol), tem sua formula estrutural
representada na Figura 7. Comercializado com o nome Brilinta, € um
medicamento indicado para a prevencdo de eventos -cardiovasculares
caracterizados por trombose, desempenhando um papel de antiplaquetario de uso
oral.>®

Com um rapido inicio de acéo, o TCG inibe diretamente os receptores de
difosfato de adenosina (ADP) que impedem a transducéo de sinal e acimulo de
plaguetas sem necessitar de ativacdo hepatica. Isso reduz a possibilidade de morte
cardiovascular, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral, em pacientes

com sindromes corondrias agudas (SCA).°
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FIGURA 7 - Formula estrutural do Ticagrelor.

Nas monografias dos compéndios mundiais, métodos cromatograficos foram
descritos para a analise do comprimido e a partir deles foram encontradas quatro
impurezas que devem ser monitoradas segundo a EP. As estruturas das impurezas

foram elucidadas dispostas na Figura 8.

Impureza A Impureza B

o N NH |
YCHS HO OHY— \v )
O\/\ \\N\ 4N
o™ H

Impureza C
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Impureza D

FIGURA 8 - Impurezas do TCG segundo a EP.

A literatura apresenta poucas informacdes sobre a estabilidade e
comportamento de degradacdo do farmaco. Alguns métodos indicadores de
estabilidade por HPLC foram desenvolvidos para sua determinagdo na presenca
de impurezas ou produtos de degradacdo, mas a elucidacéo estrutural foi descrita
por Yayé et al. em 2014.51-57

Os autores utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia hifenada a
espectrometria de massa de alta resolucdo em multiplos estagios (HPLC-MS").
Foram identificados seis produtos de degradacdo provenientes de processos
fotoliticos, e outros trés resultantes de oxidagdo. As estruturas dos produtos de

degradacdo estdo dispostas na Tabela 5.%7
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TABELA 5 - Estruturas dos produtos de degradacdo de Ticagrelor gerados no

estudo de degradacéo forgada.

Condicéo 3
Produtos de degradacao
de estresse

NH,
NH,
l H3C )\ /
H3C\/\S)\\N NH \/\S N N
OH OH
(¢] OH (0] OH
HOI HOI

NH,

NZ ‘ N\\N
/
H3C\/\S)\\N N

OH

O\/\O OH

OH
F
o) OH
HO\—/\ F

Fotolitica

OH
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N
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HOI HO\/\

Oxidativa

OH

HOIO OH

1.8 - Analise Multivariada

Para o monitoramento dos ensaios de degradacéo forcada, o0 método analitico
mais utilizado € a cromatografia com deteccéo na regido do UV-Vis (HPLC-UV),
uma técnica seletiva de extrema importancia na area. Porém a separacdo fisica das
espécies para posterior deteccdo cromatografica € um processo que consome
tempo e recursos.%®

A espectroscopia UV-Vis é bastante utilizada para o monitoramento de
reacdes quimicas devido a sua simplicidade e eficiéncia na obtencdo de uma
grande quantidade de informacdes. Cada espectro contém informacGes complexas
que descrevem a absortividade dos grupos cromaéforos presentes na amostra, e a
alteracdo dos valores de concentracdo em relacdo ao tempo é marcada pelo
aumento ou diminuicdo de bandas de absorcéo.®®

Muitas vezes as mudancas dos espectros podem ser pequenas, ndo seletivas
ou pode haver sobreposicdo. Como uma alternativa para tornar esse procedimento
menos custoso, a espectroscopia UV-Vis aliada a métodos quimiométricos de

analise multivariada como a andalise de componentes principais (PCA) e a
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resolucdo multivariada de curvas com quadrados minimos alternados (MCR-
ALS), podem proporcionar a identificacdo das condicOes ideais de degradacao de
maneira direta, simples e rapida. Os algoritmos desenvolvidos sdo aplicados no
monitoramento de processos avaliando mudancas espectrais.”

Analises multivariadas sdo métodos que utilizam simultaneamente todas a
varidveis na interpretacdo do conjunto de dados. Com ela é possivel conhecer o0s
sistemas quimicos estudados devido ao poder de extrair o maximo de informacéo
quimica relevante, além da possibilidade de planejar ou selecionar procedimentos
experimentais otimizados.”

A espectroscopia UV-Vis em conjunto com analise multivariada tem sido
amplamente utilizada para o monitoramento do comportamento de reacbes como
a degradacdo alcalina do farmaco cromoglicato dissodico’™, a fotodegradacédo da
nimesulida’?, nitrendipino e felodipino”, o processo de ozonizacédo fotocatalitica
de uma mistura de metildopa, acido nalidixico e famontidina’™. Além do processo
autooxidativo de azeite extra virgem™, a identificacdo e diferenciacéo de espécies
de ctrcuma’® e detecgdo de adulteracdo de 6leos’’. Essa metodologia possibilitou
a obtencgdo da concentracao e perfis espectrais dos compostos quimicos que foram
envolvidos no processo.

O algoritmo MCR-ALS é dividido em trés etapas: a determinacao do nimero
de componentes principais, a estimativa das matrizes de espectros e concentracdo

das espécies puras e a otimizagéo iterativa por minimos quadrados alternados.’

1.9 - PCA

Informacdes adicionais sobre o sistema por meio de espectros adquiridos
durante a degradacdo podem ser previamente obtidas para auxiliar o processo de
resolucdo espectral via algoritmo. Na aplicacdo do método quimiométrico MCR-
ALS, é fundamental a analise do posto da matriz. O posto da matriz €

caracterizado pelo numero de componentes que causam variabilidade no conjunto
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de dados, ou seja, pelo nimero de espécies espectrometricamente ativas na
solucéo analisada.”

