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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA SEPARACAO E
IDENTIFICACAO DE IMPUREZAS PROVENIENTES DE DEGRADACAO
FORCADA NO FARMACO CARBOPLATINA VISANDO SUA APLICABILIDADE NA
INDUSTRIA FARMACEUTICA. Medicamentos contra o cancer, como a
carboplatina, sdo essenciais para melhorar as taxas de sobrevivéncia e qualidade
de vida dos pacientes. A carboplatina, um complexo de platina amplamente
empregado na clinica, esta sujeita a processos de degradacdo que podem gerar
impurezas com potencial impacto na seguranca e eficacia do medicamento. Diante
disso, este estudo focou na aplicacdo de técnicas cromatograficas e
espectrométricas de alta resolucdo para elucidar os produtos de degradacédo
formados sob condicBes de estresse térmico seco no produto Fauldcarbo, que
contém o principio ativo carboplatina. Utilizou-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) com fonte
de ionizacdo por eletrospray e analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo (Q-
TOF), que permite alta precisdo na determinacdo de massas e identificacéo
estrutural.

Foi possivel identificar a estrutura da impureza conhecida da carboplatina acido 1,1-
ciclobutano dicarboxilico, de m/z 143,0345 Da (ESI") e da impureza desconhecida
de m/z 404,0415 Da (ESI*) de maneira assertiva. A impureza desconhecida foi
formada a partir da reacéo da carboplatina com um oxigénio radicalar, reacdo que
pode ser favorecida devido a alta temperatura empregada durante a condicdo de
estresse.

Esta pesquisa ndo apenas ampliou o entendimento sobre a degradacdo da
carboplatina, mas também demonstrou a viabilidade de técnicas analiticas para
monitorar impurezas, contribuindo para a qualidade e inovag¢ao no desenvolvimento

farmacéutico.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A METHODOLOGY FOR SEPARATION AND
IDENTIFICATION OF IMPURITIES FROM FORCED DEGRADATION OF THE
DRUG CARBOPLATIN FOCUSING ON ITS APPLICABILITY IN THE
PHARMACEUTICAL INDUSTRY. Cancer medications such as carboplatin are
essential for improving patient survival rates and quality of life. Carboplatin, a
platinum complex widely used in clinical practice, is susceptible to degradation
processes that may generate impurities with potential impacts on drug safety and
efficacy. Therefore, this study focused on applying high-resolution chromatographic
and spectrometric techniques to elucidate degradation products formed under dry
thermal stress conditions in the product Fauldcarbo, which contains the active
ingredient carboplatin. We employed high-performance liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) using electrospray ionization
and a quadrupole time-of-flight (Q-TOF) analyzer, which enables high precision in
mass determination and structural identification.

We successfully identified the structure of both the known carboplatin impurity 1,1-
cyclobutanedicarboxylic acid m/z 143,0345 (ESI") and a previously unknown impurity
m/z 404,0415 (ESI*). The unknown impurity was formed through the reaction of
carboplatin with radical oxygen species, a process that may be favored by the high
temperatures employed during stress conditions.

This research not only enhanced our understanding of carboplatin degradation but
also demonstrated the feasibility of analytical techniques for impurity monitoring,

contributing to pharmaceutical quality and innovation
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1 - INTRODUGAO

A carboplatina é um quimioterapico amplamente empregado no tratamento
de diversos tipos de cancer, como os de ovario, pulmao, testiculo, dentre outros.
Sua utilizacéo se consolidou devido a boa eficacia clinica e a um perfil de toxicidade
mais toleravel em comparacdo a outros compostos da mesma classe, como a
cisplatina. Dada sua relevancia terapéutica, € fundamental garantir que esse
farmaco mantenha suas propriedades ao longo do tempo, o que torna
indispensaveis os estudos voltados a avaliagdo da sua estabilidade.

Os estudos de degradacéo forcada tém papel essencial nesse processo, pois
simulam condi¢cfes adversas as quais 0 medicamento pode ser exposto durante a
fabricacdo, armazenamento e transporte. A partir desses estudos, é possivel
identificar possiveis produtos de degradacéo que podem comprometer a eficacia ou
até gerar efeitos indesejados. Esses dados sao importantes tanto para atender as
exigéncias regulatérias quanto para assegurar a qualidade e a seguranca do
produto ao paciente.

Entre as técnicas utilizadas para analise desses produtos de degradacéo,
destaca-se a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem (LC-MS/MS). Trata-se de uma ferramenta analitica de alta sensibilidade e
precisdo, capaz de identificar e caracterizar impurezas mesmo em concentracées
muito baixas. Sua aplicacdo em estudos de estabilidade e de degradacdo é
especialmente relevante para farmacos como a carboplatina, cujos produtos de
degradacdo podem impactar diretamente o tratamento oncoldgico.

Dessa forma, a carboplatina foi submetida a estresse térmico seco durante
14 dias e os produtos de degradacao formados foram estudados com a finalidade
de identificar as estruturas e os mecanismos de formacdo das impurezas, com
auxilio das técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em tandem (HPLC-QTOF).



2 - OBJETIVOS

Este projeto de mestrado profissional tem como objetivo o desenvolvimento
de método analitico via HPLC-QTOF para separacdo e posterior identificacdo
estrutural de impurezas relacionadas provenientes de degradacdo forcada da
carboplatina, um medicamento oncologico de forma farmacéutica liquida injetavel.

Além disso, espera-se obter conhecimento a respeito da técnica de

espectrometria de massas e sua aplicabilidade na industria farmacéutica.



3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CENARIO FARMACEUTICO

A industria farmacéutica é influenciada pela crescente demanda por saude,
pelas mudancas no setor e pelas principais inovacdes tecnoldgicas. As
transformacdes demogréficas e o aumento da incidéncia de doencas estédo
alterando tanto as oportunidades quanto os desafios enfrentados pela industria. Sob
a perspectiva da demanda, existem duas mudancas estruturais interligadas: a
transicdo demografica e a transicdo epidemiolégica. A primeira diz respeito a
alteracdo na estrutura etaria das populacdes, relacionada ao progresso das
sociedades.

Devido a diversos fatores sociais, culturais e tecnoldgicos, as pessoas
comecaram a ter menos filhos e a viver por mais tempo. Essa combinacdo de
reducdo na taxa de natalidade e aumento na expectativa de vida resulta no
envelhecimento da populacdo, com uma proporcéao crescente de idosos, que passa
a ocupar uma parte significativa da piramide demografica [1] [2]. Conforme
apresentado na TABELA 3.1, é possivel observar que a expectativa de vida do
brasileiro tem aumentado significativamente com o passar dos anos. Com 0
processo de envelhecimento da populacdo, inevitavelmente, o consumo de

medicamentos e servi¢cos de salde estdo em constante crescimento [3].



Expectativa de vida ao nascer — 1940 a 2022 Diferencial
Ano Total Homem Mulher enire 0s sexos
(anos)
1940 45,5 42,9 48,3 54
1950 48,0 45,3 50,8 55
1960 52,5 49,7 55,5 5,8
1970 57,6 54,6 60,8 6,2
1980 62,5 59,6 65,7 6,1
1991 66,9 63,2 70,9 7,7
2000 69,8 66,0 73,9 7,9
2010 73,9 70,2 77,6 7,4
2022 75,5 72,0 79,0 7,0

TABELA 3.1 — Expectativa de vida ao nascer (1940 a 2022). Adaptado de
IBGE [3]

O Brasil se destaca no panorama mundial farmacéutico, movimentando mais
de 100 bilhdes em 2022, representando aproximadamente 2% do mercado mundial,
sendo o 10° em faturamento no ranking das 20 principais economias. A projecao de
crescimento das vendas da industria farmacéutica deve aumentar cerca de 9,3%
em 2025, conforme divulgado pela Sindusfarma [4] [5].

Em 2022, foram contabilizadas 341 empresas farmacéuticas no Brasil, com
faturamento de medicamentos prescritos e isentos de prescricdo a partir de 50 mil
reais/ano. Dentre elas, 95 (representando 27,86%) eram de origem internacional e
246 (representando 72,14%) de capital nacional [5].

A Libbs Farmacéutica Ltda. € uma empresa 100% brasileira, com capital
privado, e mais de 66 anos no mercado nacional, sendo o 10° maior laborat6rio no
varejo farmacéutico no Brasil. Possui mais de 3700 colaboradores, mais de 100
marcas em mais de 260 apresentacfes. Seu parque fabril possui as unidades

Galénica, Farmacos e Biotec, sendo a primeira fabrica de anticorpos monoclonais



em escala industrial do pais, além dos centros logisticos. Em 2023 investiu 198
milhdes na area de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacéao [6].

As industrias farmacéuticas sdo responsaveis pelo desenvolvimento e
comercializagdo dos medicamentos. Em todo o mundo, diversos 06rgaos
reguladores tém como funcgéo proteger a salde publica através de regulamentos na
industria farmacéutica. Nos Estados Unidos a agéncia reguladora ligada ao
departamento de salude é a Food and Drug Administration (FDA) [7], j& na Europa
€ a European Medicines Agency (EMA) [8]. No Brasil temos a ANVISA, criada pela
Lein®9.782, de 26 de janeiro 1999, que é uma autarquia sob regime especial, e tem
por finalidade institucional promover a protecdo da saude da populacdo. Essa
protecdo é realizada por intermédio do controle sanitario da producdo e consumo
de produtos, servigcos, dos ambientes, dos processos, dos insumos e das
tecnologias a eles relacionados, bem como o controle de portos, aeroportos,
fronteiras e recintos alfandegarios [9].

Ha também o International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH), uma iniciativa que retne
autoridades reguladoras e a industria farmacéutica para discutir aspectos cientificos
e técnicos de produtos farmacéuticos. Esta organiza¢éo, tem como misséo alcancar
maior harmonizacdo em todo o mundo para garantir que medicamentos seguros,
eficazes e de alta qualidade sejam desenvolvidos, registrados e mantidos da
maneira mais eficiente em termos de recursos, atendendo a altos padrdes de
qualidade [10]. A ANVISA é membro regular do ICH desde 2016 [11].

A ANVISA dispbe de diversas regulamentacdes e normas que regem desde
o desenvolvimento de um novo medicamento até a liberacdo e distribuicdo a
populacao.

Dentre as legislagbes voltadas para registro e pos registro de um
medicamento, para este projeto, € importante destacar a RDC N° 53 de 2015, que
estabelece parametros para a notificacao, identificacdo e qualificacédo de produtos
de degradacdo em medicamentos com substancias ativas sintéticas e
semissintéticas, classificados como novos, genéricos e similares, e da outras

providéncias [12]; e a RDC N° 318 de 2019, que estabelece os critérios para a



realizacdo de Estudos de Estabilidade de insumos farmacéuticos ativos (IFA) e

medicamentos, exceto biologicos, e da outras providéncias [13].
3.2 ESTUDO DE DEGRADAGAO FORGCADA

O estudo de degradacao forcada consiste na exposicdo do medicamento a
diversas condi¢cdes de estresse a fim de avaliar a suscetibilidade do ativo e
formacéo de produtos de degradacao (também chamados de impurezas) e tracar o
perfil potencial de impurezas que podem ser formadas no produto. Além disso, o
estudo de degradacao forcada permite o desenvolvimento de métodos indicativos
de estabilidade e fornece informacdes sobre as possiveis rotas de degradacao do
farmaco [12]. Conhecer o perfil potencial de impurezas que podem ser formadas
durante o ciclo de vida do produto é essencial para garantir a qualidade, seguranca
e eficacia do medicamento para o paciente.

