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RESUMO

INVESTIGACAO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL POR LC-MS/MS E RMN !H DE
IMPUREZAS DESCONHECIDAS DE RAMIPRIL PELLET GERADAS EM ESTUDO DE
DEGRADACAO FORCADA. O desenvolvimento de um produto farmacéutico compreende
etapas multidisciplinares, indo desde estudos de compatibilidade entre o insumo
farmacéutico ativo (IFA) e as demais matérias-primas (excipientes) a estudos de degradacéo
forcada com o medicamento final (produto acabado), dentre outros. Estudos de degradacéao
forcada compreendem uma gama de ensaios que visam expor o medicamento a diferentes
condi¢cOes de estresse, a fim de se verificar tanto a estabilidade quimica do IFA quanto a
formacéao de produtos de degradacéo (também conhecidos como impurezas). O controle da
formacdo de impurezas, sejam elas advindas do processo ou formadas durante a vida de
prateleira (shelf life) do produto sédo de suma importancia, pois podem comprometer a saude
do paciente e impactar tratamentos em andamento. O entendimento prévio da formulacao
viabiliza todo o ciclo de vida de um produto farmacéutico, uma vez que a reprovacao de lotes
produtivos ou lotes em comercializacdo podem trazer prejuizos aos fabricantes e risco aos
pacientes. Foi verificado que, sob condi¢Bes de estresse térmico e Umido, o principio ativo
ramipril, apresentado sob forma de pellets (micro-esferas de sacarose e amido de milho)
sofre reacfes de degradacdo gerando impurezas acima do limite de especificacdo predito
em legislacdo para impurezas desconhecidas. Uma vez que esta condicdo pode ser
correlacionada as condic6es de estabilidade prevista em legislacéo (30°C e 75% de umidade
relativa por 24 meses), existe um risco para o produto ao término do estudo. Desta forma, o
presente trabalho teve como foco a elucidacéo estrutural de duas impurezas utilizando-se
das técnicas de espectrometria de massas com fragmentacdo sequencial e ressonancia
magnética nuclear. Foi possivel identificar as estruturas quimicas das impurezas majoritarias
de maneira conclusiva, verificando-se tratar de uma reacédo de transesterificacdo entre o
alcool primario do mondémero de frutose da sacarose (em suas duas formas anoméricas)

proveniente dos pellets e o ramipril.



ABSTRACT

INVESTIGATION AND STRUCTURAL ELUCIDATION BY LC-MS/MS AND NMR H OF
RAMIPRIL PELLET'S UNKNOWN IMPURITIES GENERATED BY FORCED
DEGRADATION. The development of a pharmaceutical product comprises multidisciplinary
steps, coming from compatibility studies between the active pharmaceutical ingredient (API)
and the other raw material (excipients) to studies of forced degradation with the final product
among others. Forced degradation studies comprise a range of assays aiming to expose the
medicine to different stress conditions in order to guarantee both chemical stability of the API
and the formation of degradation products (also known as impurities). The control of
impurities’ formation, whether coming from the process or formed during the shelf life of the
product are of such importance as they may compromise the health of patient and impact on
treatment in progress. The previous understanding of the formulation enables the entire
lifecycle of a pharmaceutical product, once the loss of productive lots or lots in
commercialization can cause financial impacts to the manufacturers and risk to the patients.
It has been found that under thermal and humid stress conditions, the API ramipril presented
in the form of pellets (sucrose and corn starch microspheres) undergoes degradation
reactions generating impurities above the specification limit predicted in legislation for
unknown impurities. Since this condition can be correlated to stability conditions predicted in
legislation (30°C and 75% relative humidity for 24 months), there is a risk to the product at
the end of the study. Thus, the present work focused on the structural elucidation of two
impurities using mass spectrometry techniques with sequential fragmentation and nuclear
magnetic resonance. It was possible to identify the chemical structures of the majority
impurities in a conclusive way, being verified a transesterification reaction between the
primary alcohol of the sucrose’s fructose monomer (in its two anomeric forms) from the pellets

and ramipril.
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1. INTRODUCAO
1.1. CONTEXTO FARMACEUTICO

O mercado farmacéutico brasileiro deve avancar da sexta posi¢cdo no ranking mundial,
que ocupa hoje, para a terceira até o ano de 20221, As industrias farmacéuticas desenvolvem
e langam cada dia mais novos medicamentos no mercado nacional. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa)? é responsavel, dentre outras atribuicGes, pelo registro do
medicamento, que € o ato por meio do qual ela autoriza a comercializacao deste produto,
mediante “avaliacdo do cumprimento de carater juridico-administrativo e técnico-cientifico
relacionada com a eficacia, seguranga e qualidade destes produtos” segundo o Decreto n°®
3.961 de 10 de outubro de 2001, revogado pelo Decreto n° 8.077 de 14 de agosto de 2013.
A analise da documentacao referente a Tecnologia Farmacéutica de um processo de registro
de medicamento novo, genérico ou similar é atribuicdo da Geréncia de Avaliacdo de
Tecnologia de Registro de Medicamentos Sintéticos - GRMED.

