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RESUMO

DEGRADAQAO FORCADA DOS FARMACOS NITAZOXANIDA E
SOFOSBUVIR E DEGRADACAO TERMICA DE DISPERSOES SOLIDAS
AMORFAS CONTENDO RITONAVIR

O primeiro capitulo deste trabalho teve como objetivo utilizar o planejamento
experimental no estudo de degradacéo forcada sofosbuvir (SOF) e nitazoxanida
(NTZ). As variaveis pH, temperatura e a interacdo desta com o H;O, nos
experimentos sem luz UV contribuiram para a degradacdo do SOF. Nos
experimentos com luz UV, SOF apresentou menor estabilidade em pH 1. As
varidveis pH, temperatura, H,O; e a interacdo do pH e temperatura influenciaram
a degradacdo da NTZ nos experimentos sem luz UV. Nos experimentos com luz
UV néo foi constatado a influéncia das variaveis pH e temperatura na degradacéo
da NTZ, mas foi observado um efeito sinérgico destas varidveis. Foram
elucidados por LC-MS/MS 10 produtos de degradacdo do SOF (P1-P10) e 5 da
NTZ (D1-D5). No segundo capitulo avaliou-se a estabilidade térmica do
Ritonavir (RTV) em dispersfes solidas amorfas. As amostras foram
termodegradadas por termogravimetria, estufa e hot-melt extrusion. A
estabilidade térmica do RTV foi relacionada com o0s grupos substituintes dos
polimeros. Polimeros proticos (acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulose
(HPMCAYS) e hidroxipropil metilcelulose (HPMC)) catalisaram as reacOes de
degradacdo do RTV quando comparadas aos aproticos (polivinilpirrolidona
(PVP) e copovidona (PVP/VVA)). Poucas evidéncias mostraram que a estabilidade
térmica esta associada a mobilidade molecular ou interag¢6es intermoleculares. Os
produtos de degradacdo do RTV (R1-R7) foram oriundas de hidrélises, exceto R4
que se formou a partir da desidratacdo do RTV. Ambos trabalhos foram
fundamentais para compreender os processos de de degradacdo e a estabilidade
dos farmacos em diferentes ambientes quimicos.

Palavras chaves: Degradacdo forcada; planejamento de experimentos;
dispersdes solidas amorfas; estabilidade térmica.
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ABSTRACT

FORCED DEGRADATION OF NITAZOXANIDE AND SOFOSBUVIR AND
THERMAL DEGRADATION OF AMORPHOUS SOLID DISPERSIONS
CONTAINING RITONAVIR

The first chapter of this work aimed to use design of experiments in the forced
degradation of sofosbuvir (SOF) and nitazoxanide (NTZ). The variables pH,
temperature and interaction between temperature and H,O, contributed to degrade
SOF in the experiments with no UV light. SOF presented lower stability at pH 1
in the experiments with UV light. The variables pH, temperature, H,O,, and the
interaction between pH and temperature contributed to degrade NTZ in the
experiments with no UV light. In the experiments with UV light it was not noticed
influence of pH and temperature on NTZ degradation, but a synergism effect of
these variables was observed. It was elucidated 10 degradation products of SOF
(P1-P10) and 5 (D1-D5) for NTZ by LC-MS/MS. The second chapter was
destinated to evaluate the thermal stability of RTV in amorphous solid
dispersions. The samples were thermally degraded by thermogravimetry,
conventional oven, and hot-melt extrusion. Thermal stability of RTV was related
to substituent groups of polymers, which protic ones (hydroxypropyl
methylcellulose  acetate  succinate (HPMCAS), and hydroxypropyl
methylcellulose (HPMC)) catalyzed degradation reactions of RTV when
compared with aprotic polymers (poly(vinylpyrrolidone) (PVP), copovidone
(PVP/IVA)). Few evidences showed that thermal stability of RTV is related to
molecular mobility or molecular interactions in RTV formulations. The RTV
degradation products (R1-R7) were generated from hydrolysis reactions, except
R4 which raised of RTV dehydration. Both works were fundamental to
understand the process of degradation and the drugs stabilities in different
chemical environments.

Key words: Forced degradation; design of experiments; amorphous solid
dispersions; thermal stability.
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Introducéo geral

Introducao geral

A seguranca e eficacia de um farmaco sdo determinadas pelo perfil
toxico-farmacologico e pelos efeitos adversos causados pelas impurezas contidas
no produto acabado.! 2 Diante disso, o estudo de degradacédo forcada constitui
uma etapa extremamente importante para o desenvolvimento de medicamentos.
Durante estes estudos o insumo farmacéutico ativo (IFA) e o produto acabado sdo
submetidos a condicdes extremas que acelerem a geracdo dos produtos de
degradacdo. O estudo de degradacdo forcada possibilita prever os possiveis
produtos de degradacdo gerados no estudo de estabilidade de longa duragao ou
acelerada. Além disso, estes estudos permitem assegurar que o metodo analitico
é indicativo de estabilidade, ou seja, capaz de identificar e quantificar os produtos
de degradacéo, assim como o ativo.

Os produtos de degradacdo podem ser gerados pela exposicdo do
medicamento a luz, altas temperaturas, condi¢des acidas e/ou bésicas, umidade,
ambiente oxidativo, reacOes entre insumo farmacéutico ativo (IFA) e excipientes
(incompatibilidade) e até mesmo devido ao contato com a embalagem.® Uma das
formas de se avaliar a degradacdo do farmaco é através do planejamento
experimental. Nesta abordagem as variaveis de degradacdo sdo alteradas
simultaneamente, permitindo simular uma degradacéo mais proxima da realidade,
e os resultados sdo analisados estatisticamente para obtencdo de modelos
matematicos.

A degradacdo do ativo pode ocorrer em prateleira ou durante o
processo de manufatura dos medicamentos. A extruséo por fusdo a quente (HME,
do inglés hot-melt extrusion) € um exemplo de técnica em que podem surgir
produtos de degradacdo durante o processo. HME é empregado para preparar
dispersoes solidas amorfas (ASD, do inglés amorphous solid dispersion) com a
finalidade de aumentar a solubilidade e a taxa de dissolucao de farmacos de baixa
solubilidade em agua. Durante o processo de HME o farmaco é disperso
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Introducéo geral

molecularmente e homogeneizado em um carregador/polimero em condicdes de
estresse térmico e mecanico. Estas condi¢cBes podem promover o surgimento de
produtos de degradacdo provenientes do polimero e/ou farmacos sensiveis a
temperatura.

Este trabalho foi dividido em dois capitulos, no qual o primeiro
destinou-se aos estudos de degradacdo forcada dos farmacos sofosbuvir (SOF) e
nitazoxanida (NTZ) empregando planejamento experimental. Além disso, 0s
produtos de degradacao gerados nas diferentes condigdes do planejamento foram
analisados por espectrometria de massas de alta resolucéo.

Ja 0 segundo capitulo foi destinado a avaliacdo da estabilidade
térmica do farmaco ritonavir (RTV) em ASD com diferentes polimeros. As
amostras foram preparadas por HME e por rota-evaporacdo de solvente. Com
intuito de entender a estabilidade térmica do RTV, foram realizados ensaios de
teor por cromatografia liquida e caracterizacdo das amostras por termogravimetria
(TGA), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) e difracdo de raio-X (DRX). Além disso, 0s
produtos de degradacdo foram elucidados para compreender oS processos de

degradacéo ocorridos durante o estresse térmico.



CAPITULO 1

Planejamento Experimental Aplicado a Estudos de
Degradacéo Forcada dos Farmacos Nitazoxanida e

Sofosbuvir
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1 - Introducéo

O termo impureza geralmente € adotado como sinénimo de produtos
de degradacdo. Porém, cabe frisar que o conceito de impureza consiste em
quaisquer fontes inorganicas (catalizadores, metais pesados, sais inorganicos,
etc.), organicas (solventes, material de partida, subprodutos, intermediarios, etc.)
ou solventes (organicos ou inorganicos) utilizados na manufatura do
medicamento.*® Portanto, produtos de degradacéo pertencem a um subgrupo das
impurezas. Os produtos de degradacdo podem ser gerados dependendo da
estabilidade de um determinado principio ativo, sendo que esse processo pode ser
acelerado pela exposicdo do medicamento a luz, altas temperaturas, condicdes
acidas e/ou basicas, umidade, ambiente oxidativo, reagfes entre insumo
farmacéutico ativo (IFA) e excipientes (incompatibilidade) e até mesmo devido
ao contato com a embalagem.®

Os estudos de degradacdo forcada, conhecidos também como testes
de estresse, sdo praticados na industria farmacéutica ha muitos anos,” mas
somente em 1993 a Conferéncia Internacional para Harmonizacédo (ICH, do inglés
Internacional Conference on Harmonization) langou o requerimento formal Q1A
com a introducdo do guia “Stability Testing of New Drug Substances and
Products”.® A degradacéo forcada é um processo que envolve a degradacéo do
medicamento sob condi¢Ges extremas que aceleram a geracdo dos produtos de
degradacdo. As informacdes obtidas sdo utilizadas para determinar a estabilidade
da molécula, conhecer os caminhos de degradacéo e identificar os produtos de
degradacdo, estabelecer condicbes de armazenagem, validade, escolha de
excipientes para formulacdo e permite ainda o desenvolvimento de métodos

analiticos seletivos para tais produtos.”®
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1.1.1 - Estudos de degradacéao forcada no Brasil

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
definiu com a resolucdo RE n° 889/2003 os parametros para validacdo analitica e
a necessidade dos medicamentos serem submetidos a condic¢des de estresse para
que haja degradacdo do principio ativo, quando as impurezas ndo forem
conhecidas.’® Cabe frisar que esta resolucéo foi revogada e atualmente esta em
vigor a Resolucdo da Diretiva Colegiada (RDC) n° 166, de 24 de julho de 2017.
Nesta resolucéo estdo os parametros que regem a validacdo analitica.!

Em consonancia com a resolugdo n® 889/2003, em 2005 foi emitida
a resolucdo RE n° 1, de 29 de julho, para guiar a realizacdo dos estudos de
estabilidade dos produtos farmacéuticos, com a finalidade de prever, determinar
ou acompanhar o prazo de validade. Neste guia, foi introduzido indiretamente
alguns conceitos e variaveis (como pH, irradiacdo de luz UV e aquecimento)
relacionados ao estudo de degradacéo.*? Em 2008 foi langado o Informe Técnico
n° 1/2008 com a finalidade de esclarecer, dentre outros itens, os procedimentos
para a realizacdo dos ensaios de identificacdo e quantificacdo de produtos de
degradacdo e método analitico correspondente no estudo de estabilidade para
todos os produtos a serem registrados na ANVISA.B

No dia 23 de janeiro de 2012 foi aberta a Consulta Pablican® 11/2012
com a finalidade de que os centros de pesquisa, industrias e instituicdes
relacionadas com a producdo e comercializacdo de produtos farmacéuticos
contribuissem com a elaboracéo da proposta de Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) final aplicavel para todo o territorio nacional. Nesta eram recebidas criticas
e sugestdes relativas a proposta da RDC, estabelecendo pardmetros para a
notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em
medicamentos.'*

Em 2015 entraem vigor a RDC n°53, a qual estabelece os parametros
para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em

6
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medicamentos com substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados

como novos, genéricos e similares, além de outras providéncias. A resolucdo

ainda recomenda as condicdes de estresse em gque o farmaco deve ser submetido,

tais como aquecimento, umidade, solugéo acida, solucao basica, solucéo oxidante,

exposicdo a radiacdo UV e a ions metélicos.™® Embora a RDC n° 53 ndo mencione,

vale salientar que a Organizagdo Mundial de Satde (WHO, do inglés “World

Health Organization”) propoe a submissao do principio ativo ao fator de estresse

solucdo de fon metalicos (0,05 mol-L* de Fe?** ou Cu?*).2®* A RDC n° 53 ndo se

aplica:
[ J

Produtos bioldgicos/ biotecnoldgicos

Excipientes;

Peptideos;

Oligonucleotideos;

Radiofarmacos;

Produtos de fermentacao e derivados;

Produtos fitoterapicos;

Produtos brutos de origem animal,

Medicamentos especificos (medicamentos que ndo se enquadram nas
categorias de medicamento novo, genérico, similar biologico,
fitoterapico ou notificado. Portanto, o IFA néo é passivel de ensaio de
bioequivaléncia frente a um produto comparador. S&o exemplos de
medicamentos especificos 0s produtos para a prevencdo da
desidratacdo, solucdes para dialise, medicamentos a base de rutina,
etc...);t’

Poliaminoéacidos, os de notificacdo simplificada;

Produtos usados nas etapas de desenvolvimento de estudos clinicos.
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1.1.2 - Perfil e avaliacéo dos produtos degradacéo

O perfil de degradacdo consiste, em termos gerais, no conjunto de
produtos de degradacdo, o qual pode remeter a uma determinada condigédo
especifica ou ao estudo de estabilidade. Uma vez que o farmaco é exposto a
condicdes extremas no estudo de degradacédo forcada, este se torna mais critico e
fornece, por via de regra, uma maior quantidade de produtos de degradagdo em
relacdo ao estudo de estabilidade. No estudo de degradacéo forcada séo gerados
0s pontencias produtos de degradacao e o estudo de estabilidade fornece o perfil
de degradacao “real”. Este Ultimo pode apresentar impurezas encontradas no
perfil de degradacdo potencial.*®

De acordo com o ICH Q2A e ICH Q2B, a aplicagdo de um registro
de um farmaco deve apresentar um método analitico de forma que seja adequado
para dectecédo e quantificacdo dos produtos de degradacdo. O método analitico €
validado através do preparo do IFA juntamente com as impurezas. Além disso,
caso os padrdes das impurezas ndo estejam disponiveis ou sejam desconhecidas,
realiza-se os estudos de degradacéo forcada.® ° Os estudos de degradacéo forcada
sdo essenciais durante o desenvolvimento do método analitico e tem como

finalidade:

> Estabelecer as vias de degradacdo de um IFA, tais como hidrolise,
oxidacdo, termolise e fotolise;

> Elucidar a estrutura quimica dos produtos de degradacéo;

A\

Estabelecer a estabilidade intrinseca de um IFA,;
> Produzir formulacdes mais estaveis através da selecdo de excipientes,
embalagens, condicdes de transporte e armazenagem adequada que

minimizem a degradacéo do principio ativo.®
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Apbs a obtencdo do perfil de degradacdo deve-se realizar uma anélise
critica, a qual deve contemplar a verificacdo da pureza do pico cromatografico do
IFA, e também uma avaliacdo dos fatores que podem interferir na estabilidade do
medicamento.