Durante o estudo de estabilidade, € possivel tracar o perfil real de
degradacdo do farmaco, gerando evidéncias relacionadas a varia¢do da qualidade
do IFA (insumo farmacéutico ativo) ou do medicamento ao longo do tempo. Esse
processo considera a influéncia de fatores ambientais, como temperatura, umidade
e luz, além de caracteristicas do proprio produto, incluindo as propriedades fisicas
e quimicas do IFA e dos excipientes. Também sao avaliados a forma farmacéutica,
o processo de fabricacéo e as propriedades dos materiais de embalagem. O objetivo
€ estabelecer o prazo de reteste do IFA e a validade do IFA e do medicamento [13].

Devido as condicBes drasticas a que o medicamento ou IFA sdo expostos
nas condicdes de estresse, as impurezas encontradas durante o estudo de
degradacdo nem sempre serdo encontradas durante o estudo de estabilidade de
longa duracao ou estabilidade acelerada, mas todas as impurezas encontradas no
estudo de estabilidade devem ser encontradas durante o estudo de degradacéao
forcada [14], conforme FIGURA 3.1.
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FIGURA 3.1: Relacao entre o perfil de degradacao real e potencial. Adaptado
de ANVISA [14]

Metodologias analiticas precisas e seletivas, como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) e a espectrometria de massas (MS), permitem a separacao
e identificacdo estrutural de impurezas, que vem sendo cada vez mais discutidos
durante o desenvolvimento dos produtos farmacéuticos.

O método analitico indicativo de estabilidade deve ser capaz de identificar,
ao longo do tempo, alteragdes nas propriedades fisicas, quimicas ou
microbiolégicas do IFA ou medicamento. Além disso, deve ser capaz de mensurar
com exatidao o teor do insumo farmacéutico ativo, produtos de degradacao e outros

componentes de interesse, sem interferéncia [13].

3.3 0 CANCER NO BRASIL

O céancer é a segunda maior causa de mortes no Brasil e no mundo, depois
das doengas cardiovasculares, e € um grande obstaculo para o aumento da

expectativa de vida da populagdo mundial [15]. A incidéncia da mortalidade por



cancer cresce rapidamente, decorrente do envelhecimento e mudanca de
comportamento e do ambiente, incluindo mudancas estruturais, que tém impacto na
mobilidade, na recreacao, na dieta e na exposicéo a poluentes ambientais [16].

O céncer € uma doenca que pode resultar da proliferacdo anormal de
qualquer um dos diferentes tipos de células no corpo. A distinticdo entre tumores
benignos e malignos € fundamental para o entendimento da doengca. Um tumor é
qualquer proliferacdo anormal de células, que pode ser benigna ou maligna. Um
tumor benigo permanece confinado em sua localizagdo original, sem invadir o tecido
normal circundante nem se espalhar para locais distantes do corpo. Um tumor
maligno, no entanto, € capaz de invadir o tecido normal circundante e se espalhar
por todo o corpo através dos sistemas circulatério ou linfatico (metastase). Apenas
os tumores malignos sao adequadamente chamados de canceres, e € sua
capacidade de invadir e metastatizar que torna o cancer tao perigoso. Enquanto os
tumores benignos geralmente podem ser removidos cirurgicamente, a
disseminacao de tumores malignos para locais distantes do corpo frequentemente
0s torna resistentes a esse tratamento localizado [17] [18] [19].

O INCA (Instituto Nacional de Céancer) realiza estimativas de cancer desde
1995, de carater atualmente trienal, o instituto estima 704 mil novos casos no Brasil
para o triénio 2023-2025. Sao diversas as op¢des de tratamento para os diferentes
tipos de cancer, a fim de prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida do
paciente [20] [21].

Sendo assim, devido a relevancia dos tratamentos de cancer para a vida da
populacdo, permitindo aumentar significativamente a taxa de sobrevivéncia e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes, a carboplatina foi 0 medicamento alvo
para estudo desta dissertacdo de mestrado profissional.

3.4 CARBOPLATINA

Dentre os diferentes tipos de agentes antineoplasicos, os complexos de
platina sdo amplamente utilizados no tratamento de tumores ha mais de 45 anos. A

cisplatina, carboplatina, oxaliplatina e a nedaplatina sdo exemplos de farmacos



utilizados para o tratamento de canceres como o0 melanoma, sarcoma e leucemia e
tem mostrado eficacia clinica para tumores na cabeca, pescoco, bexiga, pulméo,

ovario, colorretal e testiculos [22] [23] [24].

HN

Clsplatm Oxallplatln

© 0]
N 0 HN /O
Pt /P{
0 H.N o
0
Carboplatin Nedaplatin

FIGURA 3.2 — Estrutura da cisplatina, carboplatina, oxaliplatina e nedaplatina

A cisplatina foi o primeiro composto de platina aprovado pelo FDA para
tratamento de cancer em 1978 [25]. Devido seus efeitos colaterais graves, como
nefrotoxicidade, h& limitagbes em sua administragéo [24].

A carboplatina € um composto analogo a cisplatina, porém apresenta menor
toxicidade quando comparada a esta. Essa diferenca de toxicidade deve-se a
substituicdo de um grupo: o 1,1-ciclobutanodicarboxilato, que tem uma maior forca
de ligacdo na carboplatina do que os substituintes cloro presentes na cisplatina [26].

A carboplatina tem como indicacdo terapéutica tratamentos de estados
avancados do carcinoma de ovario de origem epitelial (incluindo tratamentos de
segunda linha e paliativo em pacientes que ja tenham recebido medicamentos
contendo cisplatina). Estd também indicado no tratamento do carcinoma de
pequenas células de pulméao, nos carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco
e nos carcinomas de cérvice uterina. Trata-se de um medicamento em solucéo
injetavel [27].

A carboplatina € um complexo tetracoordenado quadrado planar da platina

(Pt), tendo como ligantes duas amobnias e o0 ion bidentado 1,1-
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ciclobutanodicarboxilato. Essa substancia, como outros compostos de
coordenacado, esta sujeita a quimica de complexos sendo, portanto, bastante
suscetivel a deslocamentos de equilibrio e instabilidade em funcdo do pH e
luminosidade. E caracteristica dos complexos de platina serem eletricamente
neutros, como é o caso da carboplatina, embora a forma ativa possa ser carregada
apos a troca de ligantes no meio biolégico. Compostos de coordenacdo possuem
um atomo central de metal ou ion metalico, neste caso, a platina, que atua como
um acido de Lewis. Ao redor desse atomo central, encontram-se atomos organicos
ou inorganicos conhecidos como ligantes, que funcionam como bases de Lewis [28].
A FIGURA 3.3 demonstra os grupos funcionais da carboplatina suscetiveis a

degradacéo.

Ester

Amdnia

Amdnia
Ciclobutang

Ester

FIGURA 3.3 - Grupos funcionais da carboplatina suscetiveis a degradacéo

A carboplatina se mostrou menos téxica para 0s rins e sistema nervoso do
que a cisplatina devido a formacao de estrutura de anel quelato de carboplatina de
seis membros, que protege o atomo de platina do ataque nucleofilico, pois a
estrutura da molécula dificulta a ligagdo da platina com a estrutura do DNA,

reduzindo a toxicidade da carboplatina em comparacdo com a cisplatina, que sofre



11

guebra mais rapidamente liberando a platina altamente reativa, que reage de forma
agressiva com varias moléculas do corpo, incluindo o DNA e outras estruturas
celulares [29]. A carboplatina € quimicamente conhecida como cyclobutane-1,1-
dicarboxylic acid;platinum(2*). Férmula e peso molecular: CsH1204N2Pt; 371,256
g/mol [30]. Complexos de platina agem formando adutos com o DNA
desencadeando a apoptose (morte celular programada) [31].

A entrada dos compostos de platina nas células-alvo € uma etapa crucial
para sua eficacia, para que o farmaco consiga exercer seu efeito nas células
cancerosas, ocorrendo ndao apenas por difusdo passiva, mas também através de
mecanismos ativos. Um exemplo disso é a participacdo de transportadores de
cobre, como o CTR1 (Cooper Transporter 1). Estudos mostram que essa proteina,
que é responsavel pela absor¢cédo de cobre em células de mamiferos e leveduras,
desempenha um papel significativo no transporte dos compostos de platina para o
interior celular por meio da endocitose. Isso se deve a sua alta concentracao de
residuos de histidina e metionina, aminoacidos que possuem grande afinidade pela
carboplatina [31] [32].

Apbs a entrada dos compostos de platina na célula através de difusédo
passiva e por mecanismos ativos, 0 metabdlito ativo diaquo-diamine-platinum é

formado por meio de reacdes de hidrdlise [33], representado na FIGURA 3.4.

cis-diamino-
diaquo-platinum

FIGURA 3.4 — Metabolito ativo da carboplatina

No DNA, o metabdlito ativo de platina tem uma afinidade especial pelo atomo
N7 das bases guanina ou adenina, resultando na formagdo de um aduto
monofuncional. Essas interagdes ocorrem predominantemente no sulco maior da

dupla hélice, onde as bases sdo mais acessiveis, e podem acontecer entre bases
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da mesma fita (intrafita) ou de fitas opostas (interfita), sendo as interacdes intrafita
as mais frequentes [33].

Os adutos formados impedem a replicacéo celular, induzindo uma torcdo em
sua estrutura e afetando os processos normais de transcrigdo e replicacéo. Essas
alteragdes no processamento do DNA podem resultar em citotoxicidade, levando a

morte da célula cancerosa [34].

3.4.1 SINTESE E DEGRADAGAO DA CARBOPLATINA

O produto de degradacdo mais conhecido da carboplatina € o &acido 1,1
ciclobutano dicarboxilico, representado na FIGURA 3.5, que apesar de ser um
material intermediario na sintese da carboplatina, pode também ser formado por
hidrélise da ligagéo entre a platina e o préprio &cido 1,1 ciclobutano dicarboxilico.
Possui formula quimica CeHsOs4 e massa monoisotdpica 144,042260u. Este
composto é monitorado nas monografias da carboplatina tanto da farmacopeia
americana (USP) [35] e farmacopeia britanica (BP) [36], com um limite de

especificacao de 1,0%.

O O
HO OH

FIGURA 3.5 — Estrutura do acido 1,1-ciclobutano dicarboxilico

O fabricante do insumo farmacéutico ativo é responsavel por fornecer o Drug
Master File (DMF) do IFA, que corresponde ao dossié do insumo farmacéutico ativo
ou arquivo mestre da droga, que contém informacdes sobre o produto que sera
comercializado, sobre a fabricacdo, caracterizacdo, controle de qualidade,
embalagem, estabilidade, dentre outros documentos. Abaixo segue uma breve

descri¢cdo sobre a sintese do IFA, conforme patente EP2913336A1 [37]:
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e A primeira reagdo na rota sintética da carboplatina é a reagédo de

K2[PtCl4] com KIl, formando K2[Ptls] e KCI.

H.0
K2[PtCla] + 4K —>  Kz[Ptl4] + 4 KCI
Potassiumtetra- Potassium Potassiumtetra- Potassium
chloroplatinat (11) iodide iodoplatinate (I1) chloride

e Na segunda etapa, Kz[Ptl4] reage com solugdo de NHs para formar

Ptl2(NHs)2 e KI. Ptl2(NH3)2 precipita e € separado do Kl através de filtragéo e

lavagem.
H20
K2[Ptl4] + 2NHs —>  Ptl2[NH3l2  + 2 Kl
Potassiumtetra- Ammonia cis-Diammine- Potassium
lodoplatinate (II) diiodoplatinum (Il) iodide

e O Ptl2(NHs)2 é suspenso em agua e reage com solugdo de nitrato de
prata. Nesta reacdo Agl e [Pt(NH3)2(H20)2](NOs)2 é formado. Agl precipita e é

separado do composto de platina por filtragao.