O registro de medicamentos novos, genéricos e similares é regulamentado pela RDC n°
60, de 10 de outubro de 2014, cuja vigéncia se iniciou em 11 de janeiro de 20152, Para tal
registro uma série de documentos técnicos gerados durante o desenvolvimento do
medicamento compde um dossié que deve ser apresentado para avaliagdo. Dentre esses
documentos um estudo de estabilidade do produto precisa ser realizado seguindo critérios
descritos na RE n° 01/054, que em breve sera substituido pelo Guia de estabilidade® em
publicacdo pela Anvisa. Também é necessario que se conduzam ensaios de degradacao
forcada nos medicamentos, em acordo com a RDC n° 53 de 4 de dezembro de 20158, de
modo a obter-se um melhor entendimento das rotas de degradacé&o do produto e os produtos
gerados.

Dados do Governo do Estado mostram que no Brasil, 300 mil pessoas sofrem infartos
todos anos sendo 30% dos casos fatal. Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude,
doencas cardiovasculares representam a principal causa de morte do mundo, sendo que em
2016, 17 milhdes de pessoas foram vitimas de doencas como derrames e ataques
cardiacos’. A Libbs, industria farmacéutica 100% brasileira fundada em 1958, conta com um
amplo portfolio de especialidades (oncologia, ginecologia, cardiovascular, dermatologia,
respiratdria, neurologia e transplantes), com mais de produtos 90 produtos em 200
apresentacdes. Com os setores produtivos e de pesquisa no complexo de Embu das Artes

(SP) e sede administrativa na cidade de Sao Paulo, tem como propdsito contribuir para que



as pessoas alcancem uma vida plena. O Centro de Desenvolvimento Integrado (CDI) é o
complexo de laboratdrios responsavel pelas pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de
novos produtos e rotas de sintese de principios ativos. As etapas analiticas sdo conduzidas
em paralelo ao desenvolvimento do produto, de modo a garantir a qualidade e robustez do
processo produtivo. O setor de Desenvolvimento Analitico (DA) é responsavel pelo
desenvolvimento de métodos analiticos de matérias-primas e produtos acabados, e
juntamente ao setor de Desenvolvimento Galénico (DG) — responséavel pelo desenvolvimento
das formulacdes e processos produtivos — avalia toda a etapa de desenvolvimento do
produto e conduz as investigacdes necessarias de modo a garantir principalmente a
gualidade do produto farmacéutico em termos da estabilidade quimica do principio ativo e
formacao de impurezas.

O segmento industrial farmacéutico € conhecido pelo alto rigor em legislacbes que
servem como diretrizes para garantir, principalmente, a qualidade e seguranca dos
medicamentos comercializados para a populacdo. Ao redor do mundo, diversos 0rgaos
reguladores se fazem presentes e continuamente sdo estabelecidas resolu¢cées quanto a
conducéo das etapas para o registro de um medicamento.

O FDA?® (U.S. Food and Drug Administration) é o organismo governamental norte-
americano responsavel pelo controle e fiscalizacédo de alimentos e medicamentos. O ICH®
(International Council on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use) é a entidade de reconhecimento mundial que une 6rgaos
reguladores dos Estados Unidos, Europa e Japdo. No Brasil, a Anvisa € a agéncia
responsavel pelo controle sanitario da producéo, consumo e servico de medicamentos e é o
orgado que concede o registro para a venda e distribuicdo a populacdo. Suas resolucdes
estdo, em grande parte, harmonizadas com os guias do ICH, FDA e as farmacopeias
americana'® (USP), britanical! (BP) e europeia? (EP).

A estabilidade de farmacos é um parametro chave de qualidade, sendo definido como o
tempo em que o medicamento mantém integralmente suas propriedades dentro dos limites
de especificacdo estabelecidos, sendo a maneira com que se define seu prazo de validade.
Em 2005, a Anvisa publicou a RE n° 01/05, um guia para a realizacdo de estudos de
estabilidade em farmacos. Os estudos de estabilidade sdo divididos em estudos de
estabilidade de longa duracéo e estabilidade acelerada e fornecem resultados acerca da
estabilidade do principio ativo dentro da formulacdo final embalada. Nesta resolucéo ja
constavam regulamentacdes acerca da quantificacdo de produtos de degradacdo nos

ensaios de estabilidade, porém, a forma como os experimentos deveriam ser conduzidos



nao eram detalhadamente explicados, gerando duvidas e diferentes interpretacdes sobre os
ensaios que deveriam ser realizados.

Buscando sanar as duvidas quanto & maneira como os ensaios de degradacgédo forcada
deveriam ser conduzidos, em 2008, a Anvisa emitiu o Informe Técnico n° 01/08'3, que definiu
como e quais as condi¢cOes de estresse deveriam ser empregadas, bem como 0s prazos
para adequacéo. Porém, ndo foram consideradas a grande gama de moléculas disponiveis
e suas caracteristicas intrinsecas, dificultando a elaboracdo de um Unico protocolo de
degradacdo para ser aplicado a qualquer produto, gerando questionamentos pelas industrias
farmacéuticas. Foram levantados pontos a respeito de uma melhor diretriz para a conducéo
dos estudos, bem como prazos adequados para a conclusdo dos testes. Tais
guestionamentos levaram ao cancelamento do Informe Técnico n° 01/08 no mesmo ano de
sua publicagéo.