Os produtos de degradacdo devem seguir um critério de avaliacdo de
acordo com a sua quantidade encontrada em relacdo ao IFA. A avaliagao leva em
consideracdo a quantidade maxima de IFA administrado por dia e o limite dos
produtos de degradacédo expressos em porcentagem (ou massa) em relacao ao IFA.
De acordo com a quantidade de cada produto de degradacdo € feito uma
notificacdo, identificacdo ou qualificacdo do mesmo. Cabe salientar que a
quantidade do produto de degradacéo se refere a maior concentragcdo encontrada
no estudo de estabilidade do farmaco. A TABELA 1 mostra os critérios adotados
pelo ICH, U.S. FDA (United States Food ad Drug Administration) e ANVISA da
quantidade de impureza encontrada em relacdo a quantidade de IFA administrado
diariamente do produto acabado.'® ! Os critérios levados em consideracéo

possuem 0s seguintes significados:

» Limite de notificacéo: se refere ao limite acima do qual uma impureza deve
ser reportada.

» Limite de identificacdo: limite acima do qual uma impureza deve ser
identificada estruturalmente.

» Limite de qualificacdo: quantidade acima do qual uma impureza necessita
ser qualificada. Entende-se “qualificada” como sendo 0 processo de
aquisicdo e avaliacdo de dados que estabelecem a seguranca bioldgica
(perfil toxico-farmacologico) de uma impureza ou um dado perfil de

degradacéo.
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TABELA 1 — Criterios de avaliacdo dos produtos de degradacdo de acordo com
suas respectivas quantidades em relacdo a dose maxima diaria administrada do

ativo no produto.

Dose maxima diaria Limites”
Limites de <lg 0,1%
notificacao > 19 0,05%
< 1mg 1,0% ou 5ug IDT, o que for menor
Limite de 0
identificacs 1mg-10mg 0,5% ou 20ug IDT, o que for menor
\dentiticacao > 10mg-29 0,2% ou 2mg IDT, o que for menor
> 29 0,10%
<10 mg 1,0% ou 50ug IDT, o que for menor
Limite de 10 mg - 100mg 0,5% ou 200ug IDT, o que for menor
qualificacao > 100 mg - 29 0,2% ou 3mg IDT, o que for menor
> 29 0,15%

*Limites do produto de degradacao expressos em porcentagens do IFA.

IDT: ingestéo diéria total

1.1.3 - Estratégia para selecionar as condicbes de

degradacéao

O estudo de degradacdo forcada é realizado de forma que haja
exposicdo direta do farmaco em condicGes extremas para ocorréncia dos produtos
de degradacdo. As variaveis a serem estudadas sé@o dependentes da legislacdo
vigente e da natureza da molécula em estudo. Os estudos de degradacdo devem
ser realizados em batelada com solucbes em diferentes pHs, na presenca de
oxigénio, luz, elevadas temperaturas e niveis de umidade.?°

A degradacdo variando o pH ¢é realizada geralmente utilizando
solugdes 0,1 mol-L* de HCI e NaOH?. A degradagdo por efeito da radiacéo é
realizada por exposi¢do do farmaco a qualquer fonte de luz que produza uma
emissdo padrdo D65/ID65 (ldampadas que simulam luz natural do dia com

temperatura 6500K). A iluminacdo e a poténcia da fonte de radiacdo devem ser
10
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respectivamente de no minimo 1,2 milhdes de lux/hora e 200 Wh m?2
Recomenda-se também que a lampada ndo emita radiacdo significante abaixo de
320 nm.2! Com relagéo a exposicédo a condi¢Ges oxidantes o reagente geralmente
utilizado é o H,O,, em concentracdes que variam desde 0,1% até 3,0%, neutro e
em temperatura ambiente (25°C). As temperaturas utilizadas no estudo de
degradacéo forcada sdo comumente variadas de 40 a 80°C, tanto para IFA soélido
quanto para liquidos. Outros estudos adicionais levando em consideracdo as
variaveis umidade e estabilidade microbioldgica também fazem parte do estudo
global de estabilidade de um IFA ou do produto final 2224

Para cada condicdo de degradacéo, de acordo coma RDC n°53/2015,
recomenda-se que ocorra no minimo 10% de degradacao do principio ativo, e que
essa degradacéo seja inferior a uma degradacdo completa da amostra (100% de
degradacdo). Quando ndo for possivel obter valores superiores a 10% de
degradacédo deve se apresentar uma justificativa técnica baseada na estabilidade
da amostra.’®> J& WHO no 39° relatério denominado “Expert Committee on
Specifications for Pharmaceutical Preparations ” determina que o IFA ndo deve
ser degradado completamente, mas que a degradagdo ocorra em uma extensao
entre 10 a 30% por ensaio quando comparado ao IFA ndo degradado. A faixa
escolhida permite que alguma degradacéo ocorra e também evita a geracdo de
produtos de degradacdo secundarios. Logo, deve-se variar as condi¢cdes e 0 tempo
de reacdo levando em consideracdo a susceptibilidade de degradacdo do IFA em
cada fator de estresse. Caso ndo haja formacao de produtos de degradacdo durante

10 dias, o farmaco é considerado estavel na especifica condicdo de estresse.®

1.1.4 - Planejamento experimental

Em qualquer sistema, seja ele de producdo ou analitico, o
conhecimento da influéncia das variaveis de entrada sobre as respostas é
fundamental. Dentro deste cenario, o planejamento de experimentos surge como

11
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uma ferramenta multivariada atil para ser utilizada na conducéo de pesquisas e
tem como finalidade extrair o maximo de informacdo dos dados experimentais
para determinar a influéncia de cada variavel e o sinergismo entre elas, o que
possibilita otimizar um processo.?> 2 O método multivariado apresenta as

seguintes vantagens:

» Conhecer previamente quantos experimentos deverdo ser realizados para
alcancar determinado objetivo;

> Observar interacGes sinergicas ou antagbnicas entre as variaveis;

» Criar modelos matematicos (superficies de resposta) capazes de descrever o
comportamento das variaveis e prever a resposta do sistema dentro do
dominio experimental estudado;

» Diminuicédo de tempo, custo e geracdo de residuos quimicos, o que contribui

para os principios da quimica verde?®.

A andlise das variaveis se inicia estabelecendo quais variaveis do
sistema sdo conhecidas e desconhecidas. Para isso, lan¢a-se mao do conhecimento
prévio adquirido pela prépria experiéncia do analista ou através da literatura. Em
seguida sdo selecionadas as possiveis variaveis a serem analisadas e 0 dominio
experimental estudado. Este ultimo remete a area a ser investigada que sera
definida pela variacdo das varidveis experimentais?’. Nesta etapa, chamada de
triagem, é comumente utilizado o planejamento fatorial completo de dois niveis,
caso 0 numero de variaveis seja menor ou igual a quatro, e o planejamento fatorial
fracionario para sistemas com mais de 4 variaveis. Estes planejamentos sdo
capazes de fornecer modelos de regressao e superficies de respostas lineares. Os
planejamentos experimentais fatoriais de dois niveis investigam valores extremos
das variaveis, e a adicdo de pontos centrais € uma alternativa para obter maior
conhecimento do comportamento do sistema em valores intermediérios. Logo, a

abordagem dos planejamentos fatoriais de dois niveis sdo normalmente

12
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empregados para analisar quais efeitos possuem ou nao significancia na resposta
de interesse.?® A etapa de triagem é de extrema importancia, pois uma vez obtido
maior conhecimento do sistema, evita-se trabalhar com grande numero de
variaveis que ndo influenciam significativamente a resposta de interesse, 0 que
faz economizar tempo e gastos desnessarios.

Apbs quantificados os efeitos de cada variavel e suas interacoes,
realiza-se a otimizacédo do sistema. Em termos gerais, de acordo com a regra de
Pareto, aproximadamente 20% das variaveis sdo responsaveis por 80% da
resposta do sistema.?® As variaveis de maior influencia na resposta de interesse
sdo tomadas para a realizacdo de um novo planejamento experimental que é
escolhido de acordo com o julgamento do analista ser 0 mais viavel e necessario
para o sistema em estudo. Neste caso, as variaveis sdo estudadas em um maior
nimero de niveis para se ter um maior conhecimento do comportamento da
resposta do sistema. A FIGURA 1 mostra o esquema das possiveis etapas a serem
realizadas durante um planejamento experimental. As etapas a serem realizadas
dependera dos objetivos do trabalho e dos resultados obtidos.

Vérios sdo os planejamentos utilizados para otimizacdo (Fatorial
completo de 3 niveis, Composto central, Doehlert, Box-Behnken, etc.) e cada um
possui suas especificidades. Neste trabalho trabalho foi utilizado o planejamento
composto central (CCD, do inglés central composite design) com cinco niveis
constituido por pontos nos vértices, advindos de um planejamento fatorial de dois
niveis acrescido de pontos axiais e ponto central. O nimero de experimentos a
serem realizados em um CCD pode ser determinado por N = 2X + 2k + Co onde
N, k e Cpsdo respectivamente, 0 numero total de experimentos, quantidade de
fatores analisados e nimero de réplicas no ponto central.*® A distancia do ponto

central em relacdo aos pontos axiais ¢ geralmente determinada por £ «

(rotabilidade), o qual varia de 1 a vk. O CCD constituiu uma interessante opg&o

de planejamento pois necessita de poucos experimentos e € uma ampliacdo do

13



Capitulo 1 — Introducéo

natural do planejamento fatorial com ponto central, o qual pode ser realizado em

uma primeira etapa.?® 3!

Planejamento Experimental (DoE)

Sistema «Interacdes das variaveis

. + Efeitos de cada variavel
Triagem

Fatorial Completo
:\ 2 niveis, variaveis <4
Fatorial Fracionario
2 niveis, variaveis > 4

!

Otimizagao

Superficie de resposta

Fatorial Completo
(3 niveis)

/ \ <::| Composto Central

! v Doehlert

Box-Behnken

Sinal = byxy + byx5 + byx X, + b3x12 + b4x22

FIGURA 1 - Esquema das possiveis etapas realizadas em um DoE.

1.1.5 - Estudos de degradacao forcada via planejamento

experimental

Poucas monografias em farmacopeias trazem métodos multivariados
para analise de produtos de degradacdo® e os guias existentes referentes a
conducdo de estudos de degradacdo forcada sé@o generalistas e ndo fornecem
informacdes suficientes sobre a abordagem pratica do estudo de degradacéo
forcada. O método mais utilizado para este estudo é método univariado? em que
as variaveis de degradacdo sdo estudadas de forma independente em cada
experimento. Nesta abordagem os experimentos sdo realizados mantendo-se todas
as variaveis constantes em determinados valores e, entdo, varia-se apenas o nivel

de uma determinada variavel. Porém, o método univariado ndo considera a
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interacdo entre as variaveis, como por exemplo, a exposi¢cao a ambiente oxidativo
e a radiacdo UV, simultaneamente.?® 33

A exposigéo do farmaco a somente uma variavel de estresse pode néo
apresentar degradacdo, mas a combinacdo de duas variaveis pode criar condi¢des
de sinergismo onde ocorra a degradacéo.®* Por exemplo, em condicdes reais, um
farmaco pode ser submetido simultaneamente a incidéncia de radiacdo UV,
temperatura alta, condicGes acidas e oxidativas, devido um excipiente ser acido e
ao medicamento nédo oferecer resisténcia a mecanismos oxidativos. A utilizacéo
dos conceitos de planejamento experimental possibilita avaliar simultaneamente
as diferentes variaveis e verificar as que possuem maior influéncia no sistema
utilizado para degradacéo forgada, assim como o efeito da interacéo entre elas.®®
Os experimentos sao realizados com as variaveis sendo modificadas em niveis e
as variaveis sdo analisadas estatisticamente para criar modelos de regresséo
capazes de avaliar a intensidade da degradacdo em funcdo das condicgdes do
sistema.®

As condicdes as quais 0 medicamento é submetido no estudo de
degradacdo forcada fornecidas pelo planejamento experimental proporcionam
dados que simulam melhor as situac6es reais. Isto traz conhecimento suficiente
para a escolha final das condi¢fes de armazenamento e de formulagdo. Além
disso, 0 sinergismo existente entre as variaveis pode promover o surgimento de
produtos de degradacéo ainda ndo reportados na literatura.