H.0
Ptl2[NH3z]2 + 2 AQNO3 + H2O ——*  [Pt(NH3)2(H20)2](NOs3)2 + Agl
cis-Diammine-  Nitrato de Agua cis-Diamminediaquo-
diiodoplatinum (ll) prata platinum(ll)-dinitrate Silveriodide

e Na quarta etapa, acido 1,1 ciclobutano dicarboxilico reage com
solugao de NHs para formar aménio-1,1-ciclobutanodicarboxilato.

H.0
C4Hs(COOH)2* + 2 NHz —— (NH4)2C4Hes(COO)2

1,1-Cyclobutanedi- Ammonia Ammonium 1,1-cyclobutane-

carboxyli acid dicarboxylate
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¢ A quinta etapa é a reagao entre solucao de [Pt(NH3)2(H20)2](NOs)2 e
solugdo de amébnio-1,1-ciclobutanodicarboxilato. Carboplatina e NH4NO3 s&o

formados e separados.

H20
[Pt(NH3)2(H20)2](NOs3)2 + (NH4)2C4Hs(COO) —>
cis-Diamminediaquo- Ammonium 1,1-cyclobutane-

platinum(ll)-dinitrate dicarboxylate

Pt(C4He(COO)2)(NH3)2  + NH4NO3 + 2 H20

Diammine(1,1-cyclobutane- Ammonium Water
Dicarboxylato)-platinum(ll) nitrate
(Carboplatin)

e O produto é lavado com agua e metanol antes de secar. Nenhum
catalisador € usado na sintese de carboplatina.

E indiscutivel a necessidade da verificacdo da qualidade nos produtos
farmacéuticos. Esta verificacdo € realizada pelo setor de Controle de Qualidade
(CQ) por meio de métodos analiticos desenvolvidos pelo setor de Desenvolvimento
Analitico (DA).

3.4.2 PLATINA E SEUS ISOTOPOS

A platina é um elemento quimico classificado como um metal de transicéo,
qgue, conforme a IUPAC, € um elemento cujo &tomo possui um subnivel d incompleto
ou que possa vir a formar cations com um subnivel d incompleto [38]. Possui nimero
atbmico 78 e massa atdbmica 195,08 u [30]. A massa atbmica dos elementos
qguimicos é calculada através da média ponderada das massas atbmicas dos
isétopos [39].

A platina possui naturalmente 6 isétopos [40], demonstrados na TABELA 3.2.
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Isétopo Abundancia
190pt 0,01%
192pt 0,78%
194pt 32,9%
195pt 33,8%
196pt 25,2%
198pt 7,2%

TABELA 3.2 — Is6topos da platina e suas respectivas abundancias

Is6topos sdo atomos de um mesmo elemento quimico, que possuem 0O
mesmo numero atémico (nimero de prétons) mas diferentes nimeros de massa
(diferem no nimero de néutrons) [39]. O isétopo mais abundante da platina é o 1°°Pt,
seguido pelo °4Pt, 196pt e 198pt, respectivamente. Os is6topos °°Pt e 1°2Pt possuem

abundancia irrelevante quando comparado aos demais isotopos [40].

Na FIGURA 3.6 € possivel observar o espectro de massas dos isotopos da

platina e sua distribuicéo isotopica [41].

[Loo 194
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FIGURA 3.6 — Espectro de massas da platina



16

3.5 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) € uma técnica que
permite a separacgao, identificagao e quantificacdo de componentes de uma mistura.
A técnica consiste em duas fases, uma fase movel e outra estacionaria, onde
diferentes componentes de uma amostra sao separados a medida que séao
transportados pela fase movel através da fase estacionaria. Os analitos geralmente
tem diferentes interagdes entre a fase mével e a fase estacionaria, sendo que os
compostos que possuem interacées mais fortes com a fase estacionaria tenderéo a
se mover mais lentamente pelo sistema cromatografico do que aqueles compostos
que tém menor ou nenhuma interacdo com a fase estacionaria, que se moverao
mais rapidamente. As interagdes entre analitos e fases determinam o tempo que os
analitos passam dentro da coluna e, consequentemente, os compostos eluem da
coluna e chegam em momentos diferentes ao detector [42].

O equipamento para realizagdo da cromatografia liquida consiste em
diversos médulos, como reservatorio de fase mével, sistema de bombeamento de
fase movel, sistema de injegcdo, coluna cromatografica, detector e sistema de

aquisicao e registro dos dados, conforme representado na FIGURA 3.7 [43].

HPLC system Sample
injector
m - P
N Pump A P Detector
i L3 ‘ — system
Column
Solvent delivery
system l
oo ‘ Chromatogram  mssm g
| bl Spwn
_ f_]'_lfl,\ ‘ J.lu,,' l, ‘ /M) Computer data station

FIGURA 3.7 — Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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O desenvolvimento de um método cromatografico envolve uma série de
etapas que sdo de extrema importancia para garantir que a técnica seja eficaz,
precisa e adequada para a analise da amostra que se pretende estudar. O passo
inicial € definir qual é o objetivo da andlise cromatogréfica e entender sobre as
propriedades fisico-quimicas da molécula estudada, como solubilidade, polaridade,
pKa e pH [44].

A solubilidade e a polaridade do analito sdo fundamentais para garantir a
escolha dos solventes adequados para serem utilizados como diluente e fase movel,
a fim de que o analito possa ser solubilizado durante o preparo da amostra e tenha
interacdo adequada pela fase mével e fase estacionaria. A polaridade do analito
também auxilia na escolha da fase estacionaria, pois compostos polares tendem a
interagir mais com fases estacionarias polares, resultando em tempos de retencao
mais longos e boa separacdo em condicdes de fase reversa [45].

O pKa do analito, ou constante de dissociacéo, esta relacionado ao equilibrio
guimico envolvendo acidos e bases, ajudando a entender a ioniza¢cdo de compostos
em solugdo, o que influencia como eles se comportam em diferentes condigdes
experimentais. A ionizacdo de compostos modifica suas propriedades de interagcéo
com a fase mével e estacionaria e vai depender do pH da solucdo. O pH da fase
movel pode ser ajustado para controlar a ionizacdo do analito, influenciando sua
interacdo com a coluna e a separacdo. Selecionar um pH apropriado para analitos
ionizaveis permite que ele interaja de maneira mais eficiente com a fase
estacionaria, resultando em picos simétricos e bem separados [44] [46].

Devido a sua alta eficiéncia na separacao cromatografica, a silica € o material
mais utilizado no preenchimento das colunas. Este material ndo apenas apresenta
um elevado grau de pureza durante seu processo de fabricacdo, mas também
demonstra excelente estabilidade térmica e mecanica [47]. As fases estacionarias
de fase reversa podem variar em comprimento de cadeia, como C18 ou C8, ou
ainda conter ligantes especificos projetados para aprimorar a seletividade e o poder
de separacao. Na escolha da coluna cromatografica, € possivel optar por diferentes
comprimentos de coluna, sendo que colunas mais longas proporcionam tempos de

retencdo mais elevados. Além disso, colunas com particulas de menor tamanho
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aumentam a eficiéncia cromatogréafica, pois diminuem a dispersdo dos analitos
dentro das particulas [48].

Selecionar as condi¢cbes cromatograficas € uma etapa fundamental para
garantir o sucesso da separacdo cromatografica. A escolha do modo de separacdo
cromatografico vai depender da polaridade do analito, sendo a cromatografia liquida
de alta eficiencia de fase reversa a técnica mais comumente utilizada para
separacdo e quantificacdo de compostos farmacéuticos [49]. Na CLAE-FR
(cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa), a fase estacionéria possui
menor polaridade e a fase moével uma polaridade maior, sendo que na CLAE-FN
(cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase normal) as polaridades sé&o
invertidas, onde fase estacionaria possui maior polaridade e a fase movel menor
polaridade [50]. A CLAE-FR é frequentemente utilizada para separar compostos
ionizaveis (acidos e bases) utilizando fases moveis tamponadas, para evitar que o
analito se torne ionizado, ou reagentes de pareamento i6nico [44]. Ao utilizar um
tampdo, deve-se levar em consideracao alguns fatores, como a solubilidade, a
capacidade do tampao, interagdo com amostra e interacdo com a coluna, além da
concentracdo do tampdo, que é adequada, na maioria dos casos, de 10 a 50 mM,
pois essa faixa de concentracao permite um bom equilibrio entre estabilidade do pH
e compatibilidade com diferentes detectores. E importante que os tamp&es
utilizados no preparo das fases méveis estejam em concentracdo adequada e sejam
filtrados, para evitar precipitacdo de sais da coluna cromatogréfica (que podem levar
ao seu entupimento), evitar falha dos componentes do instrumento e eliminar
particulas em suspensao nao visiveis [51].

A fase mavel influencia diretamente a resolucao, seletividade e eficiéncia. A
composicdo da fase mével é critica na separacao por CLAE-FR, sendo comumente
utilizados os solventes organicos acetonitrila e metanol, pois possuem baixa
viscosidade, miscibilidade completa com agua, baixa interferéncia nos espectros UV
(cut off do metanol em 205 nm, cut off acetonitrila em 190 nm) fornecem melhor
formato dos picos e tendem a n&o reagir com a maioria das amostras [52].

Por fim, a escolha do detector € fundamental para o sucesso da analise, e

sera determinado pelo objetivo da analise e pelo tipo de amostra. Detectores como
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UV, fluorescéncia, indice de refracdo e espalhamento de luz evaporativo séo os
mais comuns utilizados na CLAE [43]. A TABELA 3.3 apresenta os diferentes tipos
de detectores e os tipos de compostos que podem ser detectados por cada um

deles.

Detector Tipo de composto que pode ser detectado

Compostos que possuem grupos cromoforos
] (que absorvem na regido do UV-Vis), como
UV-Vis e DAD 3 . o L
anéis arométicos ou multiplas ligacdes duplas

alternadas.

. Compostos fluorescentes (que absorvem luz
Fluorescéncia ) . B ]
UV e emitem luz visivel), com anéis fundidos.

o Compostos com cargas, como ions
Condutividade _ . o .
inorganicos e acidos organicos.

o Compostos oxidaveis, como quininos e
Eletroquimico )
aminas.

o Compostos que ndo possuem caracteristicas
Indice de refracdo e por espalhamento de luz o
) utilizaveis pelos outros detectores, como
evaporativo

polimeros e sacarideos.

TABELA 3.3 — Diferentes tipos de detectores e 0s compostos que podem ser
detectados. Adaptado de SADAPHA [44]

Definir o objetivo da analise e conhecer as caracteristicas fisico-quimicas do
analito vao permitir um desenvolvimento robusto do método analitico, garantindo

eficiéncia, reprodutibilidade e exatid&do nos resultados gerados.

3.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

A espectrometria de massa é uma técnica analitica qualitativa e quantitativa
altamente eficaz usada para identificar e quantificar compostos. O espectrémetro
de massas € capaz de separar espécies ionizadas, como atomos e moléculas,

usando diferengas nas propor¢des de suas cargas para suas respectivas massas
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(massal/carga ou m/z) e sao utilizados para determinar o peso molecular exato
dessas espécies [53].