Analises exploratorias ndo supervisionadas sdo ferramentas Uteis e bastante
utilizadas nesse sistema para a estimativa do posto. A Analise de Componentes
Principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis), visa descrever a
porcentagem de variancia explicada da matriz de dados. Nessa etapa € possivel
extrair informac6es graficas a partir de uma tabela de dados experimentais que
expressam a similaridade entre amostras e as variaveis que explicam esse
comportamento.&

Na PCA, dados obtidos a partir de experimento sdo dispostos em uma matriz
que é decomposta em duas outras matrizes denominadas scores e loadings onde
novos eixos ortogonais, chamados de componentes principais (PC), surgem
através de combinacgdes lineares das variaveis originais, de forma que seu arranjo
represente melhor a distribuicdo dos dados. Os scores permitem a visualizacdo da
localizacdo que cada amostra assume no novo espaco. Os loadings mostram quais
varidveis continham mais informacGes em cada PC e foram responsaveis pela
separacdo e determinacdo dos grupos.8!

O namero de PCs necessario para a descri¢do adequada do sistema analisado
é equivalente ao nimero do posto da matriz em questao e pode-se assumir que é

0 mesmo numero de espécies contribuintes para o calculo de MCR.

1.10 - MCR-ALS

Dentro do grupo de anélises multivariadas, encontra-se a Resolucéo
Multivariada de Curvas (MCR, do inglés, Multivariate Curve Resolution) que é
um método de processamento de sinais analiticos que tem o intuito de resolver
mistura de sinais espectrais. A deconvolucéo de espectros sobrepostos € feita para
a separacao dos perfis espectrais puros, possibilitando a obtencédo dos perfis de

concentracdo relativa de cada um dos componentes da amostra.®?
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O MCR recupera informagfes misturadas provenientes de uma técnica
instrumental cujo sinal analitico deve obedecer a uma relacdo semelhante a lei de
Beer-Lambert. A partir de uma matriz de dados D (r x c), onde as r linhas
representam o nimero de espectros do experimento e as ¢ colunas séo o conjunto
de respostas instrumentais medidas a cada comprimento de onda.®

Assim como na PCA, o método promove a decomposicao bilinear em duas
outras matrizes, que gera informacdes das espécies puras como mostra a Figura
9. De acordo com a Equagéo 1.1, o procedimento resulta em uma matriz C (r x n)
correspondente a um perfil de concentracOes relativas, e uma matriz S (n X ¢)
referente aos espectros puros das n espécies. A matriz E expressa o ruido ou erro

experimental .8

D=CS"+E Equacédo 1.1
A
S1
A = >
T
S
Cl Cn
D C

FIGURA 9 - Representacdo esquematica do MCR.

Antes do processo de otimizacdo, € feita uma estimativa inicial dos espectros
ou das concentracbes dos componentes puros presentes no sistema. Essa
informacdo pode ser embasada no conhecimento prévio de espécies em solugédo
ou por métodos auxiliares como a aproximacao da variavel pura. Um dos métodos
cabiveis para esse procedimento é o PURE onde a coluna ou linha mais
representativa do conjunto de dados é selecionada.’

O ultimo passo da analise multivariada consiste na otimizacdo atraves do

algoritmo iterativo de Quadrados Minimos Alternados (ALS, do inglés,
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Alternating Least Squares) sob restricdes. Essa etapa permite a recuperacao de
perfis de concentracdo individuais, sinais de espécies que melhor explicam a
variancia dos dados observados e as fontes de variagdes quimicas.”

Com os valores das estimativas iniciais, as matrizes C e ST séo calculadas
por minimos quadrados e a otimizacdo ocorre até que a convergéncia seja
alcancada. A concluséo da otimizacdo e sua qualidade sao definidos pelo nimero
maximo de iteracdes e por figuras de mérito como a falta de ajuste (%LOF, do
inglés, Lack of Fit) onde baixos valores sdo requisitados e a variancia explicada
(R?) que deve ter seu valor proximo a 1. As equacdes 1.2 e 1.3 mostram como
esses parametros séo calculados onde e;j; € um elemento da matriz de residuos E e
d;; o elemento correspondente da matriz original D, sendo i a linha que o termo

ocupa e j sua coluna.’®

Equacdo 1.2

Equacao 1.3

Um obstaculo a ser enfrentado no processo de resolugcdo de curvas é o
aparecimento de ambiguidades. Esse fendbmeno ocorre devido a possibilidade de
se obter mais de uma resposta que descreva o sistema nas combinacdes lineares.
Para solucionar esse problema, se torna fundamental o uso de restricbes que
consistem em informagdes quimicas ou matematicas presentes no conjunto de
dados que séo introduzidas no processo de otimizacdo do MCR-ALS. Comumente
sdo utilizadas as restricdes de ndo-negatividade e igualdade, nas quais os perfis
sdo forcados a assumir valores positivos e informacdes de conhecimento prévio
como espectros puros, sdo aplicadas, respectivamente.’®

O uso de tecnicas espectrofotométricas em estudos de degradagédo forcada

permite a verificacdo da estabilidade e da cinética de degradacdo, porém alguns
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desafios ainda se fazem presentes como a dificuldade de deteccdo de mudanca
espectral (em alguns casos, por perda de grupos cromdéforos), sinal de absorbancia
dos excipientes e a concentracdo do ativo no momento da leitura. No entanto,
quando em conjunto com ferramentas quimiométricas, como o0 MCR-ALS, apesar
de sua complexidade, proporciona vantagens consideraveis para essa

investigacdo.
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2 -OBJETIVOS
2.1 - Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi encontrar as condi¢6es ideais de degradacao
de maneira direta por UV-Vis atraves de PCA e MCR, para verificar a condi¢ao
onde o ativo degrada de 10 % a 30 %.