Atualmente ndo existe nenhuma legislacdo acerca do estudo de
degradacdo utilizando a metodologia multivariada, tampouco com relacdo a
avaliacdo do possivel sinergismo entre as variaveis para geracdo dos produtos de
degradacédo de um farmaco.?’ Na literatura os trabalhos relacionados a aplicacéo
de analise multivariada no estudo de degradacdo forcada sdo escassos e pouco
estudados. Em 2012, Sonawane e Guidem utilizaram o planejamento fatorial
completo 32 com a finalidade de submeter o lulicinazol a diversas condicGes de

estresse. Neste trabalho, o pH teve maior efeito na formacgéo de produtos de
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degradacdo e a interacdo entre pH e temperatura também influenciou na
porcentagem de lulicinazol degradado.®® Ja o trabalho de Kurmi et al., o qual teve
como um dos objetivos a otimizacdo das condigOes de degradacdo forcada para
furosemida por meio do planejamento experimental, foram encontradas condic¢oes
experimentais em que somente foram gerados produtos de degradacéo
especificos, de maneira seletiva.®

Ardila et al. determinaram as variaveis que mais influenciam na
degradacdo do albendazol por meio do estudo multivariado dos parametros de
degradacdo forcada. Esse estudo gerou resultados interessantes, incluindo uma
molécula inédita gerada pela reacdo de Pummerer em que houve a introducao de
um atomo de cloro na molécula de sulfoxido de albendazol. A reacdo promovida
pela presenca de temperatura alta, agente oxidante e HCI mostra a importancia da

combinacdo das variaveis durante o estudo de degradagdo forcada.®’

1.1.6 - Aspectos gerais dos analitos

1.1.6.1 - Sofosbuvir

Sofosbuvir (SOF) é um medicamento de uso oral aprovado pelo U.S.
FDA em 2013% que é geralmente combinado com outros medicamentos, como
ribavarin e ledipasvir, para o tratamento de pacientes com infeccdo crbnica
causada pelo virus da hepatite C (HCV — hepatitis C virus).*® Devido a sua
eficacia e relevancia no tratamento contra HCV*°, SOF esta incluido na lista de
medicamentos essenciais da WHO (WHO Model list of Essential Medicines), o
qual contém os medicamentos necessarios para compor um sistema basico de
saude.*

Sofosbuvir, ou propan-2-il  (25)-2-[[[(2R,3R,4R,5R)-5-(2,4-
dioxopirimidin-1-il)-4-fluor-3-hidroxi-4-metiloxolan-2-ilJmetoxi-fenoxifosforil]
amino] propanoato (FIGURA 2A), possui formula e massa molecular iguais a

16



Capitulo 1 — Introducéo

C2H29FN3OgP € 529,46 g-mol™, respectivamente.® SOF possui acdo antiviral
atuando diretamente na replicacdo do virus HCV através da inibicdo do RNA
NS5B polimerase.*?** No organismo o farmaco é metabolizado no figado para a
forma ativa analoga da uridina trifosfato, chamado de GS-461203 (FIGURA 2B).
Este é incorporado dentro do RNA do HCV inibindo a atividade do NS5B
polimerase durante replicacdo viral. A eliminacdo do farmaco pelo organismo se
da na sua forma ativa a qual é excretada predominantemente pela urina.*
InformacGes sobre 0 mecanismo de transformacéo do sofosbuvir para GS-461203,
assim como sua eliminagéo do organismo, podem ser encontrados detalhadamente

no trabalho de Summers et al..*3
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FIGURA 2 — Formula estrutural do sofosbuvir (A) e seu o metabdlito ativo, GS-
461203 (B).
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1.1.6.2 - Nitazoxanida

Os parasitas intestinais estdo entre os maiores contribuintes para a
carga de doencas a nivel mundial. Porém, durante trés décadas desde a introducéo
dos nitroimidazdis e benzimidazois em 1970 ndo houve inovagdes relevantes com
relacdo ao tratamento de infec¢Ges parasitarias. Mas em 2002, o FDA aprovou a
comercializacdo do farmaco nitazoxanida (NTZ), o qual se apresentou como
notavel no tratamento dessas doencas. No Brasil o farmaco passou a ser
comercializado em 2006 pelo laboratério Farmoquimica S/A sob o nome
comercial de Annita®“

Nitazoxanida, etanoato de 2-[(5-nitro-1,3-tiazol-2-
il)carbamoil]fenila, apresentado na FIGURA 3A, possui formula e massa
molecular iguais a C1,HgN3OsS e 307,28 g-mol, respectivamente. Este farmaco
atua como antiparasitario que possui um amplo espectro de atividade contra
protozoarios, helmintos,*” bactérias e virus.®® 4° NTZ tem sido utilizado
usualmente contra os parasitas Giardia lamblia, Entamoeba histolytica,
Cryptosporidium parvum e Ascaris lumbricoides e todas as espécies
Cryptosporidium.®® Atua também contra Blastocystis hominis, protozoario
encontrado com frequéncia em pacientes que possuem sistema imunologico
comprometido, incluindo aqueles com infeccdes ocasionados pela AIDS/ HIV .5
52

Apos a administracdo oral, a atividade do NTZ ocorre no trato
gastrointestinal que é rapidamente hidrolisado para o seu metabdlito ativo, a
tizoxanida (2-hidréxi-N-(5-nitro-2-tiazolil)benzamida) (FIGURA 3B)*®. O
mecanismo completo de acdo ainda é desconhecido para helmintos,* °* mas para
protozoarios e bactérias estudos indicam que a NTZ atua inibindo a enzima
piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFOR) que participa de reacdes de

transferéncias de elétrons essenciais no metabolismo para produgédo de energia
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destes organismos.*® °% %> O farmaco também consegue suprimir a replicacdo do

virus, inibindo a sintese de proteinas estruturais.>®

A O 7 \ ) B ) N )
Ty cech
/l\ o

0
FIGURA 3 — Férmula estrutural da nitazoxanida (A) e do seu metabolito ativo,

tizoxanida (B).
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1.2 - Objetivos

Diante da inexisténcia de uma regulamentacdo e guias para se
conduzir os estudos de degradacéo forgada de maneira multivaridada, a relevancia
social dos farmacos escolhidos, NTZ e SOF, e a possibilidade de obtencéo de

produtos de degradacdo inéditos, este trabalho tem como objetivos:

> Auvaliar o efeito individual e as interacOes entre as condi¢des de degradacéo

para NTZ e SOF através de planejamento multivariado de experimentos;

» Compreender as vias de degradacdo dos IFA, mediante o controle
simultaneo das variaveis de degradacéo, correlacionando tais variaveis aos

produtos formados;
» Desenvolver efou adaptar os métodos cromatograficos para a
caracterizacdo e quantificacdo dos produtos de degradacdo NTZ e SOF por

HPLC-UV e HPLC-MS;

» Elucidar os produtos de degradacéo formados pela combinagédo de variaveis

em condicOes de degradacao;
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1.3 - Parte experimental

1.3.1 - Equipamentos

O pH foi ajustado utilizando pH-metro Orion, modelo EA 940 e as
pesagens foram feitas em uma balanca analitica Shimadzu, modelo AUW220D
com precisdo = 0,01 mg. As reacdes com controle de temperatura foram realizadas
em uma estufa Nova Etica com controle digital de temperatura, na qual foi
adaptada uma lampada UV para os experimentos realizados em presenca de
radiacdo UV simultaneamente a temperatura. A lampada UV-C utilizada foi da
marca OSRAM Puritec HNS S 9W com comprimento de onda dominante em 254

nm.

1.3.2 - Reagentes

Foram utilizados é&cido cloridrico (HCI, Sigma-aldrich, 37%),
hidréxido de sodio (NaOH, Synth, 97,0%), agua deionizada com um sistema
Milli-Q (resistividade 18.2 MQ.cm), perdxido de hidrogénio (H,O,, Synth, 29%),
sofosbuvir (Cz2H29FN3OgP, Shanghai Huirui Chemical Technology, > 98%) e
nitazoxanida (C12HgN3OsS, obtido por industria farmacéutica, > 98%). Para 0s
métodos cromatograficos foram utilizados acetonitrila (CH3sCN, J.T.Baker,
99,9%), acetato de amonio (CH3;CO,;NH,, Sigma-Aldrich, >98%) e &cido formico
(CH,0,, Sigma-aldrich, > 98%).

1.3.3 - Método HPL.C para o sofosbuvir

Utilizou-se um cromatografo Agilent 1200 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA), equipado com um desgaseificador G1322A,
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bomba quaterndria G1311A, injetor automatico G1329A, compartimento de
coluna com termostato G1316A e um detector UV-VIS G1314B. A anélise
cromatografica do sofosbuvir foi realizada utilizando fase movel solucdo tampéo
acetato de amonio 10 mM com pH 5 ajustado com &cido férmico concentrado
(solvente A) e acetonitrila (solvente B). Utilizou-se agua ultrapura:acetonitrila
(1:1 viv) e solvente A:solvente B (90:10 v/v) como, respectivamente, diluente A
e diluente B.

As anélises foram realizadas no seguinte gradiente: 0 a 2,0 min, 10%
do solvente B; 2.0 a 10,0 min, 10 a 80% do solvente B; 10,0 a 12,0 min, 80% do
solvente B; 12,0 a 14,0 min, 80 a 10%; 14,0 a 15,0 min, 10% do solvente B. O
fluxo da fase movel, volume de injecdo, comprimento de onda e temperatura da
coluna foram respectivamente iguais a 1 mL-min, 10 pL, 260 nm e 25 °C. A
separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna C18 Xtimate™ (4,6 x 150
mm x 5 um, Waters, USA).

1.3.4 - Método LC-MS/MS para o sofosbuvir

Os espectros de massas foram obtidos com o espectrometro de
massas Agilent 6545B Q-TOF-MS (Agilent Tecnhology, Santa Clara, CA, EUA),
equipado com fonte de ions Dual AJS ESI. Os dados foram processados pelo
software MassHunter Workstation Software Version B.08.0. Acoplado ao
espectrometro de massas, foi utilizado um cromatdgrafo liquido de ultra alta
eficiéncia (UHPLC, ultra-high-performance liquid chromatography) Agilent
1290 Infinity Il (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado com
uma bomba quaterndria G7104A, amostrador automatico G7167B,
compartimento de coluna com termostato G7116B e um detector de arranja de
diodo (DAD) G7117A.

As analises foram realizadas utilizando os solventes, diluentes e o
gradiente de eluicdo da secédo 1.3.3. O fluxo da fase movel, volume de injecéo e
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temperatura da coluna foram respectivamente 0,4 mL-min?, 1 uL e 25 °C. A
separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna C18 Zorbax Eclipse Plus
(50 mm x 2,1 mmd.i., 1,8 um, , Agilent, USA).

As analises espectrométricas foram realizadas em um espectrémetro
de massas Q-TOF (Agilent) no modo positivo. As condicdes espectrométricas
foram: nebulizador 60 psig, voltagem do capilar 4000 V, fragmentor 101 V,
energia de colisdo 3,2 V, skimmer 46 V, temperatura do gas 320 °C, fluxo do gas
10 L-mint, temperatura do sheath gas 350 °C, fluxo do sheath gas 11 L-min?,
taxa de aquisicdo de 1 espectro-s, nozzle voltage 1000 V, frequéncia do octapolo
750 V e faixa m/z de 20 a 700.

1.3.5 - Método HPL.C para a nitazoxanida

Utilizou-se 0 mesmo equipamento da secdo 1.3.3 para as analises
cromatograficas da NTZ. As analises foram realizadas utilizando os solventes
tampédo acetato de aménio 50 mM com pH 5 ajustado com é&cido férmico
concentrado (solvente D) e acetonitrila (solvente B). Utilizou-se acetonitrila e
solvente D:solvente B (85:15 v/v) como, respectivamente, diluente C e diluente
D.