O espectrdmetro de massas consiste em moddulos: fonte de ionizagao,
analisador de massas, detector e um sistema de aquisicdo de dados. A fonte de
ionizagdo € o componente responsavel por converter moléculas neutras em ions
gasosos, que podem entdo ser analisados pelo espectrdmetro de massas, onde
campos elétricos serdo usados para acelerar os ions e guia-los para o analisador
de massas; o analisador de massas classifica os ions de acordo com valores de m/z
através de campos eletromagnéticos; o detector mede e armazena os valores e é
capaz de fornecer dados para calcular os ions presentes e faz a conversao para um
espectro, o sistema de aquisicdo de dados gerencia os dados obtidos através do

detector [53]. A FIGURA 3.8 esquematiza um espectrémetro de massas [54].

Gas Phase lons lon Sorting lon Detection Mass Spectrum

| s e > T
l .
Sample Vacuum Pumps Data Output

Introduction _

FIGURA 3.8 — Esquema de um espectrémetro de massas

O cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um espectrébmetro de
massas combina as vantagens da cromatografia, como alta seletividade e eficiéncia
de separacédo, com vantagens da espectrometria de massas que permite a obtencéo
de informacdo estrutural e massa molecular, além de garantir um aumento da
seletividade [55].
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3.6.1 FONTES DE IONIZACAO

A conversado do analito de interesse da fase liquida ou sélida em espécies
ionizadas em fase gasosa € a primeira etapa em uma analise por espectrometria de
massas. Ha uma variedade de técnicas de ionizacao e alguns fatores precisam ser
considerados para a escolha mais adequada, como as propriedades fisico-quimicas
do analito que sera ionizado e a energia interna que serd transferida durante o
processo de ionizacao [56].

Algumas técnicas de ionizacdo sdo muito enérgicas e causam extensa
fragmentacao (hard ionization), enquanto outras sdo mais suaves e produzem
apenas ions das espécies moleculares (soft ionization). A ESI e MALDI séo técnicas
de soft ionization que sdo capazes de ionizar analitos com pouca ou nenhuma
fragmentacdo. Ja a El é uma técnica de hard ionization, e resulta em forte

fragmentacao do analito [57].
3.6.1.1 Electron ionization (El) — lonizagc&o por elétrons

A ionizacgao por elétrons é uma técnica de ionizacdo que envolve alta energia
(aproximadamente 70 eV) comumente usada em andlises por CG-MS, empregada
para moléculas organicas pequenas, volateis e termicamente robustas. Por induzir
fragmentacao intensa, os ions moleculares nem sempre sédo observados [57].

Esta fonte de ionizacdo consiste em um filamento aquecido que emite
elétrons, onde os elétrons sédo acelerados em direcdo a um anodo e colidem com
as moléculas gasosas da amostra analisada, conforme representado na FIGURA
3.9. Se um elétron transfere energia suficiente para a molécula, a excitacédo
eletrbnica pode ocorrer com a expulsdo de um elétron, gerando ions positivos e

fragmentos ibnicos [58].
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FIGURA 3.9 — Fonte de ionizacdo por elétrons [59]

Embora a fragmentacdo possa afetar a deteccdo do ion molecular, ela é
geralmente considerada vantajosa, por ser altamente reprodutivel e oferecer
informacd@es estruturais valiosas [60].

3.6.1.2 Atmospheric pressure chemical ionization (APCI) —

lonizagdo quimica a pressao atmosférica

Na ionizac&o quimica (Cl), as moléculas do analito reagem com ions na fase
gasosa para gerar um ijon do analito por meio da transferéncia de uma espécie
carregada entre reagentes. A ionizagcdo quimica a pressdo atmosférica € uma
variante que opera em pressao atmosférica. Uma fonte APCI é compativel com um
espectrometro ESI e, dessa forma, o instrumento pode ter a capacidade de alternar
entre os modos APCI e ESI de forma bastante simples, e sondas de dupla finalidade

ja sado comercializadas por muitos fabricantes de espectrometros de massas [59].
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Na APCI, a solugdo do analito é introduzida na fonte de ionizag&o atraves de
uma agulha nebulizadora, por meio de uma descarga corona. A solucdo liquida &
convertida em aerossol finamente disperso, usando um gas nebulizador. A
nebulizacdo é fundamental para aumentar a superficie de contato entre amostra e
0 gas ionizante. Um feixe de elétron de alta energia (aproximadamente 70 eV) colide
com as moléculas do gas reagente, gerando ions positivos ou radicais, que vao
interagir com as moléculas da amostra. Os ions protonados ou radicais positivos
gerados a partir do gas reagente transferem carga para as moléculas da amostra,
gerando ion de amostra carregado. E adequada para uma ampla gama de
compostos, incluindo moléculas menos polares e apolares e compostos volateis e

semivolateis [61].

3.6.1.3 Atmospheric pressure photoionization (APPI) —

Fotoionizac&o quimica a pressao atmosférica

A fotoionizacdo quimica a pressdo atmosférica usa fétons para excitar e
ionizar moléculas apos a nebulizacdo. A amostra em solugdo é vaporizada por um
nebulizador aquecido semelhante ao usado em APCI. Apés a vaporiza¢do, o analito
interage com fétons emitidos por uma lampada de descarga. Esses fotons induzem
uma série de reacdes em fase gasosa que levam a ionizacdo das moléculas da
amostra. A principal diferenga com a APCI é o uso de uma lampada de descarga
que emite fotons em vez da agulha de descarga corona que emite elétrons [57] [62].

A energia dos fotons € escolhida para minimizar a ionizacdo simultanea de
solventes e gases da fonte de ions. A técnica também fornece ions
predominantemente carregados individualmente e tem o potencial de ionizar
compostos apolares, pequenas moléculas e que sao termicamente estaveis que
nao sao bem ionizadas pela ESI [62] [63]. O esquema da APPI esta representado
na FIGURA 3.10.
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FIGURA 3.10 — Fonte por fotoionizacdo quimica a pressao atmosférica [64]

3.6.1.4 Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) —

lonizacado por laser assistida por matrix

Na ionizacdo por laser assistida por matriz o analito € misturado em um
solvente contendo em solu¢cdo pequenas moléculas organicas, chamada de matriz,
no qual essas moléculas devem ter uma forte absor¢cao no comprimento de onda do
laser. Essa mistura € seca antes da analise e qualquer solvente liquido usado na
preparacao da solucao é removido, resultando em um depdsito de cristais de matriz
dopados com analito. As moléculas do analito s&o incorporadas em toda a matriz
para que fiqguem completamente isoladas umas das outras [57].

A irradiacéo pelo laser induz o rapido aquecimento dos cristais pelo acumulo
de uma grande quantidade de energia na fase condensada por meio da excitacao
das moléculas da matriz, que ocorre sob condi¢bes de vacuo dentro da fonte do

espectrometro de massas. O aquecimento rapido causa sublimacéo localizada dos
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cristais da matriz, ablacdo de uma porcao da superficie do cristal e expanséo da
matriz para a fase gasosa, arrastando o analito intacto na pluma da matriz em
expansao. Entre as vias de ionizacao quimica e fisica sugeridas para MALDI estédo
a fotoionizacdo em fase gasosa, transferéncia de prétons em estado excitado,
reagdes ion-molécula, dessorcao de ions pré-formados, e assim por diante [65].

O mecanismo de formacédo de ions mais aceito envolve transferéncia de
prétons na fase solida antes da dessor¢cdo ou transferéncia de protons na fase
gasosa na pluma em expansdo de moléculas de matriz fotoionizadas. Os ions na
fase gasosa sdo entdo acelerados por um campo eletrostatico em direcdo ao
analisador, conforme representado na FIGURA 3.11. A principal vantagem da
MALDI é que o processo de ionizacdo produz principalmente ions carregados
individualmente, de modo que até mesmo misturas bastante complexas podem ser
examinadas, sendo utilizada para biomoléculas grandes como proteinas e acidos
nucleicos [66].
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FIGURA 3.11 — Esquema da fonte de ionizacao por laser assistida por matriz
[57]

3.6.1.5 Electrospray ionization (ESI) — lonizacao por eletrospray

A ionizacdo por eletrospray utiliza energia elétrica para auxiliar a
transferéncia de ions da solucdo para a fase gasosa antes de serem conduzidos
aos analisadores de massas. Para que as espécies ibnicas da solucdo sejam

transferidas para a fase gasosa, é preciso que ocorra a dispersdo de um spray fino
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de goticulas carregadas, seguido pela evaporagéo do solvente e ejecao de ions das
goticulas carregadas [67].

Na fonte de ESI, um fluxo continuo de solucdo de amostra é passado atraves
de um tubo capilar que é mantido em alta voltagem (por volta de 3,0 a 6,0 kV) em
relagéo a parede da camara circundante. Quando a voltagem é suficientemente alta,
a solucao na agulha sofre um fenémeno chamado cone de Taylor, onde as goticulas
de solvente se deformam devido a forca da tensdo superficial e da eletricidade,
formando um cone de goticulas carregadas na ponta da agulha. Uma névoa de
goticulas altamente carregadas com a mesma polaridade que a voltagem capilar é
gerada, e ha a aplicacdo de um gas nebulizador (por exemplo, nitrogénio), que
cisalha ao redor da solucdo de amostra eluida.

As goticulas carregadas, geradas na saida da ponta do eletrospray, passam
por um gradiente de pressao e gradiente de potencial em direcdo a regido do
analisador do espectrometro de massa. Com o auxilio de uma temperatura elevada
da fonte ESI e/ou outro fluxo de gas de secagem de nitrogénio, as goticulas
carregadas sao continuamente reduzidas em tamanho pela evaporagcdo do
solvente, levando a um aumento da densidade de carga da superficie e uma
diminuicao do raio da goticula.

A repulsdo de cargas dentro da goticula, devido a intensidade do campo
elétrico dentro da goticula carregada, atinge um ponto critico no qual a goticula
explode e ha a formac&o de goticulas menores ainda. A medida que as goticulas
diminuem de tamanho, a carga nas goticulas se acumula e, eventualmente, a forca
de Coulomb (a repulsdo entre as cargas) supera a tensao superficial da goticula,
levando a formacédo de sprays de ions. O processo de evaporacdo do solvente
continua até que um UuUnico ion carregado seja formado e conduzido aos
analisadores de massas [59] [68] [69]. O processo ESI esta representado na
FIGURA 3.12.
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FIGURA 3.12 — Processo de ionizacao por eletrospray [59]

A ESI é utilizada para compostos polares e moléculas biolégicas, desde
pequenos farmacos até polimeros e biomoléculas [70].
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3.6.2 ANALISADORES DE MASSAS

ApGs o processo de ionizacao, os ions séo transmitidos aos analisadores de
massas, onde serdo separados de acordo com sua razdo massa/carga (m/z). Para
gue isso ocorra, sdo empregados campos elétricos e magnéticos, que vao permitir
a discriminagdo entre ions de diferentes razdes m/z [71].

Assim como as fontes de ionizacao, ha diferentes tipos de analisadores de
massas para atender as necessidades especificas de cada tipo de anélise. A
escolha do analisador de massas vai depender do objetivo da andlise, da resolucéo,
precisdo e sensibilidade pretendida. Dentre eles, podemos citar os analisadores
quadupolo, ion trap, orbitrap, tempo de voo e por ressonéancia ciclotrénica de ions
com transformada de Fourrier, além dos analisadores de massas hibridos, que
combinam dois ou mais tipos de analisadores de massas em um Unico sistema,
como o quadrupolo tempo de voo. O sistema hibrido supera as limitac6es de cada
analisador isolado, aproveitando as vantagens das diferentes tecnologias de
separacdo de ions para melhorar o desempenho da analise, como aumento de
resolucao, sensibilidade, capacidade de fragmentacao e a flexibilidade para analise
de diferentes tipos de amostras. Dessa forma, cada tipo de analisador tem suas
proprias vantagens e limitagbes, que tornam alguns mais adequados para
determinadas situagdes e experimentos [72].