2.2 - Objetivos especificos

« Encontrar as condicdes ideais de degradacdo de maneira direta por UV-Vis
atraves do MCR-ALS;

» Fazer a deconvolucdo matematica dos espectros para verificar a condi¢ao
onde o ativo degrada na faixa de 10 % a 30 %;

« Auvaliar o espectro do produto de degradacéo.
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3 -METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 - Reagentes e Solucdes

As solucdes utilizadas nos ensaios de degradacao forcada foram preparadas
utilizando agua ultrapura obtida no sistema Mili-Q (Milipore). Utilizou-se acido
cloridrico (HCI - pureza 99,9%) para primeiramente preparar a solucdo de 1 mol
L e por meio de diluicdo, as demais solucdes acidas de 0,1 e 0,01 mol L. Para
as solucBes baésicas, utilizou-se hidroxido de sédio (NaOH) no preparo das
solugdes de 0,01, 0,1 e 1 mol L. Para o preparo das solucdes oxidativas, peréxido
de hidrogénio (H202) 30 % v/v foi utilizado para a obtencéo das solucdes de 1 %,
3% e 5 % por meio de diluicdo. O tampao de fosfato utilizado nos ensaios no pH
6,0 foi preparado com o uso de fosfato monopotassico (KH,PO,) e fosfato
dissddico (Na;HPO,).

Os medicamentos Acido Acetilsalicilico 500 mg (Aspirina®, Bayer),
Dicloridrato de Levocetirizina 5 mg (genérico, Eurofarma), Cloridrato de
Tansulosina 0,4 mg (genérico, GeolLab) e Ticagrelor 90 mg (Brilinta®,
AstraZeneca) foram obtidos em farmacias locais na cidade de Séo Carlos. Para a

solubilizacdo dos mesmos, etanol foi utilizado.

3.2 - Instrumentacéo

As solucBes degradantes e tampdo foram preparados com o auxilio de uma
balanga analitica do modelo Shimadzu AUW220D com cinco casas decimais para
a pesagem, um pHmetro modelo Digimed DM20 foi empregado nas medidas de
pH e um agitador magneético Ika C-MAG HS 7 para a homogeneizacdo das
solucdes.

Um espectrofotbmetro monofeixe na regido UV-Vis modelo BEL UV-M51

foi utilizado para a obtencé@o dos espectros das solucdes resultantes dos ensaios
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de degradacéo forcada, tendo como suporte de amostra cubetas de quartzo de 1,0

cm. A aquisicédo de dados foi realizada por meio do software UV-Professional 2.

3.3 - Testes de Degradacao Forcada

Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio transparentes onde
uma fracdo dos comprimidos de cada farmaco foi colocada em contato com 2 mL
de solucéo degradante &cida, basica e oxidativa. No caso da degradacdo fotolitica,
0s tubos foram colocados em uma camara escura na presenca de radiacdo UV
proveniente de uma lampada UV com comprimento de onda dominante de 364
nm.

Essas solugbes foram deixadas em repouso, ao abrigo de luz externa e em
temperatura ambiente nos tempos de Oh, 1h, 24h e 48h. Posteriormente, as
solugOes a serem analisadas, foram transferidas para um baldo de 25 mL. Nas
degradacdes acidas ou basicas houve a neutralizacdo do pH com adicdo de 2 mL
de solucéo béasica ou &cida, respectivamente, e nas demais solugdes de degradacéo
foram adicionados 2 mL de &gua. Adicionou-se 6 mL de solucdo tampao fosfato
(HPO,/HPO4*) para que todas as amostras apresentassem o mesmo pH e o
volume foi completado com etanol. Em seguida, as solugdes foram diluidas para
serem lidas no espectrofotometro UV-Vis, onde foram feitas varreduras por
comprimento de onda na faixa de 200 a 400 nm com incremento de 2 nm que

resultaram em espectros de absorbancia.

3.4 - Quimiometria

Os espectros foram importados diretamente para o Matlab (Mathworks —
7.11.0 R2010b) onde foram organizados em uma matriz de dados X, sendo que as
linhas continham informacgdes sobre cada amostra analisada na ordem do meio

degradante menos agressivo pra 0 mais agressivo e na ordem crescente dos
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tempos de reacdo. As colunas foram dispostas no sentido de trazerem informacgoes
sobre as medidas de absorbancia em cada comprimento de onda no intervalo de
varredura espectrofotométrica. Utilizou-se a estratégia de matriz aumentada que
consiste na adicdo dos espectros puros de componentes conhecidos na matriz de
dados, no caso os espectros iniciais dos produtos sem degradacdo, a fim de
facilitar a resolugdo da mistura de compostos.

As matrizes X de dimensdo 13 x 200 (amostras x comprimentos de onda),
passaram pelo processo de pré-tratamento por meio do PLS_Toolbox 5.2 onde a
primeira derivada foi escolhida. Em seguida o nimero de varidveis consideradas
na analise das amostras foi definido pela PCA. Por fim, os espectros mais puros
foram encontrados pela rotina PURE sendo os calculos por MCR-ALS executados
com as restricdes de ndo-negatividade para concentracdo e igualdade para o

espectro conhecido, a fim de auxiliar na resolucéo do algoritmo.
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4 -RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Acido acetilsalicilico

A Figura 10 mostra os espectros obtidos a partir das solucdes de ensaios de
degradacdo forcada da AAS em meio &cido com solu¢des de acido cloridrico a 1
mol L%, 0,1 mol L e 0,01 mol L™,

Absorbancia

200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 10 - Espectros de absorbancia do Acido Acetilsalicilico obtidos a partir

de solucdes de ensaios de degradacao forcada em meio acido.