As analises seguiram o gradiente: 0,0 a 12,0 min, 15 a 70% de B;
12,1 a 14,0 min, 70% de B; 14,0 a 18,0 min, 70 a 15% de B; 18,0 a 25,0 min, 15%
de B. Foi utilizado fluxo da fase movel, volume de injecdo, comprimento de onda
e temperatura da coluna iguais a 1,0 mL min?, 20 pL, 240 nm e 40 °C,
respectivamente. A separacdo cromatogréfica foi realizada com uma coluna
Luna® fenil-hexil (250 x 4,6 mm, 10 pum, Phenomenex, USA).
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1.3.6 - Método LC-MS/MS para a nitazoxanida

As anélises espectrométricas da NTZ foram conduzidas no mesmo
equipamento utilizado na secdo 1.3.4. Utilizou-se como fases moveis tampdao
acetato de amonio 10 mmol L pH 5 ajustado com &cido férmico concentrado
(solvente A) e acetonitrila (solvente B) com o seguinte gradiente: 0,0 a 10,0 min,
15a70% de B; 10,0 a 11,0 min, 70% de B; 11,1 a 12,0 min, 70 a 15% de B; 12,1
a 15 min, 15% de B. O fluxo da fase mdvel, volume de injecdo e temperatura
foram respectivamente 0,4 mL-min, 1 uL e 40 °C. A separacgéo cromatografica
foi realizada com uma coluna Zorbax Eclipse Plus Fenil-hexil (100 mm x 2,1 mm,
1,8 um, Plus, Agilent, USA).

As analises espectrométricas foram realizadas em um espectrémetro
de massas Q-TOF (Agilent) no modo positivo e negativo. As condicdes
espectrometricas foram: nebulizador 60 psig, voltagem do capilar 4000 V,
fragmentor 119 V, energia de colisdo 3,2 V, skimmer 47 V, temperatura do gas
320 °C, fluxo do gas 10 L-min’, temperatura do sheath gas 350 °C, fluxo do
sheath gas 11 L-min, taxa de aquisicéo de 3 espectro-s, nozzle voltage 1000 V,

frequéncia do octapolo 750 V e faixa m/z de 50 a 1000.

1.3.7 - Degradacdo do sofosbuvir e nitazoxanida via

planejamento experimental

Neste trabalho foi utilizado o planejamento experimental composto
central para avaliar simultaneamente a influéncia das variaveis temperatura, pH e
concentracdo de agente oxidante (H.O;) na degradacdo do SOF e NTZ. Para
avaliar a presenca de luz UV (254,7 nm), foi realizado um segundo planejamento
com as varidveis pH e temperatura. A radiacdo UV foi tomada como varidvel
qualitativa, avaliando-se sua presenca e auséncia nas reagcdes. As TABELA 2, 3 e

4 apresentam a codificacdo das variaveis, condi¢cbes de degradacdo dos
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experimentos realizados sem luz UV e com luz UV para os farmacos SOF e NTZ.
Durante as degradacdes o0s experimentos com peroxido de hidrogénio ndo foram
expostos a radiacdo UV, pois a combinacgéo destas variaveis pode gerar oxidacoes
ndo seletivas devido a formacdo ndo controlada de radicais hidroxilas. Os
experimentos de 1 a 17 foram realizados em frascos de vidro recobertos com papel
aluminio para protecéo da radiacdo ambiente. Ja 0s experimentos 18 a 27 foram
realizados na presenca de luz UV. Como os experimentos foram dividos em dois
planejamentos, os dados foram tratados separadamente, mas ambos seguindo o

mesmo procedimento estatistico.

TABELA 2 — Varidveis de degradacdo e niveis utilizados no planejamento

composto central para os farmacos SOF e NTZ.

Nivel SOF NTZ
Ve UDH  H202(%) Temp.(°C) UV | pH H:0: (%) Temp. (°C) UV
163 10 00 20 ~ 110 00 20 i
1 27 29 32 Sem|27 10 28 Sem
0 55 75 50 _ |55 25 40 i
1 83 121 68  Com| 83 40 52 Com
1,63 10,0 150 80 ~ 1100 50 60 i
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TABELA 3 — Planejamento composto central sem luz UV.

Experimento pH H20: Temperatura Luz UV
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1,63 0 0 -1
10 1,63 0 0 -1
11 0 -1,63 0 -1
12 0 1,63 0 -1
13 0 0 -1,63 -1
14 0 0 1,63 -1
15 0 0 0 -1
16 0 0 0 -1
17 0 0 0 -1
TABELA 4 — Planejamento composto central com luz UV
Experimento pH H-0: Temperatura Luz UV
18 -1 -1,63 -1 1
19 1 -1,63 -1 1
20 -1 -1,63 1 1
21 1 -1,63 1 1
22 -1,63 -1,63 0 1
23 1,63 -1,63 0 1
24 0 -1,63 -1,63 1
25 0 -1,63 1,63 1
26 0 -1,63 0 1
27 0 -1,63 0 1

28



Capitulo 1 — Parte experimental

1.3.8 - Curva de calibracéao para o sofosbuvir

Para a construcdo da curva analitica, preparou-se uma solucdo
estoque de SOF de concentragdo igual a 1,0 mg-mL™. Pesou-se 25 mg do IFA
SOF em um baldo volumétrico de 25 mL. Uma aliquota de 15 mL do diluente A
foi adicionada no baldo volumétrico e a solucdo permaneceu em banho
ultrassGnico por aproximadamente 10 minutos. Apo6s a solugdo atingir
temperatura ambiente, o baldo volumétrico foi completado com diluente A. A
curva analitica foi preparada a partir de dilui¢bes da solucdo estoque do SOF.
Preparou-se solugbes de SOF nas concentracdes de 5, 20, 60, 100, 140 e 180

ug-mL* utilizando o diluente B.

1.3.9 - Degradacéo forcada do sofosbuvir

Para as degradacbOes foram preparadas solucdes degradantes nos
pH’s: 1,0; 2,7; 5,5; 8,3 e 10,0. Excetuando o pH 1, o pH das soluc¢des degradantes
foi ajustado utilizando solugdes de HCl e NaOH 0,1 mol L™,

As degradacdes do SOF foram realizadas a partir de uma solugéo
estoque de SOF 4 mg-mL™. Pesou-se 40 mg do IFA SOF em um balédo
volumeétrico de 10 mL. Foram adicionados 5 mL do diluente A e a solucéo foi
deixada em banho ultrassdnico até a completa solubilizacdo. Apds a solucdo
atingir temperatura ambiente, o volume do bal&o volumétrico foi completado com
0 diluente A.

Uma aliquota de 500 pL da solucéo estoque de SOF foi adicionada
em um tubo de vidro. Em seguida, um volume de peroxido de hidrogénio 30% foi
adicionado de forma a obter a concentracdo requerida em cada experimento do
planejamento experimental. O volume final foi ajustado para 5 mL com solucéo
de pH determinado em cada experimento. A TABELA 5 mostra 0os volumes da
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solucdo de SOF (Vsor), solucdo de H,0; (Vh:02) € solugdo degradante com pH
ajustado (Vpn) utilizados em cada experimento.

As solucgoes foram levadas para degradacdo em uma estufa com uma
lampada de luz UV adaptada em seu interior. Apés as degradacdes, as solugdes
foram esfriadas em banho de gelo e, posteriormente, deixou-se atingir a
temperatura ambiente. Para corrigir possiveis perdas de solventes durante as
degradacdes, o volume foi corrigido para 10 mL com diluente B. Por altimo,
diluiu-se 2 mL da solucéo degradada em um baldo volumétrico de 5 mL, o qual
foi completado com diluente B (concentracdo tedrica de SOF igual a 80 pg-mL).
O tempo de degradacéo foi de 180 minutos e os tubos de vidro foram revestidos
com papel aluminio para os experimentos realizados sem a presenca de luz UV.
A FIGURA 4 mostra um esquema do procedimento experimental para a

realizacdo dos experimentos do planejamento experimental.
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TABELA 5 — Volumes dos degradantes e solugdo de SOF utilizados em cada

experimento.

Exp. Vsor/mL Vh.o./mL Vpu/mL
1 0,500 0,483 4,017

2 0,500 0,483 4,017
3 0,500 2,017 2,483
4 0,500 2,017 2,483
) 0,500 0,483 4,017
6 0,500 0,483 4,017
7 0,500 2,017 2,483
8 0,500 2,017 2,483
9 0,500 1,250 3,250
10 0,500 1,250 3,250
11 0,500 0,000 4,500
12 0,500 2,500 2,000
13 0,500 1,250 3,250
14 0,500 1,250 3,250
15 0,500 1,250 3,250
16 0,500 1,250 3,250
17 0,500 1,250 3,250

Luz UV

IFA H,0,

(solug@o estoque) 3 Soluglio pH

¥ 3 3

| Revestimento Banho de gelo/Tamb.‘ (
(papel aluminio) Diluente

, I
" e s ) | =) i

Diluigao

V;5 mL ey
Vi 10 mL V5 mL Andlise cromatografica

FIGURA 4 — Esquema do procedimento experimental para a realizacdo dos
experimentos do planejamento experimental. Etapa 1-3: adi¢do de aliquota da
solucéo estoque do IFA, aliquota de H,0, 30% e solucdo de pH requeridas nas
condicdes experimentais de cada experimento. Etapa 4: revestimento dos frascos
com papel aluminio (experimentos com agente oxidante) para posteriormente
3leva-los a estufa. Etapa 5: resfriamento da solucéo e corre¢do do volume com
diluente. Etapa 6: diluicdo da solucdo degradada com diluente. Etapa 7: analise
cromatografica
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1.3.10 - Curva de calibracdo para a nitazoxanida

Para a construcdo da curva analitica, preparou-se uma solugédo
estogue de NTZ de concentragéo igual a 1 mg-mL. Pesou-se 25 mg do IFANTZ
em um bal@o volumétrico de 25 mL. Adicionou-se 15 mL de diluente C e, em
seguida, a solucdo foi deixada no ultrassom por 10 minutos. Apéds a solucéo atingir
a temperatura ambiente, o baldo volumétrico foi completado com diluente C. A
curva de calibracdo foi preparada a partir de diluicdes da solucdo estoque de NTZ.
Preparou-se soluges de NTZ nas concentragdes de 1, 5, 10, 20, 30 e 35 pL-mL*

com diluente D.

1.3.11 - Degradacao forcada da nitazoxanida

As solucdes degradantes foram preparadas conforme a sec¢do 1.3.9.

Para as degradacdes da NTZ foi preparado uma solucdo estoque de
NTZ 4 mg-mL?, pesando 40 mg do IFA NTZ em um baldo volumétrico de 10
mL. Adicionou-se 5 mL do diluente C e, em seguida, o baldo volumétrico foi
deixado no ultrassom até a completa solubilizacdo. Apds a solucdo atingir a
temperatura ambiente, completou-se o volume para 10 mL com diluente C.

As solucges de degradacao foram preparadas adicionando 625 pL da
solucdo estoque de NTZ 4 mg-mL* em um tubo de vidro. Em seguida, adicionou-
se um volume de peroxido de hidrogénio 30% considerando a concentracdo de
cada experimento. O frasco de vidro foi completado para um volume de 5 mL
com a solugéo degradante de pH ajustado. A TABELA 6 mostra os volumes da
solucdo de NTZ (Vnrz), solucdo de H,O;, (Vus02) € solucdo degradante com pH
ajustado (Vpn) utilizados em cada experimento.

Apos a degradacéo, as solucdes foram esfriadas em banho de gelo e,
posteriormente, deixou-se atingir a temperatura ambiente. O volume foi corrigido

para 10 mL e 500 pL desta solucéo foram diluidos com tampéo acetato de amonio
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pH 5 de concentracdo 50 mmol L* e acetonitrila (85:15) em um baldo volumétrico
de 5 mL (concentracdo tedrica de NTZ igual a 25 pg-mL). Assim como na
degradacéo forcada do SOF, utilizou-se papel aluminio nos experimentos sem a
presenca de luz UV (FIGURA 4). As degradacOes foram realizadas durante 80

minutos.

TABELA 6 — VVolumes dos degradantes e da solucdo de NTZ utilizados em cada

experimento.

Exp. Vntz/mL Vho./mL Vpu/mL
1 0,625 0,483 3,892

2 0,625 0,483 3,892
3 0,625 2,017 2,358
4 0,625 2,017 2,358
5 0,625 0,483 3,892
6 0,625 0,483 3,892
7 0,625 2,017 2,358
8 0,625 2,017 2,358
9 0,625 1,250 3,125
10 0,625 1,250 3,125
11 0,625 0,000 4,375
12 0,625 2,500 1,875
13 0,625 1,250 3,125
14 0,625 1,250 3,125
15 0,625 1,250 3,125
16 0,625 1,250 3,125
17 0,625 1,250 3,125
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1.4 - Resultados e discussao

1.4.1 - Estudo de linearidade para quantificacdo do

sofosbuvir

Realizou-se o estudo de linearidade para quantificagao do SOF por
HPLC e foi obtido uma regido de linearidade entre 5 e 180 pg-mL™*. Obteve-se
uma uma equacéo linear igual a Area(SOF) = 7,68 + 10,39[SOF] e coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,9992, onde Area(SOF) e [SOF] correspondem
respectivamente ao sinal analitico e a concentragdo do SOF. Os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram iguais a respectivamente 1,51 e 1,45
ug-mL?. A FIGURA 5 mostra os cromatogramas sobrepostos e a curva analitica
obtida com as areas dos picos do padrdo SOF. LD e LQ foram determinados
usando 3x(desvio padrdo do branco/coeficiente angular) e 10x(desvio padrdo do

branco/coeficiente angular), sendo n=10.