Durante a escolha de um analisador de massas, a resolucdo de massa € um
parametro fundamental, pois determina a capacidade do instrumento em diferenciar
e identificar com precisdo compostos com massas muito proximas. E definido como
m/Am, onde m € a massa nominal de uma dada molécula e Am é a diferenca entre
as massas exatas das moléculas. A resolucdo (R) é o valor obtido do célculo de
m/Am [73] [74]. A FIGURA 3.13 ilusta o efeito do aumento da resolugdo na
diferenciacdo de ions com massa nominal de 130 Da e em mesma concentragéo
(massas monoisotopicas: 130,0266, 130,0630 e 130,1722 m/z, respectivamente), é
possivel observar que quanto maior o poder de resolucdo do equipamento, os ions
conseguem ser diferenciados e apresentados de forma independe no espectro de

massas. Em baixa resolucéo (por exemplo, quadrupolo, com resolucdo de 1000)
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nao é possivel discriminar os trés ions, e apenas um pico é observado no espectro
de massas. Em resolucédo ligeiramente maior (por exemplo, quadrupolo em modo
de resolucdo maxima, com resolucéo de 2500), o ion de m/z é diferenciado, mas 0s
dois outros ions aparecem como um pico apenas. Em resolucdo mais alta (por
exemplo, TOF com refletor, com resolucado de 5000), € possivel observar os trés
ions, mas apenas em alta resolucdo (por exemplo, TOF de alta resolugcdo, com

resolucao de 10000) os trés ions estdo bem discriminados e bem resolvidos [59].
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FIGURA 3.13 — Aumento da resolucdo na diferenciacdo de ions com razao
m/z préximas [59]

A resolucgéo afeta diretamente a qualidade da analise, seja para identificacao,
quantificacdo, ou caracterizacdo de moléculas. Quando se escolhe um analisador,
€ necessario considerar as necessidades especificas da aplicacéo, equilibrando a

resolugéo com outros fatores como sensibilidade, velocidade, custo e complexidade
da amostra.
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3.6.2.1 Quadrupole (Q) — Quadrupolo

O quadrupolo é um analisador de massas que consiste em quatro hastes
condutoras paralelas de secao transversal hiperbdlica espacadas em torno de um
eixo central ao longo do qual os ions sdo conduzidos. As hastes sdo conectadas a
geradores de radiofrequéncia (RF) e corrente continua (CC), e as hastes adjacentes
sao de fase de RF oposta. Para um determinado conjunto de potenciais de RF e
CC, apenas ions dentro de uma faixa estreita de m/z terdo uma trajetéria estavel e
atingirdo o detector; todos os outros ions atingirdo as hastes e serédo neutralizados.
No modo de varredura de massa total, a amplitude de RF e a tensdo CC séao
varridas, mantendo uma propor¢ao constante, de modo que o0s ions com m/z
crescente atinjam o detector. No entanto, uma desvantagem do modo de varredura
de massa total € que os ions de cada m/z passam apenas um tempo muito curto no
analisador e, portanto, apenas uma pequena fracédo realmente atinge o detector por
ciclo de varredura. Para melhorar a sensibilidade, o monitoramento de ions
selecionados pode ser usado, no qual as tensdes de RF e CC para ions especificos
de interesse sdo aplicadas. Como uma menor quantidade de ions em uma
determinada faixa de m/z s&o escaneados durante um determinado ciclo de
escaneamento, uma proporcdo maior de ions de m/z alvo atinge o detector, levando
a uma sensibilidade aumentada [75] [76]. O analisador quadrupolar esta
representado na FIGURA 3.14.
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FIGURA 3.14 — Esquema de um analisador quadrupolar [59]
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Uma vantagem do analisador quadrupolo € seu baixo custo e tamanho
compacto. S8o robustos e exigem pouca manutencdo, e possuem excelente
estabilidade por longos periodos, reduzindo a necessidade de calibracdes
frequentes. No entanto, os analisadores quadrupolo abrangem faixas de massa
limitadas e baixa resolucao, colocando-o em desvantagem ao analisar compostos
de alto peso molecular, que podem néo formar ions com multiplas cargas ou com

misturas complexas de compostos com massas semelhantes [72].

3.6.2.2 lon trap (IT) — Armadilha de ions

O analisador de massas armadilha de ions utiliza um campo elétrico oscilante
para armazenar ions, funcionando com um campo quadrupolar de RF que captura
ions em duas ou trés dimensbdes, podendo ser classificado como 2D (linear) ou 3D.
As armadilhas 3D, inicialmente desenvolvidas, possuem um eletrodo circular com
tampas elipsoides, formando um campo quadrupolar 3D. As armadilhas 2D, por sua
vez, consistem em um quadrupolo de gquatro hastes e lentes que refletem os ions,
confinando-os radialmente e axialmente. fons com diferentes m/z ficam presos na
armadilha e, ao variar o potencial de RF, séo liberados de acordo com suas massas
para serem detectados. Para evitar a perda de ions devido a expansdo de suas
trajetérias, mantém-se uma pressao de gas hélio na armadilha para remover o
excesso de energia dos ions. [77] [78]. O analisador de massas armadilha de ions
esta representado na FIGURA 3.15.
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FIGURA 3.15 — Esquema de um analisador armadilha de ions [59]

As armadilhas de ions possuem uma boa sensibilidade devido a sua
capacidade de armazenar os ions. Sao capazes de realizar experimentos de MS",
gue sao ciclos repetidos de MS/MS, onde um ion gerado € selecionado e
fragmentado, um dos fragmentos é selecionado e fragmentado novamente, e esse
processo pode ser repetido. Experimentos de MS/MS séo obtidos mantendo-se
apenas ions de uma certa razao m/z na armadilha, ejetando seletivamente todos os
outros. Os ions restantes sdo energizados e fragmentados por CID (colisédo induzida
por dissociacdo) com gas inerte. A CID ocorre quando parte da energia translacional
de um ion acelerado é convertida em energia interna apés a colisdo com um gas
residual, induzindo a fragmentacdo do ion. Os ions de fragmentos sdo entdo
escaneados para gerar um espectro de massa de ions produtos. MS? é obtido
ejetando da armadilha todos os ions de fragmentos, exceto o de interesse, repetindo
o ciclo de coliséo e varredura [56] [59] [79].

Instrumentos modernos sdo capazes de fragmentar progressivamente 0s
fons ao longo de 10 ciclos (MS'9), embora a perda de ions em cada estagio

geralmente limite o experimento a néo ir muito além de MS® ou MS*. Isso ocorre
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porque, a medida que 0s estagios avangcam, 0S espectros se tornam
progressivamente mais pobres em informacées e podem se tornar incoerentes. E
um analisador pequeno, compacto e de baixo custo, quando comparado com outros
analisadores de massas. Tem como desvantagem seu baixo poder de resolugao de
massas [56] [59].

3.6.2.3 Orbitrap — Armadilha de ions

O analisador de massas orbitrap é uma versao avancada do ion trap, sendo
capaz de realizar medicbes com elevada sensibilidade e resolugédo. Utiliza um
campo elétrico para capturar ions e medir suas razdes m/z de maneira
extremamente precisa. Sua principal caracteristica € o movimento orbital dos ions,
que se movem em torno de um eixo central. A medida que os ions se movem ao
redor do eletrodo central, um campo elétrico oscilante € gerado, o que induz uma
corrente elétrica detectada por eletrodos periféricos. O tempo que cada ion leva
para completar uma Orbita depende de sua razdo m/z. Possui alto custo como
desvantagem, além de maior complexibilidade do sistema e limitacdes em relacéo

ao numero de ions selecionados [80].

3.6.2.4 Time-of-Flight (TOF) — Tempo de voo

ApGs a aceleracdo inicial dos ions por meio de um campo elétrico, o
analisador de tempo de voo separa o0s ions com base em suas velocidades
enguanto se deslocam através de uma regido livre de campo, conhecida como tubo
de voo. Os ions séo acelerados em direcdo do tubo de voo por uma diferenca de
potencial aplicada entre um eletrodo e a grade de extracdo. Como todos os ions
adquirem a mesma energia cinética, ions caracterizados por uma distribuicdo de
suas massas apresentam uma distribuicdo de suas velocidades. Ao deixar a regiao
de aceleracgéao, eles entram em uma regiao livre de campo onde sé&o separados de
acordo com suas velocidades, antes de atingir o detector posicionado na outra

extremidade do tubo de voo. As relagdes m/z sdo determinadas medindo o tempo
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que os ions levam para se mover através de uma regido livre de campo entre a fonte
e o detector. Dessa forma, ions que possuem m/z menores chegardo mais rapido
ao detector do que ions que possuem m/z maior [81], conforme apresentado na
FIGURA 3.16.
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FIGURA 3.16 — Esquema dos ions sendo detectados por um analisador por

tempo de voo [59]

Para melhorar a resolucdo de massa do TOF, foi introduzido o refletor
(reflectron), ou espelho de ions, que compensa a propagacao da energia cinética
dos ions da fonte ao refletir os ions de volta ao longo do mesmo caminho de voo
antes da deteccdo. O refletor € um dispositivo 6ptico de ion no qual os ions
interagem com um espelho idnico eletrdnico e seu voo é revertido. fons com
energias cinéticas maiores penetram mais profundamente no refletor do que ions
com energias cinéticas menores. Se um pacote de ions de uma dada razdo m/z
contiver ions com energias cinéticas variaveis, entéo o refletor diminuira a disperséao
nos tempos de voo dos ions e, portanto, melhorara a resolu¢do do espectrometro

de massa de tempo de voo [82] [83], conforme representado na FIGURA 3.17.
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FIGURA 3.17 — Esquema de um refletor de ions [59]

As vantagens do TOF incluem a faixa de massa ilimitada do analisador, onde
0s Unicos limites na faixa de massa séo impostos pela fonte de ions e pelo detector;
alta velocidade de aquisicéo, alta precisao de massa, resolucdo moderada a alta e

sensibilidade moderada a alta [84].

3.6.2.5 Fourier transform ion cyclotron resonance (FTICR) -

Ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier

No analisador ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier
os ions sdo desviados para um caminho circular quando se movem
perpendicularmente a um campo magnético. Os instrumentos FTICR operam em
campos muito altos, fornecidos por grandes imas supercondutores, onde os ions
podem ficar presos em uma orbita circular devido a influéncia desse campo. Essa
Orbita representa o movimento do ciclotron e a frequéncia do ion em Orbita é
caracteristica de sua massa, em que ions de m/z menores se distanciaréo de ions
com m/z maiores [85].

Os espectrometros de massas com analisador FTICR oferecem resolugéo e
precisdo de massa superior a qualquer outro analisador disponivel no mercado, e
sdo capazes de capturar ions por periodos prolongados e medi-los de forma nao

destrutiva, além de realizar experimentos de multiplas fragmenta¢des. Possui custo
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elevado e alta complexidade operacional, limitando seu acesso na rotina laboratorial
[59].

3.6.2.6 Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF) — Quadrupolo tempo-

de-voo

O quadrupolo tempo-de-voo combina os beneficios de dois analisadores de
massas. A alta eficiéncia de fragmentacdo de compostos do quadrupolo combinada
com a rapida velocidade de analise e alta capacidade de resolugcdo do tempo-de-
voo, fez com que esse analisador hibrido fosse rapidamente adotado pela
comunidade analitica como um instrumento robusto e poderoso para diversas
aplicacoes [86].