Em 2013, a Anvisa publicou a RDC n° 58/13%4, resolucédo que estabeleceu os parametros
para a notificacéo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos
com substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos, genéricos e
similares, e novamente o foco voltou-se aos produtos de degradacéo e as formas como
conduzir os ensaios. Os produtos de degradacdo sdo impurezas resultantes de alteracdes
guimicas que surgem durante a fabricacdo ou armazenamento do medicamento. Esta
resolugdo passou por Consulta Publica (CP n° 68/14)*° tendo sido amplamente discutida e
atualizada para sua verséo final, na RDC n° 53/15. Esta Resolug&o preconiza o estudo de
estresse para o desenvolvimento de um método indicativo de estabilidade com o objetivo de
conhecer os principais degradantes formados no produto, e também entender a labilidade

do principio ativo administrado.

1.2. ESTUDOS DE ESTABILIDADE E DE DEGRADACAO FORCADA

Os estudos de degradacao forcada podem auxiliar a estabelecer as vias de degradacgéo
de um medicamento, a estabilidade intrinseca da molécula, e validar a capacidade indicativa
de estabilidade dos procedimentos analiticos que serdo empregados no acompanhamento
da qualidade do produto acabado. Com a publicagdo da RDC n°® 53/15, as empresas
farmacéuticas adquiriram uma melhor compreensao de como realizar estes estudos.

Foram esclarecidos termos que, até entdo, levantavam questionamentos e diferentes
interpretacbes, como por exemplo: O perfil de degradacdo (perfil de impurezas de

degradacdo), é tido como o conjunto de todas as impurezas que podem vir a ser formadas



a partir da molécula do ativo principal, geralmente por condicdes de armazenamento e
estocagem. Ja o estudo de degradacdo forcada, sdo efetivamente os procedimentos
experimentais realizadas com o intuito de forcar a degradacéo do farmaco para a avaliacao
das impurezas geradas acompanhado do método analitico validado segundo protocolos de
validagéo6:16:17:40,

Os produtos de degradacdo sdo impurezas oriundas de reacdes quimicas que um
medicamento pode sofrer com exposi¢cado a luz, temperatura, umidade, etc. Também é
possivel que interacbes entre farmaco e excipientes levem a formacdo de produtos de
degradacéao. Condices de armazenamento e estocagem, reagcdes com oxigénio ou reacdes
com embalagens metalicas, também podem levar a degradacédo de um medicamento®.

Como exemplo, pode-se considerar um produto que, durante um experimento de
degradacdo em condicdes acidas (HCI 0,1N a 25°C por 14 dias) levou a formacao do produto
X. Este mesmo produto, quando estressado em condicfes basicas (NaOH 0,1N a 25 °C por
14 dias), levou a formacéo dos produtos Y+Z. Desta forma, o perfil de degradacéo forcada
do produto € tido como X+Y+Z e € necessario que o método analitico se mostre seletivo
para a quantificacao de todos os produtos gerados.

As condicdes de estresse definidas na resolucao séo hidrolise acida e basica, oxidacao,
fotdlise, aquecimento, umidade e interacdo com metais e englobam os meios através dos
quais um farmaco pode ser degradado. Tais produtos devem ser notificados, identificados
e/ou qualificados de acordo com sua concentracdo encontrada. Baseado na dose maxima
diaria, sdo estabelecidas as especificacbes maximas de impurezas permitidas na
formulacéo®1/'8 sendo classificadas como desconhecidas, conhecidas e qualificadas. Via
de regra, as impurezas desconhecidas possuem o menor limite de especificacédo, e uma vez
conhecida sua estrutura quimica (por caracterizacdo quimica completa) seu limite minimo
pode ser elevado de acordo com a tabela presente na RDC 53/15. Caso a substancia passe
por um estudo toxicoldgico e seja comprovada a auséncia de risco, a impureza € tida como
qualificada e seu limite pode ser elevado através deste estudo e justificativas técnico-
cientificas.

Os estudos de estabilidade e de degradacgao for¢cada sao, idealmente, conduzidos em
etapas iniciais do desenvolvimento, e norteiam as etapas de decisdo quanto aos melhores
protétipos de produto, em termos de estabilidade quimica e menores quantidades de
impurezas. Em muitos casos, as condi¢coes de degradacéo forcada sédo mais agressivas

frente as condi¢fes de estabilidade, de 30°C, 75% de umidade relativa (U.R.) por 24 meses.