Com os dados espectrais tratados com a primeira derivada, o nimero de
especies quimicas espectrofotometricamente ativas no sistema, o posto da matriz,
foi estabelecido como dois por meio da PCA. Em seguida foi necessaria a
estimativa inicial dos espectros puros dessas espécies para gerar a resolucdo de
curva multivariada com as estimativas dos perfis de concentracdo relativa e 0s
perfis espectrais para a degradagdo do AAS em meio &cido. Os graficos
resultantes do método quimiométrico MCR-ALS estao representados pela Figura
11 (a).
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A Figura 11 (b) mostra a porcentagem estimada de degradacdo do AAS a
cada experimento onde o primeiro é a solucdo do farmaco puro, os experimentos
2, 3 e 4 ocorreram em presenca de HCI 0,01 mol L™, os experimentos 5, 6 e 7 em
HCI 0,1 mol L e os experimentos 8, 9 e 10 em HCI 1 mol L™, todos nos tempos
de 1h, 24h e 48h.
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T T T T
0.4 3 T T T r T T T HCI 0,01 M HCI 0,1 M HCI1 M
Componente 1 0

Componente 2

80~

70~
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Concentragéo relativa de AAS (%)

201

Absorbancia relativa

200 250 300 350 400 0 1 %4 48 1 % 48 1 % 48
Comprimento de onda (nm) Tempo (h)

(a) (b)
FIGURA 11 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e
perfis de concentracdo relativa dos componentes da mistura; (b) Gréafico da

concentracdo relativa do AAS em meio acido.

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz
de 2,01 % e a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,97 %, indicando
que o modelo gerou uma boa estimativa dos perfis espectrais e de concentracdo
dos analitos em solucéo.

O perfil de concentracdo relativa para o analito em questdo mostrou que nas
solugdes 0,01 e 0,1 mol/l de HCI no tempo de 1h, a estimativa da porcentagem de
degradacédo do farmaco em relacdo a presenca da amostra inicial em meio acido
atingiu um valor minimo de 10 % e maximo de 30 %.

Esse resultado, adquirido de maneira préatica, mostra a condicdo dos testes de

degradacdo forcada que atende os pré-requisitos das agéncias regulatorias. A
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economia de tempo e recursos foi de fato alcancada se comparado com as
circunstancias do procedimento convencional realizado por meio da
cromatografia liquida.

A Figura 12 mostra 0s espectros obtidos a partir das solugdes de ensaios de
degradacdo forcada do AAS em meio basico com o uso de solugdes de hidroxido

de sédio a 0,01 mol L%, 0,1 mol L e 1 mol L respectivamente.

Absorbancia
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FIGURA 12 - Espectros de absorbancia do Acido Acetilsalicilico obtidos a partir

de solucbes de ensaios de degradacédo forgcada em meio basico.

A resolucdo de curva multivariada gerou as estimativas dos perfis de
concentracgdo e os perfis espectrais obtidos matematicamente para a degradacgéo
em meio basico e esses dados estdo representados pela Figura 13 (a). Na Figura
13 (b) é mostrada a porcentagem estimada de degradacdo do AAS a cada
experimento onde o primeiro é a solucdo do medicamento puro, 0s experimentos
2, 3 e 4 ocorreram em NaOH 0,01 mol L™, os experimentos 5, 6 e 7em NaOH 0,1
mol L e os experimentos 8, 9 e 10 em NaOH 1 mol L™, todos nos tempos de 1h,
24h e 48h.

O modelo apresenta uma falta de ajuste em relacdo a matriz de 1,84 % e a

porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,99%. E pode-se concluir que
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o perfil de concentracéo relativo para o analito em meio basico com NaOH 0,01
mol L no tempo de 48h e em NaOH 0,1 mol L nos tempos de 1h e 24h, a

estimativa atingiu a faixa de 10 % a 30 % de degradacao requerida pelas normas

;-
regulatorias.
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FIGURA 13 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e
perfis de concentracdo relativa dos componentes da mistura; (b) Grafico da

concentracdo relativa do AAS em meio basico.

A Figura 14 mostra os espectros obtidos a partir das solu¢des de ensaios de
degradacéo forcada do AAS em meio oxidativo com perdxido de hidrogénio a 1
%, 3% e 5 %. O posto da matriz foi estabelecido como trés contribuintes presentes

na amostra.
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FIGURA 14 - Espectros de absorbancia do Acido Acetilsalicilico obtidos a partir

de solucdes de ensaios de degradacéo forcada em meio oxidativo.

A partir dos perfis de concentragéo obtidos através da MCR-ALS mostrados
na Figura 15 (a), foi possivel plotar o grafico da porcentagem estimada de
degradacdo do AAS em meio oxidativo a cada experimento como mostrado na
Figura 15 (b). O primeiro experimento € a solucdo do farmaco puro, 0s
experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presenca de peréxido de hidrogénio a 1 %,
0s experimentos 6, 7, 8 e 9 a 3 % e o0s experimentos 10, 11, 12 e 13 a 5 %, todos
nos tempos de Oh, 1h, 24h e 48h, respectivamente.