A instrumentacao do Q-TOF se assemelha muito a de um espectrémetro de
massas triplo-quadrupolo, embora o terceiro quadrupolo tenha sido substituido por
um tubo de tempo de voo. O primeiro quadrupolo (Q1) é capaz de operar como um
filtro de massa para a selecdo de ions especificos com base em sua razdo m/z, ou
no modo somente de RF (radiofrequéncia) ou full scan, onde todos os ions séo
transmitidos através do quadrupolo. O segundo quadrupolo (Q2) atua como uma
célula de colisdo onde os ions sdo bombardeados por moléculas de gas neutro,
como nitrogénio ou argoénio, resultando na fragmentacéo dos ions através da CID.
O Q2 também pode atuar no modo somente RF sem fragmentacao subsequente de
ions.

Apos deixar o quadrupolo, os ions sdo reacelerados para a regido do
modulador de ions do analisador de tempo de voo, onde sédo pulsados por um
campo elétrico e acelerados ortogonalmente a sua direcao original. Todos os ions
gue adquiriram a mesma energia cinética agora entram no tubo de voo, que € uma
regido de deriva livre de campo, onde ocorre a separacdo de massa. Os ions que
exibem uma massa mais leve terdo um tempo de voo mais curto, enquanto os ions
mais pesados levardo mais tempo para percorrer o caminho de voo em dire¢cao ao
detector [87]. O esquema do Q-TOF esta representado na FIGURA 3.18.
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FIGURA 3.18 — Esquema de um quadropolo tempo-de-voo [86]

Os instrumentos Q-TOF permitem uma medi¢cdo de massas precisas dentro
de 5 ppm, valor aceito em literatura para MS e de 15 ppm para MS/MS, e que pode
colaborar na verificacdo da composicao elementar [56] [88]. A precisdo de massa
em um espectrometro de massas consiste na diferencga entre a massa calculada de
um ion e sua massa observada, Am = Mcalculada — Mobservada, EXPresso em relagéo a

massa observada. Geralmente é relatada em ppm [59]:

Precisdo de massa (ppm) = 108 x Am / Mobservada

Para atingir dados de massa precisos, 0s instrumentos precisam de
calibracdo e ajuste frequente, para assegurar que o espectrdmetro de massas
forneca medidas exatas de massas dos ions analisados, permitindo a manutencao

da qualidade, confiabilidade e preciséo das analises [56] [88].
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3.6.3 DETECTORES

Apbs a separacao dos ions pelos analisadores de massas, a abundancia de
ions para cada valor de m/z serd medida através do detector. Ha diversos tipos de
detectores, e sua escolha vai depender do design do instrumento e das aplicacdes
analiticas que serdo realizadas. Alguns detectores séo feitos para contar ions de
uma unica massa por vez e detectam a chegada de todos os ions sequencialmente
em um ponto (coletores de ions pontuais) e outros detectores tém a capacidade de
contar varias massas e detectar a chegada de todos os ions simultaneamente ao
longo de um plano [56]. Os principais tipos de detectores sdo explicados

brevemente a sequir.

3.6.3.1 Detector de placa fotografica

O detector de placa fotografica consiste em placas sensiveis a ions, inseridas
na regiéo de vacuo do MS para deteccéo direta de ions. fons que compartilham a
mesma razao m/z alcangam a placa no mesmo lugar e a posi¢céo dos pontos permite
a determinacéo de seus valores m/z ap6s a calibracdo, sendo que a intensidade da
marca no filme é proporcional a abundancia dos ions [89] [90].

Possui desvantagens como sensibilidade baixa a moderada, uma faixa
dindmica linear curta, desenvolvimento de imagem em camara escura, baixa
precisdo e fragilidade. Devido esses e outros fatores, como a diversidade de
detectores disponiveis e mais precisos e sensiveis, esse tipo de detector ndo é

comumente utilizado nos dias de hoje [90].



39

3.6.3.2 Detector copo de Faraday

O detector copo de Faraday é um copo cilindrico de metal com um pequeno
orificio. Os ions alcancam o interior do cilindro e sdo neutralizados ao aceitar ou
doar elétrons conforme eles atingem as paredes, levando corrente através de um
resistor. A corrente de descarga € amplificada e detectada, fornecendo uma medida
da abundéancia de ions. Como a carga associada a um elétron que sai da parede do
detector é idéntica a chegada de um ion positivo neste detector, os elétrons
secundarios que sao emitidos quando um ion atinge a parede do detector sdo uma
fonte importante de erros se nao forem suprimidos. Consequentemente, a precisao
deste detector pode ser melhorada ao evitar a fuga de ions refletidos e elétrons
secundarios ejetados. Varios dispositivos foram usados para capturar ions de forma
eficiente e minimizar as perdas de elétrons secundarios [91].

As desvantagens deste detector simples e robusto sédo a baixa sensibilidade
e seu tempo de resposta lento. Esses detectores sdo, no entanto, muito precisos
porque a carga no cilindro é independente da massa, da velocidade e da energia

dos ions detectados [56].

3.6.3.3 Multiplicadores de elétrons

Atualmente, o detector de ions mais utilizado em espectrometria de massas
€ o multiplicador de elétrons (EM), onde os ions do analisador sdo acelerados a
uma alta velocidade para aumentar a eficiéncia da deteccdo, obtido através de
eletrodo chamado dinodo de conversdo em um alto potencial, de 3 a 30 kV, oposto
a carga dos ions detectados. O processo fisico basico que permite que um
multiplicador de elétrons opere € chamado de emissdo secundaria de elétrons. Um
ion positivo ou negativo atingindo o dinodo de conversao causa a emissao de varias
particulas secundarias, que podem incluir ions positivos, ions negativos, elétrons e
neutros. Quando ions positivos atingem o dinodo de converséao de alta voltagem
negativo, as particulas secundarias de interesse sdo ions negativos e elétrons.

Quando ions negativos atingem o dinodo de conversédo de alta voltagem positivo,
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as particulas secundéarias de interesse sdo ions positivos. Essas particulas
secundarias sao convertidas em elétrons no primeiro dinodo, que sdo entdo
amplificadas por um efeito cascata no multiplicador de elétrons para produzir uma
corrente [56] [92], representado na FIGURA 3.19.

ion
beam

first third fifth
dynode dynode dynode

FIGURA 3.19 — Esquema de um detector multiplicador de elétrons [59]

As vantagens do multiplicador de elétrons, utilizado no modo de corrente ou
contagem de pulsos, sdo o alto ganho, ruido relativamente baixo e faixa dindmica
linear relativamente alta. Possui bom tempo de vida util de armazenamento e
operacédo, podendo ser utilizado em uma ampla variedade de aplicacdes e designs

de instrumentos [90].

3.6.3.4 Criodetectores

Os detectores criogénicos operam detectando excitacdes de rede em filmes
finos supercondutores. Quando uma particula ou ion colide em uma superficie,
energia € depositada; calor € gerado; e néutrons, ions, elétrons e fétons séo
pulverizados. Com um detector convencional em uma temperatura normal, o
aumento de temperatura associado a este processo € indiscernivel. No entanto,
com um detector pequeno em uma temperatura muito baixa (<3 K), o aumento

instantaneo de temperatura apos o impacto da particula pode ser medido e pode
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fornecer informagfes sobre a taxa de chegada e a energia do ion. Todos os ions
incidentes depositam alguma energia na forma de rupturas de rede e calor [90].
Em contraste com detectores, como o multiplicador de elétrons, que sdo
marcadamente menos eficientes na geracdo de elétrons secundarios de ions
biomoleculares maiores e complexos, os criodetectores ndo apresentam queda na
resposta em massa alta. O interesse recente em usar criodetectores para MS foi
fortemente motivado pelo desejo de melhorar a deteccdo de medicao, sensibilidade

e uniformidade de resposta para biomoléculas muito grandes [93].
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4 — PARTE EXPERIMENTAL

4.1 AVALIACAO DA ESTABILIDADE POR DEGRADACAO
FORCADA EM CONDICOES DE ESTRESSE TERMICO SECO

O estudo de degradacdo forcada e andlises por cromatografia liquida
acoplada ao espectrometro de massas (LC-MS/MS) foram realizados no Centro de
Desenvolvimento Integrado (CDI) da Libbs Farmacéutica, localizado em Embu das
Artes, Sao Paulo.

Para utilizagcdo durante a rotina do Controle de Qualidade e Estabilidade, foi
desenvolvido, previamente a este projeto, um método indicativo de estabilidade,
validado de acordo com a RDC n° 166 de 2017, para quantificacdo da carboplatina
e seus produtos de degradacéo através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
utilizando duas colunas analiticas em série: Zorbax SB. A fase movel consiste em
tampdo fosfato de potassio monobasico pH 3,55 e acetonitrila, em um gradiente de
eluicéo.

O método utilizado para identificar e separar as impurezas desconhecidas
provenientes do estudo de degradacao da carboplatina foi desenvolvido para este
projeto através de cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos (Waters®
modelo Acquity) acoplada ao espectrébmetro de massas em tandem (LC-MS/MS)
com fonte de ionizagao por electrospray (ESI) e analisadores quadrupolo e tempo
de voo (QTOF, Waters® modelo Xevo G2 XS). Devido a incompatibilidade da fase
movel utilizada nas andlises de rotina para analises por espectrometria de massas,
foi preciso adequar a fase movel para um componente volatil, sendo o acido férmico
o solvente de escolha, juntamente com metanol, ambos da Merck® grau LC-MS,
com a coluna analitica Synergi Hydro-RP, 4 um, 250,0 mm e 4,6 mm.

O estudo de degradacdo do IFA, placebo e medicamento foi realizado
conforme a RDC n° 53 de 2015, nas condi¢bes demonstradas na TABELA 4.4.
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Condicao de estresse empregada

Condicao de estresse| Agente estressante IFAS Produto
Placebo Produto
© . Solucéo HCI Temperatura ambiente
ACILES 0,01 M 23 horas
: ~ 40 °C
Alcalina Solugdo NaOH 0,1 M 7 horas

Térmica mida

Calor e umidade

70 °C/75%U.R
14 dias

De acordo com o guia da ANVISA, esta

.| condi¢é@o ndo precisa ser realizada no

caso de formas farmacéuticas liquidas de
base aquosa.

Térmica Umida

Calor e umidade

Nao realizado

50 °C/90%U.R.
30 dias. Produto lacrado

Calor 70°C 70°C
Térmica seca 14 dias 2 567 dias
' - solugéo de H202 T.A. T.A.
Oxidante per6xido 0,30% 60 minutos 60 minutos
o] (o]
Oxidante radicalar 20 mol% ACVA 40 .C 40 . c
1 dia 1 dias
Oxidagéo m_edlada solucédo 1 mM de Fe 25°C
por metais de .
.~ 1l 1 dia
transicéao
2 4 milhdes de 0,3 milhées de lux.hora e 50 w.h/m?2
1 H A 2
Fotolitica luz UV/Visivel lux.hora e 400 0,6 milhGes de lux.hora e 100 w.h/m

w.h/m?

1,2 milhdes de lux.hora e 200 w.h/m?

TABELA 4.4 — Parametros experimentais utilizados para o estudo de

degradacéo

As condicdes de estresse foram ajustadas com o intuito de obter uma

degradacédo do ativo superior a 10%, conforme preconizado na RDC N° 53 de 2015

[12].

Para a identificacdo das impurezas, um lote do medicamento Fauldcarbo

Solucdo Injetavel (lote 20J1072) foi submetido apenas a estresse térmico seco, a

70 °C durante 14 dias, em camara controlada (Mecalor), para que houvesse maior

formacao das impurezas de interesse. Apenas esta condi¢céo foi empregada para a

identificacdo das impurezas pois € a condi¢cdo que mais se assemelha ao estudo de
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estabilidade do medicamento, onde o perfil de degradacao real do medicamento é
gerado. Devido as demais condi¢cdes ndo serem possiveis de ocorrer durante o
tempo de prateleira (shelf life) do medicamento, elas ndo serdo avaliadas nesse

trabalho.