Ha casos em que condi¢cGes simuladas de estresse podem representar realisticamente
uma condicado de estresse branda como é o caso da estabilidade, mas com uma cinética
acelerada. As condi¢fes térmicas e Umidas como o caso da estabilidade acelerada (40°C,
75% U.R. por 6 meses) e degradacdo a 70°C, 75% U.R. por 14 dias (ou menos) podem
representar de maneira bastante confiavel a condicdo de estabilidade ao término de 24
meses. Produtos de degradacéo formados nestas condic6es podem representar certo risco
ao produto e via de regra busca-se o entendimento sobre sua rota de formagéo e formas de
mitigacao. Estudos prévios podem gerar significativo entendimento sobre a formulagéo em
desenvolvimento e sua estabilidade frente diversas condicdes.

O limite de especificacdo de impurezas conhecidas e desconhecidas para um insumo
farmacéutico ativo deve ser tracado baseado nas especificagdes previstas nos guias do ICH
(guia Q3A)'° levando em consideracdo a dose maxima diaria do principio ativo a ser
administrado (Tabela 1.1).

TABELA 1.1. Célculo dos limites de notificacdo, identificacéo e qualificacéo de produtos de degradagdo em farmacos.

Dose méaxima diariat Limites?
Limite de notificacdo < 19 0,1%
> 1g 0,05%
<1lmg 1,0% ou 5ug ATD, o que for menor
- 0,
Limite de identificacaio 1mg-10mg 0,5% ou 20ug ATD, o que for menor
>10mg-29 0,2% ou 20mg ATD, o que for menor
>29 0,1%
<10mg 1,0% ou 50pg ATD, o que for menor
Limite de qualificacdo 10mg-100mg 0,5% ou 200pg ATD, o que for menor
>100mg-2g 0,2% ou 3mg ATD, o que for menor
>29 0,15%
1 - Quantidade maxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia. 2 - Limites dos
produtos de degradacgdo séo expressos como a percentagem do insumo farmacéutico ativo ou
como a administracao total diaria (ATD) de um produto de degradacéo.

Para um medicamento em que a dose maxima diaria prevista em bula é de 10 mg

(como o ramipril), observa-se os seguintes limites:

Limite de Notificagao: 0,1%
([ ]

Limite de Identificacao: 0,2%

Limite de Qualificacédo: 0,5%




Desta forma, impurezas que excedam o limite de 0,1% devem ser notificadas como
impurezas desconhecidas. Impurezas presentes em 0,2% a 0,5% devem ser identificadas
por caracterizacao quimica (ter sua estrutura quimica elucidada) e impurezas que excedam
0,5% em relacdo ao pico do principio ativo devem ser qualificadas quanto ao risco

toxicologico através de testes in-vivo.

1.3. RAMIPRIL PELLET

A definicao estratégica da Libbs para a producéo do ramipril em pellets (micro-esferas de
sacarose + amido) se deu devido as vantagens que a utilizacdo de farmacos nesta forma
farmacéutica traz em termos de processabilidade e manuseio entre diferentes produtos da
mesma linha medicamentosa?.

De maneira geral, medicamentos podem ser entendidos como sistemas de liberacao de
farmacos, e, podem ser apresentados em diferentes formas farmacéuticas, tais como
comprimidos, cépsulas, solucdes, suspensdes, emulsbes, sprays inalatorios, adesivos
transdérmicos, dentre outros. As caracteristicas fisico-quimicas do IFA, juntamente ao seu
mecanismo de acao no organismo auxiliam na definicdo da via de administracao e a forma
farmacéutica a ser desenvolvida?':2627,

Atualmente existem inUmeras formas farmacéuticas para administracdo oral, e os pellets
(Figura 1.1) tem ganhado atengéo, uma vez que apresenta diversas vantagens, tais como a
possibilidade de associar dois ou mais principios ativos ndo compativeis em um mesmo
produto, a utilizacdo do mesmo pellet em diferentes associacdes, e também a praticidade na
producédo de diferentes dosagens para adultos e criancas por exemplo. Sao micro-esferas
obtidas por processos de extrusao e esferonizacao, e o principio ativo pode estar contido no
nucleo do pellet ou aplicado superficialmente em um pellet de nudcleo inerte (geralmente de

sacarose e amido de milho).?%:22.23.24.25

B~
I:I Nuicleo inerte

@ (b)
FIGURA 1.1. Representacao esquematica de um (a) Pellet de IFA + excipientes e (b) Pellet inerte com IFA revestido
superficialmente.



Atualmente a Libbs dispbe de um amplo portfolio de medicamentos no segmento
cardiovascular, e o ramipril € administrado tanto isoladamente na forma de comprimidos
(Naprix) ou também associado ao benzilato de anlodipino (Naprix A) ou a hidroclorotiazida
(Naprix D) na forma de capsulas?®. O processamento do ramipril (revestimento superficial do
IFA em pellets de sacarose) facilita a producdo dos medicamentos da linha Naprix A e D,
uma vez que as diferentes dosagens sao produzidas alterando-se a quantidade dos pellets
gue sao encapsulados.