Os resultados apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz de 1,33
%, e a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,9823 %. O perfil de
concentracdo relativa para o analito em meio oxidativo mostrou que no meio mais
brando, perdxido de hidrogénio a 1 % no tempo de 1lh, a estimativa da
porcentagem de degradacdo atingiu a faixa de 10 % a 30 % requerida pelas normas

regulatorias.
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FIGURA 15 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e

perfis de concentracdo relativa dos componentes da mistura; (b) Grafico da

concetracéo relativa do AAS em meio oxidativo.

A Figura 16 mostra os espectros obtidos a partir das solucdes de ensaios de
degradacdo forcada do AAS em presenca de radiacéo ultravioleta no comprimento
de onda de 364 nm. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes
presentes na amostra e a Figura 17 (a) representa 0s espectros recuperados
juntamente com os perfis de concentracao.

A Figura 17 (b) mostra graficamente a estimativa porcentagem de
degradacdo do AAS a cada experimento onde o primeiro € a solucdo do farmaco
puro e os seguintes em presenca de radiacdo respectivamente nos tempos de 1h,
24h e 48h.

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz
de 1,32 %, a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,98 % e ao analisa-
los observa-se que o perfil de concentracdo relativa para o analito perante a
radiacdo ultravioleta ndo se mostrou conclusivo a respeito da porcentagem de

degradacdo. Os espectros recuperados sdo semelhantes, indicando a estabilidade
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do farmaco no meio em questdo ou a semelhanca entre o a molécula do acido

acetilsalicilico com seu produto de degradacao.
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FIGURA 16 - Espectros de absorbancia do Acido Acetilsalicilico obtidos a partir

de solucdes de ensaios de degradacéo forgcada em meio fotolitico.
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FIGURA 17 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e
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perfis de concentracdo relativa dos componentes da mistura; (b) Grafico da

concentracdo relativa de AAS em meio fotolitico.
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4.2 - Levocetirizina

Para o estudo de degradacdo forcada da levocetirizina, primeiro o farmaco
foi colocado em contato com o meio acido proveniente de solucBes de acido
cloridrico a 1 mol L%, 0,1 mol L e 0,01 mol L e os espectros de absorbancia

obtidos sdo mostrados na Figura 18.
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FIGURA 18 - Espectros de absorbancia da Levocetirizina obtidos a partir de

solugdes de ensaios de degradacao for¢cada em meio &cido.

Por meio da PCA, o posto da matriz foi estabelecido como trés fontes de
variacdo independentes presentes em solucédo. Para realizar os calculos de MCR-
ALS, as restricdes de ndo-negatividade de concentracdo e de igualdade para o
espectro inicial foram utilizadas de forma analoga ao estudo do farmaco anterior.
Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 19 (a).

Foram realizados 13 experimentos sendo o primeiro a leitura de absorbancia
da solucdo do medicamento puro, os experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em
presenca de HCI 0,01 mol L, os experimentos 6, 7, 8 e 9 em HCI 0,1 mol L? e
os experimentos 10, 11, 12 e 13 em HCI 1 mol L™ nos tempos de 0h, 1h, 24h e
48h, respectivamente. A partir desses dados, o grafico de porcentagem de

degradacdo estimada na Figura 19 (b).
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FIGURA 19 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e

perfis de concentracdo relativa dos componentes da mistura; (b) Gréafico da

concentracdo relativa de LEV em meio &cido.

O modelo gerou uma porcentagem de variancia explicada (R?) igual a
99,44% e uma falta de ajuste em relacdo a matriz com um aumento do valor de
7,45 %. O perfil de concentracéo relativa para o analito em meio acido mostrou
que os experimentos no meio em que se utilizou HCI 0,01 mol L nos tempos de
24h e 48h atingiram a faixa de 10 % a 30 % de degradacao requerida pelas normas
regulatorias.

Os estudos da LEV em meio basico geraram os dados de absorbancia
contidos no grafico da Figura 20. Para a analise da MCR-ALS, o posto da matriz
foi estabelecido como dois e 0 procedimento prosseguiu de forma semelhante ao
anterior.

O tratamento quimiomeétrico resultou nos perfis de concentracdo e
espectrais na Figura 21 (a) e por consequéncia foi possivel estimar a degradacao

da LEV em meio bésico a cada experimento como mostrado na Figura 21 (b).
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FIGURA 20 - Espectros de absorbancia da Levocetirizina obtidos a partir de

solucOes de ensaios de degradacédo forgcada em meio basico.

Foram feitos 13 experimentos, no primeiro experimento obteve-se o espectro
da solucdo do farmaco puro, nos experimentos 2, 3, 4 e 5 o farmaco foi colocado
em NaOH 0,01 mol L, os experimentos 6, 7, 8 e 9 em NaOH 0,1 mol L e os
experimentos 10, 11, 12 e 13 em NaOH 1 mol L™, todos nos tempos de Oh, 1h,
24h e 48h.

O modelo gerou uma falta de ajuste em relacdo a matriz de 12,48 % e a
porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 98,44 %. O perfil de concentragéo
relativo para o analito em meio basico no experimento estima que o analito
degrada entre 10 e 30 % com NaOH a 0,01 e 0,1 mol L™, no tempo intermediario
entre 1h e 24h.
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FIGURA 21 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e
perfis de concentracdo relativa dos componentes da mistura; (b) Grafico da

concentracdo relativa de LEV em meio basico.