4.2 AVALIACAO VIA LC-MS-QTOF DOS PRODUTOS
PROVENIENTES DE ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA EM
CONDICOES DE ESTRESSE TERMICO SECO

As analises realizadas para identificar as impurezas e posteriormente
elucidar seu mecanismo de formacédo foram realizadas através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (LC-DAD, Acquity da
Waters®) acoplado a um espectrometro de massas (LC-MS, Xevo G2-XS Q-TOF da
Waters®) com fonte de ionizacdo por eletrospray e analisador de massas hibrido Q-
TOF (quadrupolo e tempo de voo).

A metodologia utilizada na rotina dos laboratoérios para conducéo do estudo
de degradacdo, estudos de estabilidade e liberacdo dos lotes pelo controle de

qualidade esta descrita na TABELA 4.5 e sera nomeado como método analitico 1.
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Coluna Zorbax SB
Detector DAD 220 nm

Tampao pH 3,55 (Fase movel A)
Fase movel Tampao pH 3,55 e ACN (Fase movel B)

Em gradiente de eluicdo

Diluente Agua ultrapura
Volume de injecao 15 L
Temperatura da coluna 25° C

Temperatura do amostrador | 10° C

Tempo de corrida 95 minutos

Observacgéo: Os dados de coluna e gradiente foram ocultados por questdes de sigilo da Libbs
Farmacéutica

TABELA 4.5 — Condic¢des cromatogréaficas do método analitico 1 (LC-DAD)

O gradiente de eluicdo empregado no método 1 foi ocultado por questdes de
sigilo da Libbs Farmacéutica.
A metodologia utilizada para a conducdo dos experimentos desse projeto,

que serd nomeada como método analitico 2, esta descrita na TABELA 4.6.
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Coluna Synergi Hydro-RP 4 pm, 250 mm x 4,6 mm
Detector DAD 210 nm
Acido férmico 0,02% (Fase movel A)
Fase movel Metanol (Fase mével B)
Gradiente, conforme TABELA 4.8
Fluxo 1,0 mL/min
Diluente Agua ultrapura
Volume de injegéo 10 pL
Temperatura da coluna 35°C
Temperatura do amostrador 10° C
Tempo de corrida 45 minutos

TABELA 4.6 — Condi¢des cromatogréaficas do método analitico 2 (LC-MS/MS)

O gradiente de eluicdo empregado no método 2 estd descrito na TABELA
4.7.

Tempo (minutos) | Fase movel A (%) | Fase mével B (%)
0 100 0
15 100 0
20 75 25
30 75 25
40 100 0
45 100 0

TABELA 4.7 — Gradiente de eluicdo empregado no método analitico 2

O modo de ionizacao utilizado foi ESI, com polaridades de ioniza¢cdo no modo

positivo e negativo. Durante as analises, foram ajustadas as condi¢des ideais de



47

ionizagéo e fragmentagdo das moléculas, utilizando rampas de energia de colisdo
e modificando parametros de ionizacdo, com a finalidade de observar o ion
precursor e os ions produtos no mesmo espectro de massas.

Os parametros utilizados no espectrometro de massas, tanto da fonte de
ilonizagcdo por eletrospray quanto dos parametros MS/MS, estdo descritos na
TABELA 4.8.

Voltagem do capilar 3 kV
Voltagem do cone 30V
Fluxo do gas do cone 50 L/h
Géas do cone Nitrogénio
Es| Temperatura da fonte 150° C
Temperatura de
. 600° C
dessolvatacéo
Fluxo do géas de
800 L/h
dessolvatacéao
Gas de dessolvatacao Argbnio
Range de massa - Scan 50 — 1200 m/z
MS/MS Energia de
Rampa 10 - 30 V
fragmentacéao

TABELA 4.8 — Parametros do espectrémetro de massas

Para a conducéo dos testes, um padrao de carboplatina foi preparado em
concentracéo de 0,01 mg/mL. As amostras de carboplatina foram preparadas a uma
concentracéo de 1,0 mg/mL utilizando-se &gua ultrapura como solvente, obtida em
sistema Milli-Q (Merck®).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRAO DE CARBOPLATINA

O cromatograma do padréo de carboplatina obtido em HPLC-UV em 210 nm
esta representado na FIGURA 5.20.

Item name: Padrao_pos
Channel name: PDA 210@1.2

19.15

02

Absarbance [AU)
=

-005 - e -

Retention time [min]

FIGURA 5.20 — Cromatograma do padrao de carboplatina em HPLC-UV em
210 nm

E possivel observar o pico da carboplatina no tempo de retencédo 6,6
minutos. Devido a carboplatina ser uma molécula muito polar, as impurezas
provenientes da degradacdo da carboplatina aparecem majoritariamente no inicio
da corrida cromatografica. Conforme explicado anteriormente, o método utilizado
para quantificacdo ndo € o mesmo utilizado nos experimentos por LC-MS/MS e, por
esse motivo, as impurezas provenientes da degradacdo da carboplatina
aparecerem majoritariamente no inicio da corrida cromatografica no método
analitico 2 ndo impactam o intuito deste trabalho.

Foi utilizado o modo positivo de ionizacdo para a identificacéo das impurezas
desconhecidas pois apresentou uma maior quantidade de ions que permitiram uma
elucidacéo estrutural mais fidedigna, porém os dados em modo negativo também
foram avaliados e inseridos neste trabalho, quando relevantes.

A FIGURA 5.21 apresenta o cromatograma de ions totais (TIC) do padréao da
carboplatina.
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Item name: Padrao_pas
Channel name: 2: TOF MSe (50-1200) 8V ES1+ (Tic)
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FIGURA 5.21 — Cromatograma de ions totais ESI* do padréo de carboplatina

No TIC, a carboplatina apresentou tempo de retencdo no mesmo tempo do
cromatograma UV, em 6,6 minutos. A fim de caracterizar esse pico como sendo da

carboplatina, foi extraido o espectro de massas, representado na FIGURA 5.22.
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FIGURA 5.22 — Espectro de massas full scan ESI* da carboplatina

Avaliando o espectro de massas full scan ESI* da carboplatina na amostra
de padrdo, € possivel observar os ions mais intensos com m/z 372,0523 Da
correspondente ao ion molecular [M+H]*, seu dimero [2M+H]* com m/z 743,0972
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Da e seu trimero [3M+H]* com m/z 1114,1416 Da. E possivel observar também o
perfil isotdpico da platina, onde o is6topo °°Pt é o mais abundante no ion de m/z
372,0523, seguido pelo %Pt mais abundante no ion de m/z 371,0503 e °°Pt mais
abundante no ion de m/z 373,0527, demonstrando a contribui¢cdo dos is6topos de
platina na composi¢ao quimica do complexo de carboplatina, levando a este padréo
isotopico no ion molecular. Dessa forma, conclui-se que o ion 372,0523 Da
corresponde ao ion molecular da carboplatina, e sua massa neutra corresponde a
371,0445 Da, de férmula molecular CeH1204N2Pt.

O desvio de massa entre massa experimental (m/z 372,0523) e massa
tedrica (m/z 372,0518) € de 1,34 ppm, ou seja, um desvio muito baixo que permite
afirmar que a estrutura se refere a carboplatina. Na FIGURA 5.23 € possivel
observar o0 mesmo espectro de massas da carboplatina apresentado na FIGURA

5.22, porém com zoom, para melhor visualizagao dos ions.
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FIGURA5.23 — Espectro de massas full scan ESI* da carboplatina com zoom
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Foi realizado o experimento MS/MS ESI* para o ion 372,0523 a fim de avaliar

os fragmentos gerados, apresentados na FIGURA 5.24.

Item name: 201072 Img/ml 70 graus Channel name: 7: Average Time 7.2580 min : Set Mass(m/2)=372.0000 : TOF MSMS 372 > (50-1200) 10-30V ES|+ : Combined
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FIGURA 5.24 — Espectro de massas MS/MS ESI* para o ion molecular com
m/z 372,0523 Da

Na FIGURA 5.24 observa-se o ion precursor, de m/z 372,0536 Da e o ion
produto de m/z 294,0086 Da, que se refere a perda de 78,0450 Da, referente a
estrutura de férmula molecular CHeN202. No fragmento mais intenso h& o padréo
isotdpico da platina, assim como em fragmentos minoritarios, indicando a presenca

da platina.

5.2 AMOSTRA DEGRADADA DE FAULDCARBO A 70°C POR 14
DIAS
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A amostra degradada de Fauldcarbo, lote 20J1072, foi submetida a estresse
térmico, 70°C durante 14 dias. A FIGURA 5.25 apresenta o cromatograma UV em
210 nm da amostra degradada de carboplatina, evidenciando o pico da carboplatina
em 6,6 minutos.

Item name: 201072 estresse a 70 graus_pos
Channel name: PDA 210@1.2
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FIGURA 5.25 — Cromatograma da amostra degradada de Fauldcarbo em
HPLC-UV em 210 nm

A FIGURA 5.26 apresenta o cromatograma de ions totais ESI* da amostra
degradada de Fauldcarbo. Em comparacao ao TIC do padréo de carboplatina, no
cromatograma da amostra degradada houve a formacéo de diversos picos, que

possivelmente sao impurezas advindas da degradacéo da carboplatina.

Itern name: 2001072 estresse a 70 graus_pos
Channel name: 2: TOF MSe (50-1200) 6V ESI+ (TIC)
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FIGURA 5.26 — Cromatograma de ions totais ESI* da amostra degradada de

Fauldcarbo
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Ap0s avaliagdo prévia do cromatograma de ions totais ESI* e ESI- da amostra

estressada a 70°C durante 14 dias, foram selecionados ions como possiveis

impurezas da carboplatina, demonstrados na TABELA 5.9:

Tempo de _
' . Referéncia
lonizacéao lon (m/z) Massa exata retencao _
_ daimpureza
(min)
ESI- 143,0345 144,0423 Da 23,3 1
404,0415 e
ESI*e ESI 403,0343 Da 3,4 2
402,0261
ESI* 309,0202 - 2,5 3
ESI* 389,0787 - 2,1 4
ESI 515,0628 - 24,6 5
ESI 616,0324 - 2,2 6

TABELA 5.9 — fons selecionados no TIC como possiveis impurezas da

carboplatina

5.3 IMPUREZA 1: iON M/Z 143,0345 DA

Os ions mencionados possuem o perfil isotdpico da platina, indicando que o

atomo de platina esta presente nas estruturas dessas moléculas, exceto no ion com

m/z 143,0345 Da. A FIGURA 5.27 apresenta o espectro de massas no modo

negativo do tempo de retencdo 23,3 minutos.
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Item name: 2011072 estresse a 70 graus_neg Channel name: 2: Average Time 23,2088 min : TOF MSe (50-1200) 6V ESI- : Centroided : Combined
Item description:
1.64e7
1.6e7+
143.03452
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FIGURA 5.27 — Espectro de massas full scan ESI- do tempo de retencao 23,3
minutos

Na FIGURA 5.27 é possivel observar os ions majoritarios de m/z 143,0345
Da e de m/z 99,0446 Da. O ion molecular da impureza em questao apresenta m/z
de [M-H] = 143,0345 Da e, consequentemente, sua forma neutra apresenta uma
massa de 144,0423 Da, correspondente ao acido 1,1-ciclobutano dicarboxilico, de
férmula molecular CeHsO4. De acordo com o célculo abaixo, é possivel determinar

experimentalmente o desvio de massa em ppm.

m - m J o]
[; experimental — — teorlca]

Desvio de massa (ppm) = * 1000000

[
;teorlca
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Ao calcular o desvio de massa entre massa experimental (m/z 143,0345) e
massa tedrica (m/z 143,0350), o desvio foi de -3,50 ppm, ou seja, um desvio muito
baixo que evidencia com maior seguranca que a estrutura se trata da impureza em
questdo. A formula estrutural e molecular do &cido 1,1-ciclobutano dicarboxilico

estédo representadas na FIGURA 5.28.