A B Area(SOF) = 7,68 + 10,39[SOF]
350 - 2000 R? = 0,9992

Abs / mAU
/
Ix
3

T T T T T T T T T T T T T T
6 7 8 9 10 11 12 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo de rente¢é@o / min [SOF] / ug-mL™

FIGURA 5 — Estudo de lineraridade para o sofosbuvir. A) Cromatogramas
sobrepostos do padréo sofosbuvir nas concentrages a, b, c, d, e, e f iguais a 5,
20, 60, 100, 140 e 180 pg-mL™, respectivamente. B) Curva analitica para o

sofosbuvir.
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1.4.2 - Degradacao forcada do sofosbuvir

A FIGURA 6 mostra a representacdo espacial dos valores
codificados do planejamento composto central modificado para os dois conjuntos

de experimentos. Os experimentos foram realizados randomicamente.

2,0
2.5
1.0 1,5-
1,0- 7 q
oo £ 05-
2 o]
K 5 00{ % wz7 z
3 ©
‘é uEJ_ -0,5
”;;L 3 104 ¥ ¥
(" 4
v -1,5 2.4
2,0

20 15 10 -05 00 05 10 15 20
pH

FIGURA 6 — Representacdo espacial com valores codificados do planejamento

composto central. A) Experimentos 1 a 17 realizados sem luz UV. B)
Experimentos 18 a 27 realizados com luz UV.

As TABELA 7 e 8 mostram os valores de degradacdo (em
porcentagem) encontrados em cada uma das condi¢cdes do planejamento
experimental durante 180 minutos. O tempo de degradacdo dos farmacos e 0s
niveis utilizados no planejamento experimental foram definidos a partir de ensaios
preliminares. A degradacdo do SOF foi obtida através da diferenca dos sinais da
amostra referéncia (sem degradacédo) e degradada dividido pelo sinal da amostra
referéncia na concentracdo de 80 pg-mL™. A comparacéo entre as areas pode ser
feita pois os valores analisados estavam dentro da regido linearidade do SOF.

As degradacdes do farmaco ocorreram entre 0 a 27%. Observa-se que
em pH 1, com e sem radiacdo UV, ocorreram as maiores degradagdes do farmaco,
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cerca de 21% e 27% para, respectivamente os experimentos 9 e 22. J& as demais
condicdes intermediarias as degradacdes ocorreram entre 0% e 8%. As areas dos
picos dos padrdes das solucbes degradadas que tiveram areas superiores a area do
pico da solucdo padrdo ndo degradada, foram consideradas como degradacao
igual a 0,00%. Essa variacdo pode ser devido a variagbes instrumentais
decorrentes a condigdes laboratoriais, como temperatura e fonte de energia
elétrica mal estabilizada.

De acordo com a TABELA 7, os experimentos sem luz UV em nivel
alto de temperatura forneceram as maiores degradacdes para o SOF. Excetuando
0 experimento 5, os experimentos realizados a 68 °C tenderam a degradar mais o
SOF do que os experimentos a 32 °C. Além disso, 0 experimento 14, em que
possui temperatura igual a 80 °C, apresentou a maior degradacdo do SOF,
considerando os experimentos sem luz UV. Observou-se pouca influéncia do pH
entre 2,74 e 8,26 na degradacdo do SOF. Entretanto, percebe-se que o
experimento 9 a degradacdo do SOF foi de 21,61%, demonstrando que o farmaco
possui uma maior suscepetibilidade em sofrer degradacdo em pH igual a 1.

N&o foi observada uma degradagdo significativa do SOF com o
aumento da concentracdo do agente oxidante. Porém, o efeito sinérgico entre as
variaveis temperatura e agente oxidante pode ser observado nos experimentos 7 e
8 (nivel +1 para ambas variaveis), 0s quais apresentaram maior degradacdo que
0S experimentos 0S quais apenas uma destas variaveis esta em nivel +1. A
FIGURA 7 mostra a variagdo da degradacdo do SOF sem a presenca de luz UV
em relacdo as variaveis pHxH,0, (A), pHxTemperatura (B) e H,O,xTemperatura
(C). Os pontos no grafico representam cada experimento no planejamento

experimental.
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TABELA 7 — Porcentagens de degradacdo do SOF para os experimentos

realizados sem luz UV.

Exp. pH H202(v/v) Temperatura (°C) LuzUV Degradacdo (%)
1 2,7 2,9 32 Sem 2,37
2 8,3 2,9 32 Sem 3,83
3 2,7 12,1 32 Sem 1,20
4 8,3 12,1 32 Sem 2,40
5 2,7 2,9 68 Sem 3,12
6 8,3 2,9 68 Sem 5,42
7 2,7 12,1 68 Sem 6,48
8 8,3 12,1 68 Sem 7,85
9 1,0 7,5 50 Sem 21,61
10 10,0 7,5 50 Sem 1,19
11 55 0,0 50 Sem 2,06
12 55 15,0 50 Sem 4,83
13 55 7,5 20 Sem 0,52
14 55 7,5 80 Sem 27,28
15 55 7,5 50 Sem 4,07
16 55 7,5 50 Sem 6,22
17 55 7,5 50 Sem 5,75

TABELA 8 — Porcentagens de degradacdo do SOF para 0s experimentos
realizados com luz UV.
Exp. pH H202(v/v) Temperatura (°C) LuzUV Degradacédo (%)

18 2,7 0,0 32 Com 1,57
19 83 0,0 32 Com 0,00
20 2,7 0,0 68 Com 3,35
21 8.3 0,0 68 Com 0,00
22 10 0,0 50 Com 27,36
23 10,0 0,0 50 Com 0,00
24 55 0,0 20 Com 0,00
25 55 0,0 80 Com 0,00
26 55 0,0 50 Com 0,00
27 55 0,0 50 Com 0,00
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FIGURA 7 — Representacéo dos resultados da degradacdo do SOF sem a presenca
de luz UV. (A) pHxH20,, (B) pHxTemperatura e (C) H,O,xTemperatura.
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A partir dos resultados do planejamento experimental, realizou-se a
anélise de variancia dos dados (TABELA 9). O teste F calculado para regressao,
inferior ao Feritico10,6), MOStra que o média quadratica da regressao e dos residuos
sdo estatiscamente iguais ao nivel de 95% de confianga. Além disso, o teste F para
a falta de ajuste foi superior ao Feitico(a,2), M aproximadamente 4 vezes. Portanto,
0 modelo calculado possui falta de ajuste muito pronunciada e este ndo se confude

estatiscamente com o erro puro ao nivel de confianca de 95%.

TABELA 9 — Tabela ANOVA referente ao modelo quadratico proposto para o

planejamento composto central para a degradacdo do SOF sem a presenca de luz

UV (experimentos 1 a 17).

Fonte de variagéo Soma- Graus de liberdade Médla_
Quadréatica Quadratica
Regressédo 4,29 x 10? 10 42,89
Residuo 4,07 x 102 6 67,78
Total 8,36 x 10? 16 52,22
Erro Puro 2,57 2 1,28
Falta de Ajuste 4,04 x 102 4 101,02
Var. maxima
Var. explicada (R?) 0,5123 explicavel 0,9969
(R méximo)
Teste F Regresséao 0,63 Feritico (10,6) 4,06
Teste F Falta de Ajuste 78,52 Feritico (4,2) 19,25

*Teste F com intervalo de 95% de confianca.
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O modelo quadratico gerado conseguiu somente explicar cerca de
51% de toda informacéo obtida e nenhum coeficiente foi significativo no intervalo
de 95% de confianca. A resposta ysor representa a porcentagem de degradacao do
principio ativo e bo, by, by, b3, b1, b2y, bas, b1z, D23, b1s € bios respectivamente os
coeficientes associados ao intercepto e as varidveis x; (pH), X2 (H202), X3
(temperatura), termos quadraticos (Xi2, X, € X3?) e as interagdes (X1Xz, X1X3, X2X3 €
X1X2X3). A TABELA 10 mostra os valores dos coeficientes e seus respectivos

erros.

TABELA 10 — Coeficientes e erros associados ao modelo quadratico gerado a

partir dos experimentos 1-17 para o SOF.

Coef. | by bs b, b3 b11 D22 ba3 b1z D13 D23 D123
Valor| 6,1 |-2,0 | 0,6 4.3 o7 (-23 |17 |02 |01 |-11 |-0,1
Erro (+18,3 | +8,7 |+¥8,7 |+¥8,7 |99 (499 |+99 |+11,3 |+11,3 |+11,3 [+11,3

A FIGURA 8 mostra a variacdo da degradacdo em relacdo as
variaveis pH e temperatura. Os pontos no grafico representam cada experimento
no planejamento experimental. Assim como nos experimentos realizados sem a
presenca de luz UV, podemos observar na FIGURA 8 que o experimento 22
realizado em pH 1 e temperatura de 50 °C ocorreu a maior degradacdo do

sofosbuvir. Ja as demais condi¢6es degradaram o SOF entre 0,00 a 3,35%.
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FIGURA 8 — Representacao dos resultados da degradagdo do SOF na presenca de
luz UV,

A TABELA 11 mostra a andlise de variancia obtida com os
experimentos 18 a 27 para o SOF. O modelo quadratico gerado foi capaz de
explicar aproximadamente 77% de toda a informacdo do sistema. O modelo
matematico apresentou falta de ajuste de acordo com o teste F para a regressao
(Fregressio Inferior ao Feiico) € 0S erros para cada coeficiente foram estatiscamente
superiores aos proprios coeficientes ao nivel de confianca de 95% (TABELA 12).
Nao foi realizado o teste F para a falta de ajuste uma vez que nao foi observado

degradacdo nas réplicas da condic@o do ponto central (experimentos 26 e 27).
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TABELA 11 — Tabela ANOVA referente ao modelo quadratico proposto para o
planejamento composto central para a degradacdo do SOF com a presenca de luz
UV (experimentos 18 a 27).

Fonte de variagéo Soma- Graus de liberdade Média-
Quadratica Quadratica
Regressédo 5,04 x 102 5 100,72
Residuo 1,54 x 102 4 38,51
Total 6,58 x 102 9 73,07
Erro Puro 0,00 1 0,00
Falta de Ajuste 1,54 x 102 3 51,34
Var. maxima
Var. explicada (R?) 0,7658 explicavel 0,9999
(R? maximo)
Teste F Regressao 2,61 Feritico (5.4) 6,26
Teste F Falta de Ajuste - Feritico (3.2) 215,71

*Teste F com intervalo de 95% de confianca.

TABELA 12 — Coeficientes e erros associados ao modelo quadratico gerado a

partir dos experimentos 1-17 para o SOF.

Coef. bo b1 b3 b11 b33 b13
Valor|-1,1 |53 [ 02 | 49 |-0,2 |-0,4
Erro |£21,0 |+10,1 (+10,1 (+11,5 |#11,5 |+15,4

Partindo dos resultados do planejamento experimental, foram
elaborados modelos quadraticos entre os parametros de degradacdo forcada
(variaveis independentes) e a degradacao do ativo (variavel dependente). Como
se trata de um modelo de segunda ordem, a equacdo obtida terd termos
quadraticos, gerando perfis de resposta parabolicos para as variaveis que

possuirem o termo quadratico. A complexidade das reacdes envolvidas nas
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degradacdes (como hidrdlises, termolises, oxidacbes e fotolises) podem
promover, em determinadas condicg0es, altas degradacdes em relacdo as outras.
Como as degradacgdes foram conduzidas em condi¢des em que as variaveis foram
estudadas em seus niveis extremos, se torna dificil controlar fatores cineticos
inerentes as reacdes comumente reportadas em sistemas submetidos a estudos de
degradacéo. A construcdo de modelos matematicos capazes de predizer de forma
exata 0 comportamento das varidveis dificilmente é obtido com éxito, pois tais
modelos somente sdo obtidos em condicdes restritas do dominio experimental. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das variaveis de degradagéo assim
como a interacéo entre elas, e ndo necessariamente obter um modelo matematico
para otimizacdo da degradagdo. Portanto, esfor¢cos ndo foram despendidos na
criacdo de modelos matematicos de ordem superior a quadratica.

Mesmo nédo obtendo um modelo matemaético que seja capaz de fazer
previsdes, podemos tirar certas conclusdes dos dados empiricos. Dentro do
dominio experimental estudado, em meio acido a degradacdo do SOF & mais
pronunciada (fato observado pelos experimentos 9 e 22 em que o pH é 1). Nos
experimentos realizados em pH com valores intermediarios, a degradagéo ocorreu
em escala muito baixa. A variavel temperatura e a sua interagdo com peroxido de
hidrogénio (experimentos sem a presenca de luz UV) foram os parametros que
também tiveram influéncia na degradacédo do SOF. A variavel H,O,, assim como
as demais interacdes entre as variaveis, aparentemente ndo contribuiram para a
degradacdo do SOF. Além disso, foi observado uma maior degradacdo do SOF

em pH 1 nos experimentos realizados na presenca de luz UV.
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1.4.3 - Elucidacdo dos produtos de degradacdo do

sofosbuvir

Os estudos realizados até 0 momento preconizavam as intensidades
das &reas cromatograficas em cada uma das condigdes de degradacéo analisadas.
Esta secdo visa a elucidacdo dos produtos de degradacdo gerados durante as
diferentes condicdes de degradacao. Portanto, os experimentos ndo demadaram a
rigorisidade em determinados pardmetros como tempo de degradacdo e
concentracdo do principio ativo, os quais foram precisamente padronizados
anteriormente.