Concomitantemente ao desenvolvimento do produto ocorre o desenvolvimento de um
meétodo analitico indicativo de estabilidade, e uma das premissas para tal, € que o0 método
atenda aos critérios descritos na RDC n° 53/15. O entendimento quimico a respeito do
principio ativo e seus possiveis degradantes € mandatério, dessa forma, a quimica orgéanica
tedrica aliada as técnicas instrumentais analiticas desempenham papel fundamental nos
laboratérios de desenvolvimento farmacéutico®2%30:31,32,33,34,35,

O ramipril € um pro-farmaco e seu metabdlito ativo, ramiprilato, possui acdo anti-
hipertensiva (Figura 1.2). O exato mecanismo da a¢éo ainda é desconhecido, todavia sabe-
se que esté relacionado com a inibicdo competitiva da enzima de converséo da angiotensina
| (ECA), que bloqueia a formacdo da antiotensina Il, agente vasocontritor, prevenindo a
degradacdo da bradicinina, substancia vasodilatadora. A diminuicdo na concentracdo da
angiotencina |l resulta também no aumento da atividade plasmética de renina, devido a

eliminacdo do feedback negativo da liberagdo da renina e da secrecdo direta de

aldosterona?s.
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FIGURA 1.2. Estrutura molecular do ramipril e seu metabdlito ativo ramiprilato.

E denominado quimicamente como (2S,3aS,6aS)-1-carboxila-3fenilpropilalanil
octahidrociclopenta[b]pirrol-2-a4cido carboxilico, 1-etil-éster; sua férmula empirica é
C23H32N205 e seu peso molecular 416,5 g/mol. E uma molécula ionizavel, com 1 carboxila
acida (ioniza adotando carga negativa) e 1 amina secundaria basica (ioniza adotando carga
positiva) com valores de pKa e de distribuicdo de cargas conforme a seguir (Figuras 1.2 e
1.3)%6,
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FIGURA 1.3. Distribui¢céo de cargas e valores de pKa para o ramipril.

Conforme pode-se visualizar na Figura 1.4, que compara a porcentagem de distribuicéo
das microespécies de ramipril em funcdo do pH, o ramipril somente encontra-se na sua forma
neutra na faixa de pH entre 3,0 — 6,0. Todavia, por ser um zwitterion, sua forma neutra possui
cargas opostas em diferentes atomos na mesma molécula, ou seja, nessa faixa de pH a
amina secundaria esta protonada e o acido carboxilico desprotonado. Ja na faixa de pH
entre 0-4 predomina a microespécie ionizada com carga positiva na amina secundaria, e a
partir do pH 5,0 predomina a microespécie ionizada com carga negativa na hidroxila do acido
carboxilico.

H,C

40

Microspecies disinbution

0 2 - 6 8 10 12 14
pH
FIGURA 1.4. Distribuigado de microespécies de ramipril de acordo com o pH.



O ramipril possui 8 grupamentos funcionais passiveis de degradacdo, conforme

demostrado abaixo (Figura 1.5).

Hidrolise do éster «— 1

Oxidacao benzilica

Lactamizacao

Hidrélise da amida

FIGURA 1.5. Grupamentos funcionais do ramipril susceptiveis a degradacgéo.

O grupamento acido carboxilico é susceptivel a descarboxilacdo ou lactamizacéo
intramolecular em meio acido e basico gerando a respectiva d-lactona. As farmacopeias
americana e britanica reportam duas impurezas conhecidas do ramipril, a impureza D
proveniente de uma lactamizacédo intramolecular e a impureza E proveniente da hidrdlise do
éster (Figura 1.6)37%8, Os carbonos alfa aos nitrogénios (circulos vermelhos) séo
susceptiveis a epimerizacdo em meio basico. Os hidrogénios benzilicos sdo susceptiveis a
oxidacao, podendo gerar os respectivos alcoois ou cetonas benzilicas. O grupamento éster
e amida sao susceptiveis a hidrélise, podendo gerar os repectivos acidos carboxilicos. O

produto de hidrélise do éster, denominado ramiprilato é o metabdlito ativo do ramipril3435,

H;C._ _O__O
o OH
N CHj
|
O H 0
Impureza D Impureza E

FIGURA 1.6. Impurezas farmacopeicas do ramipril.

O produto Naprix D € composto por pellets revestidos de ramipril e por uma mistura seca
de hidroclorotiazida. Os dois processos sao realizados de maneira independente, sendo que
a juncéo dos dois ativos ocorre apenas no encapsulamento. Por serem dois semi-acabados

distintos e que possuem micro ambientes isolados, a interagdo entre o ramipril e os



excipientes que compdem a hidroclorotiazida (e vice e versa) € muito pequena. Dessa forma,

as unicas interacOes verificadas para cada ativo dizem respeito apenas aos componentes

individuais de cada semi-acabado. A tabela abaixo (Tabela 1.2) apresenta a composi¢ao dos

pellets de ramipril.

TABELA 1.2. Composigéo dos pellets de ramipril.