Os espectros de absorbancia da LEV em meio oxidativo em diferentes
tempos estdo apresentados na Figura 22. O posto da matriz foi calculado e

estabelecido que haviam quatro espécies ativas presentes na amostra.
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FIGURA 22 - Espectros de absorbancia da Levocetirizina obtidos a partir de
solugdes de ensaios de degradacdo forcada em meio oxidativo.
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Os espectros puros e os perfis de concentracdo foram obtidos e mostrados na
Figura 23 (a). O grafico que mostra a estimativa de degradacdo da LEV em meio
oxidativo foi plotado e mostrado na Figura 23 (b). O primeiro experimento é a
solucgéo do farmaco puro, 0s experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presenca de
perdxido de hidrogénio a 1 %, os experimentos 6, 7, 8 e 9 a 3 % e 0s experimentos
10,11, 12 e 13 a 5 %, todos nos tempos de Oh, 1h, 24h e 48h, respectivamente.

Os resultados apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz de 3,32
%, e a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,89 %. O perfil de
concentracdo relativa para o analito em meio oxidativo mostrou que no meio mais
brando, peroxido de hidrogénio a 1 % no tempo de 1lh, a porcentagem de

degradacdo foi estimada na faixa de 10 % a 30 % exigida pela regulamentacao.
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FIGURA 23 - Resultados da resolu¢cdo MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e

perfis de concentracdo relativa dos componentes da mistura; (b) Grafico da

concentracéo relativa da LEV em meio oxidativo.



40

A Figura 24 mostra os espectros obtidos a partir das solucdes de ensaios de
degradacéo forcada da LEV em presenca de radiacdo ultravioleta no comprimento
de onda de 364 nm. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes
presentes na amostra e a Figura 25 (a) representa 0s espectros recuperados
juntamente com os perfis de concentracao.

A Figura 25 (b) apresenta a estimativa da porcentagem de degradacao da
LEV a cada experimento onde o primeiro € a solucdo do farmaco puro e os
seguintes em presenca de radiacao respectivamente nos tempos de 1h, 24h e 48h.

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz
de 3,12 %, a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,90 % e ao analisa-
los observa-se que o perfil de concentracdo relativa para o analito perante a
radiacdo ultravioleta ndo se mostrou conclusivo a respeito da porcentagem de

degradacéo.
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FIGURA 24 - Espectros de absorbancia da Levocetirizina obtidos a partir de

solucgdes de ensaios de degradacdo forcada em meio fotolitico.
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FIGURA 25 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e
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concentracgéo relativa de LEV em meio fotolitico.

4.3 - Tansulosina

A Figura 26 mostra os espectros obtidos a partir das solucdes de ensaios de

degradacdo forcada de TAN em acido cloridrico a 1,0 mol L%, 0,1 mol L e 0,01

mol L.

Na etapa da PCA, o posto da matriz foi estabelecido como quatro fontes de

variacdo independentes presentes em solucdo. Nos calculos de MCR-ALS, as

restricbes de ndo negatividade e de igualdade foram utilizadas e os resultados

obtidos séo mostrados na Figura 27 (a).

Foram feitos 13 experimentos sendo o primeiro € a leitura de absorbancia da

solucdo do farmaco puro, 0s experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presenca de
HCI 0,01 mol L%, os experimentos 6, 7, 8 € 9 em HCI 0,1 mol L e os
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experimentos 10, 11, 12 e 13 em HCI 1 mol L™ nos tempos de Oh, 1h, 24h e 48h,
respectivamente. Com desses dados, o grafico de porcentagem de degradacéo

estimada foi plotado na Figura 27 (b).
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FIGURA 26 - Espectros de absorbancia da Tansulosina obtidos a partir de

solugOes de ensaios de degradacédo forgcada em meio acido.

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz
de 7,69 % e a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,41 %, indicando
que o0 modelo gerou uma boa estimativa dos perfis espectrais e de concentracdo
dos analitos em solugéo de forma significativamente explicativa.

O perfil de concentracao relativa para o analito em questao estimou que nos
tempos iniciais de cada solucdo degradante acida a porcentagem de degradacéo

do farmaco atingiu o valor minimo de 10 % em relacdo ao farmaco puro.
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FIGURA 27 - Resultados da resolugdo MCR-ALS. (a) Perfis de concentracéo e
espectros dos componentes mais puros da TAN; (b) Grafico da concentracéo

relativa de TAN em meio acido.

A Figura 28 mostra o0s espectros obtidos a partir das solucdes de ensaios de
degradacdo forcada da TAN em meio basico que consistiu em solucbes de
hidroxido de sédio em trés diferentes concentracdes: 0,01 mol L2, 0,1 mol Lte 1
mol L.

Para a analise da MCR-ALS, o posto da matriz foi estabelecido como trés
e 0 procedimento prosseguiu-se de forma semelhante ao anterior. A resolucéo de
curva multivariada gerou as estimativas dos perfis de concentracdo e os perfis
espectrais mais puros representados pela Figura 29 (a). Na Figura 29 (b) é
mostrada a porcentagem de degradacdo da TAN a cada experimento onde o
primeiro é a solucdo do farmaco puro, 0s experimentos 2, 3 e 4 ocorreram em
presenca de NaOH 0,01 mol L, os experimentos 5, 6 e 7 em NaOH 0,1 mol L*
e 0s experimentos 8, 9 e 10 em NaOH 1 mol L™, todos nos tempos de 1h, 24h e
48h.



1.6 T T T

Absorbancia

200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm)

44

FIGURA 28 - Espectros de absorbancia da Tansulosina obtidos a partir de

solugdes de ensaios de degradacdo forcada em meio basico.
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FIGURA 29 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis de concentracédo e
espectros dos componentes mais puros da TAN; (b) Grafico de concentracéo

relativa de TAN em meio basico.
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Com uma boa estimativa apresentando uma falta de ajuste em relacdo a
matriz de 2,07 % e a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,96 %, o
modelo carrega a informacdo de que apenas no meio mais brando e no menor
tempo de degradacdo a TAN atingiu a faixa de 10 % a 30 % exigida pela
regulamentacéo.