Além das 27 condi¢bes do planejamento experimental, foram
analisados os perfis cromatograficos do SOF degradado nas condicbes basica
(NaOH 0,1 mol-L™?), &cida (HCI 0,1 mol-L!) e em meio oxidativo (15% de H,0,).
Este altimo foi analisado sem a presenca de luz UV, j& as demais condi¢Ges foram
analisadas na presenca e auséncia de luz UV. Todos estes experimentos foram
realizados a 80 °C durante 90 min, exceto a condicédo bésica a qual foi degradada
durante 30 minutos.

Para as analises de LC-MS/MS foram selecionadas amostras em
condicdes de degradacéo que forneceram perfis cromatograficos diferentes e com
maior concentracdo dos produtos de degradacdo (FIGURA 9). Observou-se que
as condigdes basica (NaOH 0,1 mol-L1), cida (HCI 0,1 mol-L1) e 0 experimento
14 (pH 5,5, temperatura 80°C e 7,5% de H,0,) forneceram os perfis
cromatograficos mais distintos e, portanto, foram selecionadas para analises de
LC-MS/MS.

45



Capitulo 1 — Resultados e discusséo

SOF
o e Referéncia
@
N
©
E |
) A . Expl4
c
(D)
©
@
©
@ J NaOH 0,1 mol-L™
Q
IS
A U HCI 0,1 mol-L?
T T T T T T T T T T T I ' 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo de retencéo / min

FIGURA 9 — Diferentes perfis cromatograficos obtidos nas condigbes de

degradacéo estudadas para o SOF.

A elucidacéo dos produtos de degradacéo foi realizada através dos
dados obtidos na literatura, comparacdo entre os perfis espectrais do principio
ativo e dos produtos de degradacédo e tambem considerando a massa exata para a
a predicdo da formula molecular. Além disso, os cromatogramas foram
comparados com 0s cromatogramas de ions totais (TIC, do inglés total ion
chromatography) para verificar a ordem de eluigdo dos produtos de degradacéo.
A TABELA 13 mostra os produtos de degradacdo (P1-P10) e os fragmentos
caracteristicos. Observa-se que 0s erros das massas exatas dos produtos de
degradacdo foram inferiores a 5 ppm, indicando que as férmulas moleculares

propostas possuem alta acuracia.
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TABELA 13— Massa molecular observada e tedrica do sofosbuvir e seus produtos

de degradacéo.

Formula
Massa Massa Erro
Composto observada tedrica (ppm) molecular  lons fragmentos
PP [M+H]*
488, 399, 288,
SOF 530,1693 530,1698 -0,94 CxH3FN3OgP™ 243, 200, 167,
113
P1 341,0559 341,0545 4,10 CyoHisFN,OgP™ 243, 229, 111
P2 261,0878 261,0881 -1,15 CioH1sFNOs™ 149,113, 83
P3 417,0849 417,0858 -2,16 Ci6H19FN,OgP* 305, 21131 175,
. 323,300, 254,
P4 412,0934 412,0916 4,37 Ci3H2FN3OgP 243, 124, 113
. 412,323, 300,
P5 454,1376 454,1385 -1,98 Ci6H26FN3OgP 243, 167, 113
. 399, 376, 300,
P6 488,1217 488,1229 -2,46 Ci9H24FN3OgP 243, 200, 167
. 385,342, 359,
P7 402,1424 402,1436 -2.98 Ci3HzsFN;O8P 300, 228 132
478, 461, 418,
P8 494,1684 494,1698 -2,83 CigH3zFN3OgP* 376, 304, 288,
254, 200, 132
, 415,392, 346,
P9 546,1631 546,1647 -2,93 CyH3FN3O0P 243 167, 113
461, 418, 376,
P10 478,1739 478.1749 -2.09 CioH3zFN3OgP* 304, 288, 254,
200, 132

1.4.3.1 - Sofosbuvir (m/z 530, [M+H]")

Sofosbuvir foi identificado com m/z 530 (C22H30FN3OgP*) [M+H]*

no tempo de retencdo de 6,70 minutos. O espectro de massas MS? do SOF é

mostrado na FIGURA 10. Observou-se ions produtos caracteristicos em m/z 488

(C19H24FN3OgP*) (perda do grupo isopropil [M+H-C3Hs]™), 399 (C16H1,FN2O7PY)
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(perda da porcdo isopropil 2-aminopropanoato [M+H-CgHi3NO,]"), 288
(C12H19NOsP*) (perda dos anéis de cinco membros e pirimidimico [M+H-
Ci10H11FN204P]Y), 243 (C1oH12FN204") (perda da porcdo fenil fosforoamidato
[M+H-C1,H1sNOsP]¥), 200 (CsH11NO3P*) (perda da porcéo éster, e dos anéis de
cinco membros e pirimidinico [M+H-C4H19FN2Og]*) e 113 (C4HsN,0,*) (perda
do anel de cinco membros com suas ramificacdes [M+H-C1sHsFNO7P]*). Além
desses fragmentos, foi observado ion em m/z 167 (C;H;N,O3") referente a perda
de C3HsFO do ion produto m/z 243. A proposta da possivel rota de fragmentacéo

para o sofosbuvir € apresentada na FIGURA 11.
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FIGURA 10 — Espectro de massas coletado na analises MS? do fon molecular
protonado do SOF, m/z 530 [M+H]".
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1.4.4 - Degradacao forcada do sofosbuvir em meio acido

O cromatograma de ions totais da amostra degradada em meio &cido
(HCI 0,1 mol-Lt) e seu respectivo branco podem ser vistos na FIGURA 12.
Observou-se a presenca de 3 produtos de degradacéo eluidos em 0,36, 0,47 e 2,46

minutos, os quais foram denominados como P1, P2 e P3, respectivamente.
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FIGURA 12 — Cromatograma de ions totais obtido a partir da degradacédo do

sofosbuvir em meio acido. (-) Branco. (-) Sofosbuvir degradado em meio acido.

1.4.4.1 - P1 (m/z 341, [M+H]")

Ao analisar o espectro de massas MS?de P1, foi observado o ion de
m/z 341 (C1oH15FN20gP*) [M+H]* no tempo de retencdo igual a 0,36 minutos que
foi formado a partir da hidrolise acida do sofosbuvir. O espectro de massas MS?
(FIGURA 13) apresentou dois fragmentos caracteristicos referentes as perdas do
fon precursor em m/z iguais a 243 (C1oH12FN204*), devido a perda do grupo
fosfato ([M+H-H,04P]"), e 299 (CsH11FOsPY), referente a perda do anel de seis
membros ([M+H-C4H3N,0,]*). O ion m/z 243 sugere que a cadeia principal do
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SOF foi mantida na estrutura de P1. Além disso, foi notificado no espectro MS?
um fragmento com m/z 111 (Ce¢H-;0,*) oriundo da perda de H4sFO4P do ion
fragmento m/z 229, confirmando a presenca do grupo fosfato na estrutura de P1.
A FIGURA 14 mostra uma possivel rota de fragmentacdo do produto de

degradacéo P1.
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FIGURA 13 — Espectro de massas coletado na analises MS? do fon molecular
protonado do P1, m/z 341 [M+H]".
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1.4.4.2 - P2 (m/z 261, [M+H]*)

O produto de degradacdo P2 foi identificado no tempo de retencéo
igual a 0,47 minutos com m/z 261 (C10H14FN2O5") [M+H]* (FIGURA 15). A
estutura molecular de P2 sugere que este degradante foi formado a partir de
hidrolise &cida do SOF. A diferenca de m/z entre P2 e o fragmento m/z 243 do
SOF sugere a adigdo de um atomo de oxigénio e dois hidrogénios (18 unidades).
O pico base em m/z 133 (C4HsN,O,") e o ion produto em m/z 149 (CsH1oFO3*)
sdo referentes, respectivamente, aos anéis pirimidimico e de cinco membros de
P2. O ion fragmento de m/z 83 (CsH;O") € originado a partir da perda de CH3FO,
do fragmento m/z 149. Portanto, a adicdo de 18 unidades em m/z 243 deve ter
ocorrido na porgédo do anel de cinco membros. A rota de fragmentacdo proposta
para P2 esta mostrada na FIGURA 16.
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FIGURA 15 — Espectro de massas coletado na analises MS? do ion molecular
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FIGURA 16 — Proposta da rota de fragmentacdo do produto de degradacéo P2,
m/z 261 [M+H]".

1.4.4.3 - P3 (m/z 417, [M+H]")

O produto de degradacdo P3 foi identficado com pico do ion
molecular em m/z 417 (CisH1sFN2OgP*) [M+H]*" com tempo de retencdo igual
2,46 minutos. A FIGURA 17 mostra o espectro MS? de P3, onde percebe-se que
os ions fragmentos de maior intensidade em m/z iguais a 243 (C1oH12FN2O4Y) €
305 (C12H1sFO6PY) séo referentes, respectivamente, as perdas da porcéo fenil
fosfato ([M+H-CgH;PQO4]") e anel pirimidinico ([M+H-C;HsN,0,]"). Além disso,
foi observado a ocorréncia de ions produtos em m/z 175, devido a perda de
CsH;FO, do ion produto m/z 305, e m/z 111, perda de HO,P do fragmento m/z
175. A condicdo de degradacdo &cida foi capaz de promover hidrélise da porcéo

fenil fosforamidato em fosfato de fenil como pode ser verificado na FIGURA 18.
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1.4.5 - Degradacéo forcada do sofosbuvir em meio béasico

A FIGURA 19 mostra o cromatograma de ions totais para a amostra
submetida em condi¢éo basica (NaOH 0,1 mol-L1), o qual apresentou 3 produtos
de degradacao nos tempos de retengéo iguais a 0,36 (P4), 3,90 (P5) e 4,40 minutos
(P6).
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FIGURA 19 — Cromatograma de ions totais obtido a partir da degradacdo do

sofosbuvir em meio basico. (—) Branco. () Sofosbuvir degradado em meio basico.

1.45.1-P4 (m/z 412, [M+H]")

No tempo de retencéo igual a 0,41 minutos foi identificado P4 com
m/z 412 (C13H20FN3OgP*) [M+H]" (FIGURA 20). Embora o cromatograma de
fons totais referente ao branco também contenha um sinal no mesmo tempo de
rentecao que P4 na amostra degradada, o perfil espectral de ambas amostras foram
diferentes. O espectro de massas do branco em 0,41 minutos ndo apresentou ions
fragmentos caracteristicos correlacionados com a estrutura do SOF e, portanto, 0

m/z 412 foi denominado como impureza da amostra degrada.
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Observou-se no espectro MS? de P4 ions produtos em m/z iguais a
323 (C10H13FN20;P*) (perda da porcdo aminoacida, alanina [M+H-C3H;NO,]"),
300 (C1oH11N306P*) (perda da estrutura contendo grupo acido carboxilico e
hetero-atomos do anel de cinco membros [M+H-C3HgFO3]*), 254 (CsH14FNOsPY)
(perda da estrutura contendo &cido carboxilico e anel pirimidico [M+H-
CsHgN204]"), 243 (C1oH12FN204Y). (perda do fosforamidato ([M+H-C3HgNOsP]?)
e 113 (C4HsN.0,") (perda da estrutura do anel de cinco membros [M+H-
CoH1sFNO7P]?). Além desses, foi identificado um ion produto em m/z 124
(C2H;NO3P*) oriundo do fragmento m/z 254.

A presenca do ion m/z 243 sugere que a estrutura principal do SOF
foi mantida e a auséncia do ion m/z 288 mostra que possivelmente as mudancas
ocorreram nesta cadeia. De acordo com os ions fragmentos identificados,
observou-se tambem a auséncia do grupo fenil na estrutura do produto de
degradacdo P4. Diante disso, o produto de degradacao P4 foi formado a partir da
hidrdlise basica do grupo éster, levando a perda do grupo isopropil. A mostra a

FIGURA 21 proposta para a rota de fragmentacdo do produto P4.
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FIGURA 20 — Espectro de massas coletado na analises MS? do fon molecular
protonado do P4 (Cy3H20FN3OgPY), m/z 412 [M+H]".
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1.4.5.2 - P5 (m/z 454, [M+H]")

No tempo de rentecéo igual a 4,15 minutos foi observado produto
denominado P5 com m/z igual a 454 (CisH26FN3OgP*) [M+H]* oriundo de
hidrolise basica. A FIGURA 22 mostra o espectro MS? do ion produto P5.
Observa-se a formacdo de fragmentos em m/z iguais a 323 (C1oH14FN3O7P")
(perda da cadeia isopropil propanoato [M+H-CsH1,02]%), 300 (C1oH1:N3O6P")
(perda da cadeia isopropil propanoato e hetero-atomos do anel de cinco membros
[M+H-C¢H15FO3]"), 243 (C1oH12FN2O4") (perda da estrutura fosforamidato [M-
H-CsH14sNOsP]™), e 113 (C4HsN,0,") (perda do anel de cinco membros com suas
ramificacbes [M+H-C,H,;FNO-P]*). Ademais, foi observado ion fragmento em
m/z 167 devido a perda de C3HsFO do ion produto m/z 243. Os ions m/z 113 e
243 mostram que o anel de cinco membros contendo os grupos hidroxila e fluor,
assim como o anel pirimidinico estdo intactos na cadeia. A auséncia do ion
fragmento m/z 288, observado no espectro MS? do sofosbuvir, sugere que a
modificacéo estrutural deve ter ocorrido na cadeia isopropil 2-((hidroxi(phenoxi)
fosforil) amido) propanoato. De acordo com o perfil espectral, P5 foi formado a
partir da perda do anel benezénico da estrutura do SOF devido as reacGes

hidroliticas. A rota de fragmentacédo de P5 pode ser observada na FIGURA 23.
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FIGURA 23 — Proposta de uma rota de fragmentacdo do produto de degradacgéo
P5, m/z 454 [M+H]".