COPOVIDONA (VA 64)

Componente Percentual na formula (%)
ESFERAS ACUCAR 90% 0,60-0,71MM 78,0
RAMIPRIL (P/ PELLET) 7,6
CARBONATO DE SODIO 1.8
HIPROMELOSE E-15 LV (PREMIUM) 6.3
6,3

Durante o desenvolvimento do estudo de degradacao forcada do produto Naprix D,

verificou-se que o estresse dos pellets de ramipril em meio térmico e Umido (70°C e 75%

U.R. por 6 horas) gerou dois picos cromatograficos correspondentes a impurezas até entéo

desconhecidas (Figura 1.7)%.
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FIGURA 1.7. Cromatograma experimental do estresse térmico e umido (70°C, 75%U.R. por 6 horas) de ramipril pellet.

Método interno FE MA 830720.

As impurezas desconhecidas com tempos de retencdo em 52 e 53 min apresentaram

valores de concentragdo acima do limite de identificacdo de 0,2% (especificagdo para

impurezas desconhecidas) e como a condicdo de estresse utilizada pode representar

realisticamente as condi¢cdes de estabilidade acelerada e de longa duracéo, entende-se a

necessidade de identificacdo das substancias encontradas. De acordo com o artigo 9° da

RDC n° 53/15:
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§ 4° O(s) produto(s) de degradagdo com percentual ou valor correspondente acima dos
limites de identificacdo estabelecidos devera(do) ter sua estrutura quimica identificada e

realizada a quantificagéo individual.

Sendo assim, apos a identificacdo das substancias e mitigado os riscos relacionados ao
seu potencial genotoxico, € possivel estabelecer uma nova especificacdo de acordo com a
Tabela 1.1. Considerando-se a dose maxima diéria de ramipril (10 mg, equivalente a duas
capsulas administradas diariamente), a especificacdo generalista para impurezas pode ser
estabelecida como 0,2% para desconhecidas e 0,5% para conhecidas.

O Guia Pratico n°® 04/2015 fornece diretrizes para a identificacdo e ampliacdo de
especificacdo. Sdo métodos considerados aceitaveis de identificacdo de um produto de

degradacéo:

1. Injecao de um padrao caracterizado ou farmacopeico de uma substancia que tenha o
mesmo tempo de retencdo e o mesmo espectro de UV no meétodo indicativo de
estabilidade;

2. Um mecanismo de degradacdo proposto que leve a uma estrutura confirmada com
uma técnica espectroscopica de caracterizacdo (espectros de massas, de RMN,
infravermelho);

3. Caracterizagdo conclusiva, realizada com pelo menos duas técnicas espectroscopicas

diferentes (espectros de massas, de RMN, infravermelho).
Dessa forma, a identificacdo das substancias via espectrometria de massas (MS) com

fragmentacdo (MS/MS) e/ou ressonancia magnética nuclear (RMN) permite que as opgdes

2 ou 3 sejam empregadas.
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2. OBJETIVOS

Identificar duas impurezas desconhecidas geradas durante o desenvolvimento do estudo
de degradacao forcada do ramipril sob forma de pellets na condicdo de estresse térmico e
Uumido a 70°C, 75% U.R. por 6 horas seguindo as premissas estabelecidas pelo Guia Pratico
n° 04/15.

Propor os mecanismos de formacao das impurezas.

Avaliar as estruturas em relacdo ao potencial mutagénico seguindo as diretrizes da RDC
n° 53/15.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

O estudo de degradacédo forcada e analises por cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas em tandem (LC-MS/MS) foram realizados no Centro de
Desenvolvimento Integrado (CDI) da Libbs Farmacéutica em Embu das Artes, Sao Paulo.
As analises por cromatografia liqguida com extracdo em fase sdlida on-line acoplada ao
ressonancia magnética nuclear (LC-SPE-RMN) foram conduzidas em parceria ao
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) em S&o Carlos, Sao Paulo.

Os solventes organicos (acetonitrila e metanol) foram adquiridos da Merck e a agua
ultrapura do sistema milli-Q da Millipore. O padrao de ramipril (IFA) utilizado corresponde ao
lote 47477 do fabricante Aarti Industries Ltd. O ramipril pellet utilizado no estresse foi o lote
17D0411 e o placebo de ramipril pellet utilizado foi o lote PLA075/17.

Os ensaios de estresse térmico e umido foram conduzidos em camara controlada
(Mecalor, Brasil) mantida a 70°C e 75% U.R. As andlises por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) foram conduzidas com uma coluna analitica Inertsii ODS-3V 5um
250,0x4,6mm (GL Sciences, Japdo) com os seguintes sistemas analiticos: HPLC 1260 com
bomba quaternaria e detector de arranjo de diodos e UHPLC 1290 (Agilent, Estados Unidos)
acoplado ao espectrobmetro de massas modelo TripleTOF 4600 (AB Sciex, Estados Unidos)
com fonte de ionizacéo por electronspray (ESI) e analisadores quadrupolo e tempo de voo
(QToF).