Na Figura 30 os espectros obtidos a partir das solu¢des de ensaios de
degradacéo forcada da TAN em meio oxidativo estdo representados graficamente.
A partir desses dados, o posto da matriz foi calculado e estabelecido como dois

contribuintes presentes na amostra.
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FIGURA 30 - Espectros de absorbancia da Tansulosina obtidos a partir de

soluges de ensaios de degradacéo forcada em meio oxidativo.

A partir dos perfis de concentracédo obtidos atraves da MCR-ALS mostrados
na Figura 31 (a), o grafico da porcentagem de degradacdo estimada da TAN em
meio oxidativo a cada experimento foi plotado e mostrado na Figura 31 (b). O
primeiro experimento € a solucdo do farmaco puro, os experimentos 2, 3,4 e 5
ocorreram em presenca de perdxido de hidrogénio a 1 %, os experimentos 6, 7, 8
e 9 a3 % e os experimentos 10, 11, 12 e 13 a 5 %, todos nos tempos de Oh, 1h,

24h e 48h, respectivamente.
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Os resultados apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz de 8,80
%, e a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,23 %. O perfil de
concentracdo relativa para o analito em meio oxidativo mostrou que, assim como
nos experimentos em meio basico, a porcentagem de degradacéo foi estimada na
faixa de 10 % a 30 % requerida pelas normas regulatérias apenas no meio mais

brando e nos menores tempos.
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FIGURA 31 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis de concentracao e

espectros dos componentes mais puros da TAN; (b) Gréafico de concentracdo

relativa da TAN em meio oxidativo.

A Figura 32 mostra os espectros obtidos a partir das solucGes de ensaios de
degradacéo for¢ada da TAN em presenca de radiacéo ultravioleta no comprimento
de onda de 364 nm. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes
presentes na amostra e a Figura 33 (a) representa 0s espectros recuperados

juntamente com os perfis de concentracao.
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A Figura 33 (b) mostra a porcentagem de degradacdo da TAN a cada
experimento onde o primeiro é a solucdo do farmaco puro e 0s seguintes em

presenca de radiacao respectivamente nos tempos de 1h, 24h e 48h.
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FIGURA 32 - Espectros de absorbancia da Tansulosina obtidos a partir de

solugbes de ensaios de degradacéo forcada em meio fotolitico.

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz
de 1,32 %, a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,98 % e ao analisa-
los observa-se que o perfil de concentracdo relativa para o analito perante a
radiacdo ultravioleta se mostrou estavel devido a semelhanca dos espectros das

especies ativas.
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FIGURA 33 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis de concentracdo e
espectros dos componentes mais puros da TAN; (b) Gréafico de concentracéo

relativa de TAN em meio fotolitico.

4.4 - Ticagrelor

A Figura 34 mostra os espectros obtidos a partir das solucdes de ensaios de
degradacéo forcada de TCG em meio acido em solucgdes de acido cloridrico a 1,0
mol L%, 0,1 mol L e 0,01 mol L™,

Por meio da PCA, o posto da matriz foi estabelecido como duas fontes de
variacdo independentes presentes em solugéo. Para realizar os calculos de MCR-
ALS, as restricdes de ndo negatividade e de igualdade foram utilizadas de forma
analoga ao estudo do farmaco anterior. Os resultados obtidos sdo mostrados na
Figura 35 (a).
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FIGURA 34 - Espectros de absorbancia de Ticagrelor obtidos a partir de solucbes

de ensaios de degradacao forcada em meio acido.

Foram feitos 13 experimentos sendo o primeiro € a leitura de absorbancia da
solucéo do farmaco puro, os experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presenca de
HCI 0,01 mol L, os experimentos 6, 7, 8 € 9 em HCIl 0,1 mol L e os
experimentos 10, 11, 12 e 13 em HCI 1 mol L™ nos tempos de Oh, 1h, 24h e 48h,
respectivamente. Com desses dados, a estimativa grafica de porcentagem de
degradacdo foi plotado na Figura 35 (b). Os resultados obtidos apresentaram uma
falta de ajuste em relacdo a matriz de 6,49 % e a porcentagem de variancia
explicada (R?) igual a 99,02 %.

O perfil de concentracdo relativa para o analito em questdo mostrou que no
primeiro experimento que ocorreu em presenca de HCI a 0,01 mol L™ no tempo
inicial, a porcentagem de degradacéo do farmaco ja atingiu a faixa estimada de 10

% a 30 % em relacdo ao farmaco puro.
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FIGURA 35 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis de concentracao e
espectros dos componentes mais puros da TCG; (b) Grafico da concentracdo de

TCG em meio acido.

A Figura 36 mostra os espectros obtidos a partir das solucGes de ensaios de
degradacdo forcada do TCG em meio basico que consistiu em solucdes de
hidroxido de sédio em trés diferentes concentragdes: 0,01 mol L2, 0,1 mol Lte 1
mol L. E por meio da PCA, o posto da matriz foi estabelecido como dois.