1.4.5.3 - P6 (m/z 488, [M+H]")

O produto de degradacéo P6 foi eluido em 4,44 minutos e apresentou
m/z igual a 488 (C19H2sFN3OgP*) [M+H]*. A FIGURA 24 mostra o espectro MS?
do ion produto P6. Observa-se a formacdo de fragmentos em m/z iguais a 399
(C16H17FN2O;P*) (perda da cadeia de aminoacido [M+H-C3H;NO,]"), 376
(C13H19N30gP*) (perda de uma hidroxila e o atomo de flior [M+H-CeHsFO]Y),
330 (C14H1sFNOsP*) (perda estrutura aminoacida e quebra do anel pirimidinico
[M-H-CsHgN204]"), 243 (C10H12FN2O4") (perda da porcdo fosfato com suas
ramificacbes [M+H-CgH1,NOsP]™) e 200 (CsH1:NOsP*) (perda do anel de cinco
membros, estrutura de pirimidina e acido férmico [M+H-Cy;H13FN2Og] ). Além
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disso, foi observado fragmento em m/z 167 (C;H;N.,Os) devido a perda de
C3HsFO do ion produto m/z 24. O perfil de fragmentacdo de P6 e do SOF foram
semelhantes, demontrando que a parte da estrutura do principio ativo permaneceu
inalterada. A perda de 42 unidades remete a perda da porcao isopropil devido a
reacdo de hidrdlise basica. A FIGURA 25 mostra a proposta para a rota de

fragmentacdo para P6.
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FIGURA 24 — Espectro de massas coletado na analises MS? do fon molecular
protonado do P6 (C19H24FN3OgP*), m/z 488 [M+H]".
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FIGURA 25 — Proposta de uma rota de fragmentacdo do produto de degradacéo
P6, m/z 488 [M+H]".

1.4.6 - Degradacgéo forcada do sofosbuvir —

Experimento 14

Decidiu-se estender o tempo de degradacdo para 10 horas do
experimento 14 com a finalidade de aumentar a concentracdo dos produtos de
degradacdo. O cromatograma de ions totais para 0 SOF degradado nas condicdes
do experimento 14 (FIGURA 26) apresentou produtos de degradacdo picos em
m/z iguais a 402, 454, 494 e 474 com os tempos de retencdo nos tempos de

retencao 0,82, 3,97, 5,27 e 5,96 minutos respectivamente.

62



Capitulo 1 — Resultados e discusséo

10 2 +ESI TIC Scan Frag=101,0V CID@3,2 Exp14.d
1

0,9
08 SOF
0,7
0.6 P10
0,5
0,4

0,3

0,2

0,1

0,\\

0 11 12 13 14

1 2 3 4 5

Countse(%) vs?Acquis%tion Tirr%e (min]
FIGURA 26 — Cromatograma de ions totais obtido a partir da degradacdo do
sofosbuvir nas condi¢des pH 5,5, temperatura 80°C e 7,5% de H,0,. (-) Branco.

() Sofosbuvir degradado nas condi¢des do experimento 14.

1.4.6.1 - P7 (m/z 402, [M+H™])

O produto de degradacéo P7 foi eluido em 0,84 minutos e apresentou
m/z igual a 402 (C13H26FN3OgP*) [M+H]*. A FIGURA 27 mostra o espectro MS?
do ion produto P7. Observa-se a formacdo de fragmentos em m/z iguais a 385
(C13H23FN2OgP ™), 342 (C12H22FNO7P*) e 300 (CoH16FNO;P™) referentes a perdas
sucessivas de 17 (NH3), 43 (CHNO) e 42 (CsHg) unidades do ion precursor. Além
disso, observou-se os fragmentos m/z 254 (CsH14FNOsP™), 228 (CsH1.FNOsP*) e
132 (CsH14sNO;"), devido as perdas de, respectivamente, 46 (perda de acido
férmico, CH,0,, do m/z 300), 26 (perda de C,H, do m/z 254) e 270 (manutenc¢éo
do anel de cinco membros, [M+H-C7;H1,FN,Og]"). Os fragmentos m/z 385 e 342
sugerem que o sofosbuvir sofreu térmolise na porcdo uracila perdendo CsH,O.
Além disso, o fragmento m/z 300, j& mencionado nos produtos de degradacéao P4,

P5 e P6, mostra a auséncia do benzeno em P7, o que sugere ocorréncia de hidrélise
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na estutrura do sofosbuvir. A FIGURA 28 mostra a proposta para a rota de

fragmentacéo para P7.
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FIGURA 27 — Espectro de massas coletado na analises MS? do ion molecular
protonado do P7 (CigH24FN3OgPY), m/z 402 [M+H]".
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FIGURA 28 — Proposta de uma rota de fragmentacdo do produto de degradacao
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1.4.6.2 - P8 (m/z 494, [M+H™])

O produto de degradacéo P8 foi eluido em 5,52 minutos e apresentou
m/z igual a 494 (C19H30FN30gP*) [M+H]*. A FIGURA 29 mostra o espectro MS?
do ion produto P8 com a formacao dos ions m/z 478, 461, 418 e 376 referente as
perdas sucessivas de 16 (oxigénio), 17 (NHsz), 43 (CHNO) e 42 (C;H,) unidades
do ion precursor. O produto P8, assim como o ion m/z 402, apresentou 0S
fragmentos m/z 254 e 228. Além destes, ions m/z 304 e 200, devido a perda de
respectivamente, 72 (perda da porcao acida, C,H3;COOH) e 176 (perda da porcéo
acida e do anel de cinco membros, C;HyFO,) unidades do ion fragmento m/z 376.
As perdas 17, 43 e 42, assim como P7, sugerem que a estrutura de P8 tambem
sofreu termolise na porcdo uracila similarmente como em P7. Além destas perdas,
foi observado a perda de 16 unidades demonstrando que um atomo de oxigénio
foi adicionado na estrutura de P8. O fragmento m/z 376 sugere que o anel de 5
membros e a por¢do do anel benzénico foi mantida na estrutura de P8. A proposta

de fragmentacéo do produto de degradacdo pode ser visto na FIGURA 30.
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FIGURA 29— Espectro de massas coletado na analises MS2 do ion molecular
protonado do P7 (CygH30FN3OgPY), m/z 494 [M+H]".
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FIGURA 30 — Proposta de uma rota de fragmentacdo do produto de degradacéo
P8, m/z 494 [M+H]".
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1.1.1.1 - P9 (m/z 546, [M+H™])

O produto de degradacdo P9 foi eluido em 5,84 minutos com m/z 546
(C22H30FN3010P™) [M+H]". Este produto foi formado em condigdes oxidativas
gerando ions fragmentos em m/z 504 (C19H24FN3O10P™), perda de C,H; do ion
precursor [M+H-C,H,]", 415 (C16H17FN2OgP*), perda da porcdo amino acida do
ion percursor [M+H-CsH12NO,]* e 392 (C13H19N3OgP*), perda C,H, juntamente
com um atomo de oxigénio e fluor do ion precursor [M+H-C,H,OF]* (FIGURA
31). Foram observados tambeém ions fragmentos m/z 243 (perda de toda a porcéao
fenil fosforoamidato do ion m/z 503)] e 167 (perda de C3HsOF do ion m/z 243).
A massa molecular de P9 mostra que houve um incremento de 16 unidades em
relacdo a massa do SOF, o que implica que o produto de degradacao deve ser um
N-Oxido. O fragmento m/z 415 corresponde um incremento de 16 unidades no
fragmento m/z 399 caracteristico do SOF, o que indica que o oxigénio
possivelmente estd anexado no nitrogénio da amida da porcdo pirimidinica
conforme mostra a FIGURA 32,
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FIGURA 31 — Espectro de massas coletado na analises MS? do ion molecular
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1.1.1.2 - P10 (m/z 478, [M+H"])

O produto de degradacdo P10 foi eluido em 6,09 minutos e
apresentou m/z igual a 478 (C19H3FN3OgP*) [M+H]*. A FIGURA 33 mostra o
espectro MS? do fon produto P10 o qual apresentou perfil espectral similar do
produto degradacdo P8, mas com uma diferenca de m/z de 16 unidades, sugerindo
a auséncia de um atomo de oxigénio. A proposta de fragmentacdo de P10 esta
representada na FIGURA 34
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FIGURA 33 — Proposta de uma rota de fragmentacdo do produto de degradacao
P10, m/z 478 [M+H]".
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FIGURA 34 — Proposta de uma rota de fragmentacdo do produto de degradacao
P10, m/z 478 [M+H]".

As FIGURA 35, 36 e 37 mostram os mecanismos de formacéo

propostos para produtos de degradacdo P1-P10 do sofosbuvir.
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1.1.2 - Estudo de linearidade para quantificacdo da

nitazoxanida

A regido de linearidade para a NTZ foi de 1 a 35 pg-mL™ e obteve-
se uma equacao linear igual a Area(NTZ) = 3,16 + 30,22[NTZ] com coeficiente
de determinacdo (R?) de 0,9994, onde Area(NTZ) e [NTZ] correspondem
respectivamente ao sinal analitico e a concentracdo da NTZ. LD e LQ foram
iguais a respectivamente 0,32 e 1,06 pug-mL:. A FIGURA 38 mostra
respectivamente os cromatogramas sobrepostos das solu¢es de NTZ e a curva
analitica. LD e LQ foram calculados conforme a secdo 1.4.1. Os valores de
degradacdo da NTZ foram calculados similarmente aqueles obtidos para o SOF,

porém utilizando uma solucéo de referéncia de 25 pg-mL™.
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FIGURA 38 — Estudo de lineraridade para nitazoxanida. A) Cromatogramas
sobrepostos do padréo nitazoxanida nas concentracoes a, b, ¢, d, e, e figuais a 1,
5, 10, 20, 30 e 35 pg-mL?, respectivamente. B) Curva analitica para a

nitazoxanida.
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1.1.3 - Degradacao forcada da nitazoxanida

Os valores de degradacdo para a nitazoxanida foram obtidos de forma
similar ao realizado para o sofosbuvir. As TABELA 14 e 15 mostram as
porcentagens de degradacdo do nitazoxanida em cada uma das condic¢bes do
planejamento experimental durante 80 minutos. A degradacdo do farmaco NTZ
ocorreu entre 0 e 43%. Excetuando a condi¢édo 14 (pH 5,5, 5% H,0, e temperatura
60 °C), as condi¢des em meio basico tenderam a degradar mais que aquelas em
meio acido, considerando os experimentos na auséncia de luz UV. Além disso, o
aumento da concentracdo de perdxido de hidrogénio e temperatura também
ocasionaram um incremento na degradacdo da NTZ.

Observou-se que 0s experimentos 6 e 8 (temperatura e pH em nivel
+1) possuem degradacGes maiores que 0s experimentos 2 e 4 em que somente 0
pH esta em nivel +1 ou o0s experimentos 5 e 7, 0s quais a temperatura esta em
nivel +1. Tal fato evidencia que o sinergismo entre as variaveis pH e temperatura
contribui para a degradacdo da NTZ. Vale dizer que em ensaios prévios
mostraram que a NTZ sofre degradacdo excessiva em poucos minutos ao se
utilizar solucdo de pH 13. A FIGURA 39 mostra a variacdo da degradacdo da
NTZ sem a presenca de luz UV em relacdo as variaveis pHxH,0, (A),
pHxTemperatura (B) e H,O,xTemperatura (C). Os pontos no grafico representam

cada experimento no planejamento experimental.
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TABELA 14 — Porcentagens de degradacdo da NTZ para 0s experimentos

realizados sem luz UV.

Exp. pH H20:2(viv) Temperatura (°C) Luz UV Degradacao (%)
1 2,7 1,0 28 Sem 1,41
2 8,3 1,0 28 Sem 2,16
3 2,7 4,0 28 Sem 5,62
4 8,3 4,0 28 Sem 4,99
5 2,7 1,0 52 Sem 1,75
6 8,3 1,0 52 Sem 9,68
7 2,7 4,0 52 Sem 5,78
8 8,3 4,0 52 Sem 16,29
9 1,0 2,5 40 Sem 7,08
10 10,0 2,5 40 Sem 13,60
11 55 0,0 40 Sem 3,29
12 55 5,0 40 Sem 10,23
13 55 2,5 20 Sem 3,65
14 55 2,5 60 Sem 43,03
15 55 2,5 40 Sem 5,58
16 55 2,5 40 Sem 6,65
17 55 2,5 40 Sem 6,78

TABELA 15 — Porcentagens de degradacdo da NTZ para 0s experimentos

realizados com luz UV.