0 0
HO OH

CesHsOua

FIGURA 5.28 — Formula estrutural e molecular do acido 1,1-ciclobutano

dicarboxilico

O &cido 1,1-ciclobutano dicarboxilico € um produto de degradacéo conhecido
da carboplatina [94] [95] [96]. Nas monografias da carboplatina presentes nas
farmacopeias americana, britanica e europeia, o acido 1,1-ciclobutano dicarboxilico
€ uma impureza controlada tanto no IFA quanto no produto acabado.

Ja o segundo ion mais intenso, de m/z 99,0446 Da, refere-se ao acido
ciclobutano monocarboxilico, de massa neutra 100,0524 Da e formula molecular
CsHsOz2, representado na FIGURA 5.29.

O
OH

CsHsO2

FIGURA 5.29 — FoOrmula estrutural e molecular do &acido ciclobutano

monocarboxilico
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O desvio de massa entre a massa experimental (m/z 99,0446) e massa
tedrica (m/z 99,0451) apresentou erro de -5,05 ppm, garantindo se tratar da
molécula do acido ciclobutano monocarboxilico. Essa estrutura € gerada do acido
1,1-ciclobutano dicarboxilico com a perda 44,9977 Da, referente a um grupo
carboxila (-COOH).

5.4 IMPUREZA 2: IONS M/Z 404,0415 DA E M/Z 402,0261 DA

Dentre as impurezas avaliadas como possiveis impurezas da carboplatina, a
impureza 2 foi selecionada para ter sua estrutura identificada a seu mecanismo de
formacéo esclarecido. Foram avaliados os ions de m/z 404,0415 Da (ESI*) e m/z
402,0261 Da (ESI"). A identificacdo estrutural das demais impurezas (3, 4, 5 e 6)
sera realizada na Libbs Farmacéutica posteriormente.

Na FIGURA 5.30 é possivel observar o cromatograma HPLC-UV em 210 nm
da amostra degradada de Fauldcarbo com zoom; e na FIGURA 5.31 observa-se no
TIC ESI* o tempo de retencdo do ion de interesse destacado, em aproximadamente
3,4 minutos.

Itern name: 20)1072 estresse a 70 graus_pos
Channel name: PDA 210812

0.02

Absorbance [AU]
=)
=

o

0 25 5 75 1 125 15 175 20 225 25 205 30 325 35 375 40 425 45
FIGURA 5.30 — Cromatograma da amostra degradada de Fauldcarbo em
HPLC-UV em 210 nm com zoom
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Item name: 20J1072 estresse a TO graus_pos
Channel name: 2: TOF MSe (50-1200) &V ESI= (TIC)
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1]

FIGURA 5.31 — Cromatograma de ions totais ESI* da amostra degradada de

Fauldcarbo evidenciando o ion em 3,4 minutos

O espectro de massas full scan ESI* do tempo de retencédo 3,4 minutos foi

obtido e esta representado na FIGURA 5.32.
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lten name: 20/1072 estresse a 70 graus_pos Channel name: 2: Average Time 3.3864 min : TOF MSe (50-1200) 6V ESl+ : Centroided : Combined
ltem description:
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FIGURA 5.32 — Espectro de massas full scan ESI* do tempo de retencéo 3,4

minutos

O ion majoritario corresponde ao ion molecular de m/z [M+H]* = 404,0415
Da, e sua forma neutra apresenta massa de 403,0343 Da. E possivel observar o
perfil isotépico da platina, devido a intensidade de cada isétopo, inferindo-se que ha
platina na molécula da impureza 2.

O espectro de massas full scan no modo negativo de ionizacado (ESI’)

também foi avaliado, conforme FIGURA 5.33.
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Item name: 2011072 estresse a 70 graus_neg Channel name: 2: Average Time 33723 min : TOF MSe (50-1200) 6V ES- : Centroided : Combined
Item description:
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FIGURA 5.33 — Espectro de massas full scan ESI- do tempo de retencao 3,4

minutos

O ion mais abundante no espectro de massas full scan ESI-, de m/z 448,0324
Da, corresponde a um ion aduto de acido férmico [M+FA]. A formacao de adutos
na espectrometria de massas é comum, e sdo gerados através da interacao entre
a molécula alvo e outra molécula, como o solvente usado na fase movel. O segundo
ion mais abundante é o de m/z 402,0261 Da, correspondente ao ion molecular [M-
H]. Ambos os modos de ionizacdo foram favoraveis para o aparecimento da
impureza 2, de massa neutra 403,0343 Da. No entanto, 0 modo positivo apresentou
maior intensidade de ions com m/z 404,0415 Da do que no modo negativo de ions
com m/z 402,0261 Da, permitindo uma elucidacdo estrutural mais fidedigna em

modo positivo.
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Com base nos dados obtidos e discutidos, definido a m/z do ion molecular
[M+H]* de 404,0415 Da, a proxima etapa para colaborar na identificacdo desse ion
como uma possivel impureza da carboplatina foi a obtencdo de um cromatograma
do ion extraido (XIC = extracted ion chromatogram) em ESI*. Essa ferramenta
permite obter um cromatograma apenas com ions da m/z de interesse, ou seja,
obteve-se um cromatograma apenas com ions de m/z igual a 404,0415 Da,
conforme FIGURA 5.34.

thern rame: 2001072 estresse & T0 graus_pos
Chanrel name: 2 +404.0415 (5.0 PPM) : TOF MSe (50-1200) 6V ES1+

15e5 34
335

100000 4

Intensity [Comants]

50000

[/ | S— — _ S — —

0 25 5 1.5 10 125 15 175 20 225 s 75 30 325 35 375 a0 425
Retention tirme [min)

FIGURA 5.34 — Cromatograma XIC ESI* do ion com m/z 404,0415 Da para

a amostra degradada de Fauldcarbo

Na FIGURA 5.34, observa-se gque o ion extraido aparece apenas no tempo
de retencdo inicialmente avaliado, de aproximadamente 3,4 minutos, 0 que sugere
que o ion observado advém exclusivamente da possivel impureza 2 estudada e ndo
de uma possivel contaminacdo do sistema, como coluna, solventes, agulha de
nebulizacao, capilar, dentre outros.

Visando a identificacdo estrutural completa da possivel impureza da
carboplatina, um experimento de fragmentacdo MS/MS ESI* do ion com m/z
404,0415 Da foi realizado. A FIGURA 5.35 apresenta o espectro de massas obtido

para esse estudo.

!
43
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Channel name: 3: Average Time 3.4142 min : Set Mass(m/z)=404.0400 : TOF MSMS 404.04 > (50-1200) 10-30V ESI+ : Combined

Observed mass [m/z]
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FIGURA 5.35 — Espectro de massas MS/MS ESI* para o ion molecular com
m/z 404,0415 Da

No experimento MS/MS o ion produto (fragmento mais intenso) de m/z

307,9874 Da indica a perda de 96,0519 Da, referente a estrutura de férmula

molecular CH7N20:s.

O segundo fragmento mais intenso de m/z 342,0424 Da indica a perda de

61,9969 Da, referente a estrutura de formula molecular CHsNO:.

O terceiro fragmento mais intenso de m/z 253,0316 Da indica a perda de
151,0077 Da.

O quarto fragmento mais intenso de m/z 325,0110 Da indica a perda de

79,0283 Da, referente a estrutura de formula molecular CHsN20:2.
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Os fragmentos indicam o padrédo de fragmentacdo para o ion m/z 404,0415
Da, apresentando a platina em sua composicdo, devido ao perfil isotopico
apresentado.

Observando os espectros de massas, é possivel propor para o candidato a
impureza 2 da carboplatina estudado, a estrutura representada na FIGURA 5.36.

09-0
Pt‘NH:}
O NH3

O

FIGURA 5.36 — Estrutura quimica proposta para a impureza 2 da carboplatina

Dessa forma, é possivel propor o mecanismo de formacdo dessa estrutura

durante os estudos de degradacédo térmico seco, conforme FIGURA 5.37.

0]
0]
O‘Pt'NH] Espécies reativas de O, o ?“0
o NH, }::thH3
3 4 O NH;

Carboplatina
Mecanismo de formacao

: o)
NH], 2 02 0?""0
Ay
-*’ NH3 N D,Etl:INHa
3
o)

Dados estruturais

Formula quimica: Cz;H43N;0-Pt
Massa exata: 403,0343 Da
Massa molecular: 403,25 g/mol

FIGURA 5.37 — Mecanismo de formacgéo da impureza 2 da carboplatina
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A impureza 2 estudada, proveniente da degradacgéo da carboplatina, possui
massa exata de 403,0343 Da, e consiste em uma espécie reativa de oxigénio,
evidenciando que o aumento de massa observado para a impureza, em relacéo a
massa da carboplatina, de 31,9898 Da, refere-se a massa de dois oxigénios.

De acordo com o valor de m/z obtido experimentalmente para a impureza 2
no espectro de massas full scan ESI* (m/z 404,0415) e o valor de massa
monoisotopica tedrico (404,0416), o desvio de massa apresentado foi de -0,25 ppm,
valor muito satisfatorio, sugerindo que a impureza estudada esta em concordancia
com a estrutura proposta.

Essa estrutura foi formada a partir da interacdo da molécula da carboplatina
com um oxigénio radicalar. A condicdo de estresse aplicada a amostra de
Fauldcarbo, 70°C durante 14 dias, em geral, favorece a degradacdo do farmaco
pois fornece energia suficiente para promover rea¢cées quimicas que, em condi¢cdes
normais de temperatura, seriam menos frequentes. Esse aumento de energia pode
excitar moléculas, quebrando ligacbes e resultando em espécies quimicas
altamente reativas. O oxigénio presente no ambiente de estresse em que a amostra
foi submetida pode ser ativado em temperaturas elevadas, formando a espécie
reativa de oxigénio, favorecendo a interacdo com a molécula de carboplatina [97]
[98].
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6 — CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, é possivel confirmar a estrutura para
a impureza proposta gerada sob a condicao de estresse térmico. A alta temperatura
empregada no estudo fornece energia suficiente para acelerar as rea¢des quimicas,
contribuindo para uma taxa de formacao de impurezas maior do que em condi¢des
normais de temperatura.

Afirma-se que a estrutura obtida em ESI* de m/z 404,0415 Da é uma
impureza proveniente da carboplatina, formada a partir da interagdo com uma
espécie reativa de oxigénio, o que justifica 0 aumento da massa da impureza em
31,9898 Da quando comparada a massa da carboplatina, que se refere a massa de
dois oxigénios. Além disso, o padrdo isotopico da platina na impureza evidencia a
presenca desse atomo na estrutura, corroborando na conclusdo de que é uma
impureza proveniente da carboplatina.

A espectrometria de massas é essencial para a industria farmacéutica, pois
permite a deteccdo, quantificacdo e analise de impurezas, assegurando a
qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos. Sua habilidade de identificar
substancias em concentracfes muito baixas e detectar impurezas inesperadas é
crucial para atender aos padrdes regulatérios, mantendo a confianca do consumidor
na integridade dos produtos. Além disso, essa técnica desempenha um papel
importante em todas as fases do desenvolvimento e aprimoramento da pesquisa no

ambiente farmacéutico.
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