A resolucdo de curva multivariada gerou as estimativas dos perfis de
concentracgdo e os perfis espectrais mais puros representados pela Figura 37 (a).
Na Figura 37 (b) é mostrada a estimativa da porcentagem de degradacdo do TCG
a cada experimento onde o primeiro € a solucdo do farmaco puro, 0s experimentos
2, 3, 4 e 5 ocorreram em NaOH 0,01 mol L, os experimentos 6, 7, 8 e 9 em
NaOH 0,1 mol L e os experimentos 10, 11, 12 e 13 em NaOH 1 mol L™, todos
nos tempos de inicial, 1h, 24h e 48h.
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FIGURA 36 - Espectros de absorbancia de Ticagrelor obtidos a partir de solucdes

de ensaios de dearadacdo forcada em meio basico.
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FIGURA 37 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis de concentracao e
espectral dos componentes mais puros da TCG; (b) Grafico da concentracéo

relativa de TCG em meio basico.
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Com uma estimativa apresentando uma falta de ajuste em relagcdo a matriz
de 8,37 % e a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 98,96 %, 0 modelo
carrega a informacao de que apenas no meio mais brando e nos menores tempos
a degradacdo da TCG em meio bésico atingiu a faixa de 10 % a 30 % exigida pela
agéncias regulatorias.

A Figura 38 mostra os espectros obtidos a partir das solugdes de ensaios de
degradacdo forcada de TCG em meio oxidativo com perdxido de hidrogénio a 1
%, 3 % e 5 %. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes

presentes na amostra.
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FIGURA 38 - Espectros de absorbancia de Ticagrelor obtidos a partir de solugoes

de ensaios de degradacdo forgada em meio oxidativo.

A partir dos perfis de concentragéo obtidos atraves da MCR-ALS mostrados
na Figura 39 (a), foi possivel plotar o grafico da porcentagem de degradacéo
estimada do TCG em meio oxidativo a cada experimento como mostrado na
Figura 39 (b). O primeiro experimento é a solucdo do farmaco puro, 0s
experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presenca de peroxido de hidrogénio a 1 %,
0s experimentos 6, 7, 8 e 9 a 3 % e os experimentos 10, 11, 12 e 13 a 5 %, todos

nos tempos de Oh, 1h, 24h e 48h, respectivamente.
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Os resultados apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz de 16,88
%, e a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 97,15 %. O perfil de
concentracdo relativa para o analito em meio oxidativo mostrou que em presenca
de perdxido de hidrogénio a 1 % a porcentagem de degradacéo foi estimada na
faixa de 10 % a 30 % requerida pelas normas regulatorias e em concentracfes

mais altas o farmaco degrada além do limite.
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FIGURA 39 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis de concentracdo e
espectros dos componentes mais puros da TCG; (b) Grafico da concentracéo

relativa de TCG em meio oxidativo.

A Figura 40 mostra os espectros obtidos a partir das solucdes de ensaios de
degradacdo for¢ada de TCG em presenca de radiacgdo ultravioleta no comprimento
de onda de 364 nm. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes
presentes na amostra e a Figura 41 (a) representa 0s espectros recuperados

juntamente com os perfis de concentracao.
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FIGURA 40 - Espectros de absorbancia de Ticagrelor obtidos a partir de solugdes

de ensaios de degradacédo forcada em meio fotolitico.

A Figura 41 (b) apresenta a porcentagem de degradacdo estimada de TCG a
cada experimento onde o primeiro é a solugdo do fArmaco puro e 0s seguintes em
presenca de radiacdo respectivamente nos tempos de 1h, 24h e 48h.

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relacdo a matriz
de 2,98 %, a porcentagem de variancia explicada (R?) igual a 99,91 % e ao analisa-
los observa-se que o perfil de concentracdo relativa para o analito perante a
radiacdo ultravioleta ndo se mostrou conclusivo a respeito da porcentagem de

degradacéo.
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FIGURA 41 - Resultados da resolucdo MCR-ALS. (a) Perfis de concentracéo e
espectros dos componentes mais puros da TCG; (b) Grafico da concentracéo de

TCG em meio fotolitico.
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5 -CONCLUSOES

Com o estudo de degradacdo forcada dos farmacos escolhidos, foi possivel a
obtencdo de estimativa dos perfis puros espectrais e da concentracdo dos
componentes presentes nas solugoes dos testes de degradacao forcada.

A metodologia de monitoramento da degradacdo usando UV-Vis e MCR-
ALS se mostrou simples e eficiente para encontrar a condicdo favoravel a
degradacdo do farmaco no intervalo de 10% a 30%. Essa faixa de degradacéo €
requerida pelos érgdos de regulamentacdo na etapa de validacdo dos metodos
analiticos onde geralmente a cromatografia liquida ¢ empregada. A técnica
proposta mostra que em diversos casos € possivel reduzir muito o consumo de
reagentes, residuos, tempo de méaquina e de manuseio.

Para 0 AAS, o farmaco atingiu a degradacdo minima de 10% no meio acido
com HCI 0,01 e 0,1 mol L por 1h, no meio basico com NaOH a 0,1 mol L* por
1h. No meio oxidativo esse resultado foi alcancado com H,0; a 1% por 1h e no
meio oxidativo permaneceu estavel. No estudo da degradacdo da LEV no meio
acido, a condicéo favoravel ocorreu na presenca de HCI 0,01 mol L por 24h. No
meio basico em NaOH 0,01 e 0,1 mol L entre 1h e 24h, no meio oxidativo com
H,0, a 1% por 1h. A TAM e o TCG obtiveram uma degradacéo na faixa de 10 a
30% nos meios acidos, basicos e oxidativos mais brandos e nos menores tempos.
Nos meios fotoliticos ndo se obtiveram resultados conclusivos.

Portanto, pode-se concluir que a espectroscopia UV-Vis aliadaao MCR-ALS
se mostrou uma alternativa promissora pela simplicidade, seletividade relativa e
baixo custo. Essa metodologia pode ser aplicada nos testes de degradacéo forcada
como forma de reconhecer de maneira rapida a condicdo em que os estudos irdo

prosseguir
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