EXp. pH HO (v/iv) Temperatura (°C) Luz UV Degradagéo (%o)

18 2,7 0,0 28 Com 3,19
19 8,3 0,0 28 Com 0,00
20 2,7 0,0 52 Com 0,00
21 8,3 0,0 52 Com 6,39
22 1,0 0,0 40 Com 2,21
23 10,0 0,0 40 Com 9,97
24 5,5 0,0 20 Com 2,39
25 5,5 0,0 60 Com 4,25
26 5,5 0,0 40 Com 3,01
27 5,5 0,0 40 Com 3,27
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FIGURA 39 - Representacdo dos resultados da degradacdo da NTZ sem a
presenca de luz UV. (A) pHxH,0,
H,O,xTemperatura.

(B) pHxTemperatura e (C)
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De forma similar ao tratamento dos dados para o SOF, foi realizada
a analise de variancia para os resultados das degradacfes da NTZ (TABELA 16).
Tentou-se criar um modelo quadratico, porém este foi capaz de explicar somente
66% de toda a informacao do sistema. O modelo apresentou falta de ajuste que
pode ser observado pelos testes F para a regresséo e para a falta de ajuste. Os
coeficientes obtidos para 0 modelo ndo foram significativos, uma vez que os erros
para cada coeficiente sdo estatiscamente superiores aos proprios coeficientes ao
nivel de confianca de 95% (TABELA 17).

TABELA 16 — Tabela ANOVA referente ao modelo quadratico proposto para o
planejamento composto central para a degradacdo da NTZ sem a presenca de luz

UV (experimentos 1 a 17).

Fonte de variacéo Soma Graus de liberdade Media
Quadrética Quadrética
Regressao 1,01 x 103 10 1,01 x 102
Residuo 5,05 x 10? 6 8,42 x 10
Total 1,51 x 103 16 9,45 x 10
Erro Puro 8,66 x 10 2 4,33 x 10
Falta de Ajuste 5,05 x 102 4 1,26 x 102
Var. maxima
Var. explicada (R?) 0,6656 explicavel 0,9994
(R? maximo)
Teste F Regresséao 1,19 Feritico (10,6) 4,06
Teste F Falta de Ajuste 291,28 Feritico (4,2) 19,25

*Teste F com intervalo de confianca de 95%.
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TABELA 17 — Coeficientes e erros associados ao modelo quadratico gerado a

partir dos experimentos 1-17 paraa NTZ.

Coef. | by bs b, bs b11 D22 D33 b2 D13 D23 D123
Valor| 7,4 2,2 2,2 6,3 |-06 |-20 | 42 |-0,2 | 23 [-0,5 |-05
Erro |+205|/+9,8 |+9,8 | +9.8 [+11,1 |+11,1 (11,1 |+12,6 (12,6 |*12,6 |+12,6

Ja com os experimentos realizados na presenca de luz UV, as

degradacdes ocorreram entre 0,00 e 9,97%. O experimento 23 (pH 10 e

temperatura 40 °C) apresentou a maior degradacdo. A FIGURA 40 mostra a

porcentagem de degradacdo com a variacdo do pH e da temperatura na presenca

de luz UV. Observa-se que as variaveis pH e temperatura possuem pouca

contribuicdo na degradacdo da nitazoxanida, visto que quando estas variaveis

estdo em nivel baixo (-1) ou somente pH € aumentado, h4 pouca ou quase

nenhuma degradacdo. Porém, é interessante perceber a interacdo destas variaveis,

desde que ha um maior incremento na degradacdo quando a temperatura e pH

estdo no nivel alto (+1) (experimento 21).
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FIGURA 40 - Representacdo dos resultados da degradacdo da NTZ na presenca

de luz UV.

A andlise de variancia dos resultados da NTZ referentes aos
experimentos 18-27 (TABELA 18) mostrou que o modelo matematico
apresentou falta de ajuste. Embora o valor de F para a falta de ajuste tenha sido
inferior a0 Feritico,1), O Valor de F para regressédo (menor que 0 Feritico(s,2)) Mostrou
que a média quadratica da regressao se confude estatiscamente com o erro puro.
Além disso, os coeficientes obtidos para 0 modelo matematico ndo foram
significativos, uma vez que 0s erros para cada coeficiente sdo estatiscamente
superiores aos proprios coeficientes ao nivel de confianca de 95% (TABELA 19).
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TABELA 18 — Tabela ANOVA referente ao modelo quadratico proposto para o
planejamento composto central para a degradacdo da NTZ com a presenca de luz
UV (experimentos 18 a 27).

Fonte de variagéo Soma- Graus de liberdade Médla_
Quadratica Quadratica
Regressao 6,42 x 10 5 12,834
Residuo 1,48 x 10 4 3,692
Total 7,89 x 10 9 8,771
Erro Puro 3,31 x 10 1 0,033
Falta de Ajuste 1,47 x 10 3 4,912
Var. maxima
Var. explicada (R?) 0,8129 explicavel 0,9995
(R? maximo)
Teste F Regressao 3,48 Feritico (5.4) 6,26
Teste F Falta de Ajuste 148,31 Feritico 3,1) 215,71

TABELA 19 — Coeficientes e erros associados ao modelo quadratico gerado a
partir dos experimentos 18-27 paraa NTZ.

Coef. | bo b1 bs D11 | b3 | bus
Valor|{ 26 | 1,7 | 0,7 | 1,0 |-0,04 | 2,4
Erro | +6,5 | £3,1 | £3,1 | +3,6 | +3,6 | +4,8

1.1.4 - Elucidagdo dos produtos de degradacdo da

nitazoxanida

Além das condicGes de degracdo do planejamento experimental,
foram analisados os perfis cromatograficos da nitazoxanida degradada em meio
basico (NaOH 0,1 mol-L?), &cido (HCI 0,1 mol-L™) e oxidativo (5% de H,0,).
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Este ultimo foi analisado sem a presenca de luz UV, ja as demais condicOes foram
analisadas na presenca e auséncia de luz UV. Os experimentos foram realizados
a temperatura de 60 °C durante 90 minutos. Assim como na elucidagdo dos
produtos de degradacdo do SOF, foram selecionados as amostras com perfis
cromatograficos diferentes e com produtos de degradacdo com maior
concentracdo para as anélises de LC-MS/MS.

A FIGURA 41 mostra as condi¢Oes de degradacdo que forneceram
os perfis cromatograficos mais diferentes e com bandas de maior intensidade.
Observou-se que a degradacdes em NaOH 0,1 mol-L* durante 90 minutos e a
condicdo do experimento 7 (pH 2,7, H,0, 4% e temperatura de 52 °C) forneceram
os perfis cromatograficos mais distintos e, portanto, foram selecionadas para
analises de LC-MS/MS. A TABELA 20 mostra os produtos de degradacéo (D1-
D5) e os fragmentos caracteristicos. Observa-se que 0s erros das massas exatas
dos produtos de degradacéo foram inferiores a 5 ppm, indicando que as férmulas

moleculares preditas possuem alta acuracia.
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FIGURA 41 — Diferentes perfis cromatograficos obtidos nas condicdes de

degradacdo estudadas paraa NTZ.

TABELA 20 — Massa molecular observada e-tedrica da NTZ e seus produtos de

degradacéo.

Massa Massa  Erro Formula
Composto o lons fragmentos
observada tedrica (ppm) molecular

NTZ 306,0186 306,0190 1,31 CyoHsN3OsS™ 264, 217,185, 138

D1 137,0245 137,0244 -0,73 C7Hs03" 93

D2 163,0503 163,0502 -0,61 CgH/NO," 121, 93
D3 136,0404 136,0404 0,00 C;HsNOy 118, 93
D4 179,0466 179,0462 -2,23  CgH7/N2Oz 136, 118

D5 264,0089 264,0084 -1,89 Ci1oHeN3O4S 234,217, 189
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1.1.4.1 - Nitazoxanida (m/z 306, [M-H])

Nitazoxanida foi identificada com o m/z 306 (C12HsN30sS") [M-H]
no tempo de retencdo de 6,70 minutos. O espectro de massas MS? da NTZ é
mostrado na FIGURA 42. Observou-se ions fragmentos em m/z 264
(C10HsN304S) (perda de 42 unidades do ion precursor [M-H-C,H,0]), 217
(C10HsN20,S") (perda de didxido de nitrogénio do ion fragmento m/z 264), 185
(CsH4N303SY) (perda da porcdo com anel benzénico do ion percursor [M-H-
C7/H402]) e 138 (CsH3N,OS) (perda da por¢do com anel benzénico juntamente
com dioxido de nitrogénio do ion precursor [M-H-C;HsNO,]). O perfil de
fragmentacdo encontrado esta de acordo com o encontrado na literatura.>® 53A

FIGURA 43 mostra a proposta de rota de fragmentacao para NTZ.
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FIGURA 42 — Espectro de massas coletado na analises MS? do ion molecular
desprotonado da NTZ (C1,HsN30sS") [M-H]'.
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FIGURA 43 — Proposta de uma rota de fragmentacdo da NTZ, m/z 360 [M-H].

1.1.5 - Degradacéo forcada da nitazoxanida em meio

basico

A deteccdo dos produtos de degradacdo da NTZ foi avaliada nos
modos negativo e positivo. As FIGURA 44 e 45 mostram respectivamente o
cromatograma de ions totais no modo negativo e positivo para a NTZ degradada
em meio basico (NaOH 0,1 mol-L1) e seus brancos. O modo negativo de analises
LC-MS/MS apresentou os produtos de degradacdo D1, D3 e D4 apds uma
degradacéo de 90 minutos. O produto de degradacdo D2 foi encontrado nos modos
positivo e negativo com tempo de degradacéo de até 20 minutos. O modo positivo

foi selecionado para analisar D2, pois este apresentou maior intensidade de sinal.
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FIGURA 44 — Cromatograma de ions totais (modo negativo) obtido a partir da

degradacdo da NTZ em meio basico durante 90 minutos. () Branco. (=) NTZ

degradada em meio basico.
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FIGURA 45 — Cromatograma de ions totais (modo positivo) obtido a partir da
degradacdo da NTZ em meio basico durante 20 minutos. (-) Branco. (=) NTZ

degradada em meio bésico.
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1.1.5.1 - D1 (m/z 137, [M-H])

O produto de degradacdo D1 foi eluido em 1,7 minutos e apresentou
m/z igual a 137 (C;Hs03) [M-H]. A FIGURA 46 mostra o espectro MS? do ion
produto D1 o qual apresentou um pico intenso de m/z 93. Este ion fragmento foi
gerado devido a perda do grupo acido do ion precursor [M-H-COOH]". O produto
de degradacdo D1 é o 4cido salicilico® e foi detectado a partir da hidrolise da

nitazoxanida apds 90 minutos de reacdo (FIGURA 47).
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FIGURA 46 — Espectro de massas coletado na analises MS? do fon molecular
desprotonado D1 (C;Hs03), m/z 137 [M-H]".
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FIGURA 47 — Proposta de uma rota de fragmentacdo do produto de degradacéo
D1, m/z 137 [M-H]J..
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1.1.5.2 - D2 (m/z 163, [M+H]")

O produto de degradacdo D2, eluido em 1,35 minutos, foi detectado
no modo positivo com maior intensidade que no modo negativo e apresentou m/z
igual a 163 (CgH;N.0O,") [M+H]". Este produto de degradacdo foi gerado nos
primeiros 20 minutos de degradacdo e foi completamente consumido apds 90
minutos. A FIGURA 48 mostra o espectro MS? do ion produto D2 o qual
apresentou um pico intenso de m/z igual a 121 devido a perda de CH;N; do ion
precursor. Além disso, foi observado ion m/z 93 formado pela perda de CO. A
rota de fragmentacéo pode ser visualizada na FIGURA 49. De acordo com 0 ion
fragmento m/z 93, nota-se que a estrutura de D2 contém a anel aromatico e o
fragmento m/z 121 sugere que a porcao éster da nitazoxanida foi mantida. A
formula molecular predita com erro inferior a 5 ppm, assim como 0s ions
fragementos gerados, sugere reacOes intermoleculares e hidrélise para a geragédo
de D2.
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FIGURA 48 — Espectro de massas coletado na analises MS? do ion molecular
protonado D2 (CgH7N20,%), m/z 163 [M+H]".

89



Capitulo 1 — Resultados e discusséo

N\, +
- L

—_—
0
m/z 93
J\NH )

(@) 2 (0]
D2 m/z 121
m/z 163

FIGURA 49 — Proposta de uma rota de fragmentagdo do produto de degradacéo
D2, m/z 163 [M+H]".

1.1.5.3 - D3 (m/z 136, [M-H])

O produto de degradacéo D3 foi eluido em 2,83 minutos e apresentou
m/z igual a 136 (C;HeNO,) [M-H]". A FIGURA 50 mostra o espect