Para a obtencdo dos espectros de RMN 1D e 2D das impurezas desconhecidas, as
amostras de ramipril pellet estressadas foram submetidas ao preparo prévio utilizando-se da
técnica de LC-SPE. O sistema LC-SPE utilizado no laboratério Laboratério de RMN da
UFSCar constitui de um cromatografo 1200 series (Agilent, Estados Unidos) acoplado a uma
unidade Prospekt 2. O HPLC é composto por uma bomba quaterndria e detector de arranjo
de diodos. A unidade Prospekt 2 € constituida por uma bomba extra (K120 Knauer Smartline
Pump Control 100, Bruker Daltonik GmbH, V01.11); um organizador onde s&o alocados o0s
frascos com solventes deuterados e nédo deuterados; unidade trocadora de cartuchos (ACE
— Automatic Cartridges Exchanger — LC-SPE-NMR Interface, Prospekt 2, Bruker Daltonik
GmbH) e unidade de Stopped-Flow (BSFU-HP — Bruker Stopped Flow Unit — High
Performace Bruker Biospin GmbH e valvulas VALCO). Todos os espectros foram obtidos em
um equipamento de 14,1 Tesla (600 MHz para frequéncia do hidrogénio), equipado com uma

sonda criogénica de 5 mm de diametro interno.
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A avaliacdo dos dados e interpretacdo dos espectros de MS e RMN foram realizadas
junto ao Laboratorio de Bioquimica Micromolecular de Microorganismos (LaBioMMi) sob

orientacdo do Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho.
3.1. CINETICA DE FORMAGCAO DAS IMPUREZAS

Buscando maximizar a concentracdo de impurezas na amostra, foi realizado um estudo
cinético de formacédo. Os pellets de ramipril foram estressados a 70°C e 75% U.R. com

aliquotas analisadas em 0, 2, 4, 6, 12, 18 e 24hs.
3.2. METODOLOGIAS ANALITICAS

As andlises foram conduzidas por cromatografia liquida com detector de arranjo de
diodos (LC-DAD) e com deteccdo por espectrometria de massas (LC-MS). O primeiro
método utilizado (método analitico #1) foi empregado tal como descrito no método analitico
interno FE MA 830720 (LC-DAD). O segundo método (método analitico #2) foi utilizado nas
analises por espectrometria de massas (LC-MS). Foram feitas adaptac6es em relacdo ao
primeiro método, com alteracao do gradiente de eluicédo, temperatura da coluna e quantidade
de componentes da fase mével visando adequabilidade ao espectrdmetro de massas. Para
a obtencdo dos espectros de RMN um terceiro método foi utilizado, otimizado para a
concentracdo das substancias nos cartuchos de SPE partir do método analitico #1. As

condi¢Bes cromatograficas estdo descritas a seguir.

3.2.1. DESCRICAO DO METODO ANALITICO #1 (LC-DAD)

TABELA 3.1. Condi¢gBes cromatograficas empregadas no método analitico #1.

Coluna Inertsil ODS-3V 250x4,6mm 5um

Detector DAD A=220nm

Fase movel Fase movel A : Fase movel B (conforme Tabela 3.2)
Diluente Tampao pH 5,5 : ACN (80:20)

Fluxo 1,0mL/min

Temperatura da coluna 55°C

Temperatura do amostrador | 15°C

Volume de injecéo 20pL

Tempo de corrida 100 minutos
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TABELA 3.2. Gradiente de eluicdo empregado no método analitico #1.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase moével B (%)

0 95 5

12 95 5

45 75 25

70 30 70

80 30 70

85 95 5
100 95 5

Preparo das solucdes

Solucédo tampéo pH 5,5: Pesou-se 0,385¢g de acetato de amonio e dissolvido em 1000mL

de agua ultrapura. Adicionou-se volumetricamente 1,0mL de trietilamina e agitou-se até
completa solubilizacéo. O pH foi ajustado para 5,5 com acido acético.

Solucéo organica: Preparou-se uma mistura de acetonitrila e metanol na proporgéao de

60:40 respectivamente. Agitou-se e desgaseificou-se a solu¢cdo com auxilio do ultrassom.

Fase moével A: Preparou-se uma mistura da solucéo tampéao pH 5,5 e da solucao organica

na proporcao de 95:5 respectivamente. A solucdo foi homogeneizada e desgaseificada.

Fase movel B: Preparou-se uma mistura de metanol e acetonitrila na propor¢éo de 60:40

respectivamente. A solucao foi homogeneizada e desgaseificada.
Diluente: Preparou-se uma mistura da solucéo tampéao pH 5,5 e acetonitrila na proporcao

de 80:20 respectivamente. A solucéo foi homogeneizada.

Preparo da amostra

Pesou-se analiticamente 666,67mg de ramipril pellet (equivalente a 50,0mg de ramipril)
e transferiu-se quantitativamente para frasco de vidro. A amostra foi levada a camara térmica
Uumida a 70°C e 75% de U.R. por 6 horas. Adicionou-se 40mL de diluente e levou-se ao
ultrassom por 60 minutos com agitacdes ocasionais. Retirou-se do ultrassom, aguardou-se
a estabilizacdo da temperatura da amostra e completou-se o baldo com diluente. A amostra
foi homogeneizada e deixada em repouso por 10 minutos. Filtrou-se em membrana PVDF
de 0,45um e 25mm, descartando os primeiros 2mL. Concentracéo de trabalho: 1mg/mL de

ramipril.
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3.2.2. DESCRICAO DO METODO ANALITICO #2 (LC-MS/MS)

TABELA 3.3. Condi¢Bes cromatograficas empregadas no método analitico #2.

Coluna Inertsil ODS-3V 250x4,6mm 5um

Detector Espectrémetro de massas (quadrupolo e tempo de voo)
Fase mével Fase mével A : Fase mével B (conforme Tabela 3.4)
Diluente Agua ultrapura : ACN grau MS (80:20)

Fluxo 1,0mL/min

Temperatura da coluna 55°C

Temperatura do amostrador | 15°C

Volume de injecéo 20pL

Tempo de corrida 100 minutos

TABELA 3.4. Gradiente de eluicdo empregado no método analitico #2.

Tempo (min) Fase mével A (%) Fase mével B (%)
0 90 10
10 90 10
60 30 70
75 30 70
80 90 10
100 90 10

TABELA 3.5. Parametros de ionizacao da fonte electronspray.

Modos de ionizacao Electronspray positivo (ESI+) negativo (ESI-)
Fonte de gas 1 (GS1) 50
Fonte de gas 2 (GS2) 40
Gas “curtain”’(CUR) 25
Temperatura da fonte (TEM) 600
Tens&o do capilar (ISVF) +4500 / -4500
Potencial de declusterizacdo (DP) +100/-100
Energia de coliséo (CE) +10/-50

Preparo das solucdes

Solucdo organica: Preparou-se uma mistura de acetonitrila e metanol grau MS na

proporcao de 60:40 respectivamente. Agitou-se e desgaseificou-se a solucdo com auxilio do
ultrassom.

Fase movel A: Pesou-se 0,385g de acetato de amoénio e dissolvido em 1000mL de agua

ultrapura. Adicionou-se volumetricamente 0,4mL de trietilamina e agitou-se até completa
solubilizac&o. O pH foi ajustado para 5,5 com &cido acético. A solucdo foi homogeneizada e
desgaseificada.

Fase movel B: Preparou-se uma mistura de metanol e acetonitrila grau MS na proporcao

de 60:40 respectivamente. A solucéo foi homogeneizada e desgaseificada.
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Diluente: Preparou-se uma mistura de agua ultrapura e acetonitrila grau MS na proporcao

de 80:20 respectivamente. A solucéo foi homogeneizada.

Preparo da amostra

Pesou-se analiticamente 666,67mg de ramipril pellet (equivalente a 50,0mg de ramipril)

e transferiu-se quantitativamente para frasco de vidro. A amostra foi levada a camara térmica

Umida a 70°C e 75% de U.R. por 6 horas. Adicionou-se 40mL de diluente e levou-se ao

ultrassom por 60 minutos com agitagdes ocasionais. Retirou-se do ultrassom, aguardou-se

a estabilizacdo da temperatura da amostra e completou-se o balao com diluente. A amostra

foi homogeneizada e deixada em repouso por 10 minutos. Filtrou-se em membrana PVDF

de 0,22pum e 25mm, descartando os primeiros 2mL. Concentragao de trabalho: 1mg/mL de

ramipril.

3.2.3. DESCRICAO DO METODO ANALITICO #3 (LC-SPE-RMN)

TABELA 3.6. Condi¢Bes cromatograficas empregadas no método analitico #3.

Coluna Inertsil ODS-3V 250x4,6mm 5um

Detector DAD A=220nm

Fase movel Fase mdvel A : Fase movel B (conforme Tabela 3.7)
Diluente Tampéao pH 5,5 : ACN (80:20)

Fluxo 0,6mL/min

Temperatura da coluna 55°C

Temperatura do amostrador | 15°C

Volume de injecéo

60uL

Tempo de corrida

85 minutos

TABELA 3.7. Gradiente de eluigdo empregado no método analitico #3.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase moével B (%)
0 95 5
8 95 5
20 75 25
50 30 70
60 30 70
65 95 5
85 95 5

Preparo da amostra

Pesou-se analiticamente 1333,32mg de ramipril pellet (equivalente a 100,0mg de

ramipril) e levou-se a camara térmica a 70°C por 75% de U.R. por 6 horas. Adicionou-se

40mL de diluente e levou-se ao ultrassom por 60 minutos com agitacdes ocasionais. Retirou-

se do ultrassom, aguardou-se a estabilizacdo da temperatura da amostra e completou-se o
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baldo com diluente. A amostra foi homogeneizada e deixada em repouso por 10 minutos.
Filtrou-se em membrana PVDF de 0,45um e 25mm, descartando os primeiros 2mL.
Concentragao de trabalho: 2mg/mL de ramipril.

A amostra foi submetida a sucessivas injecdes no método de HPLC para posterior
avaliacdo no RMN. Para a pré-concentracao dos analitos de interesse foi utilizado cartucho
SPE de polidivinilbenzeno do tipo HySphere C18 (10um) previamente condicionados com
acetonitrila e equilibrado com agua. Os dois picos foram coletados no modo time slice e
nomeados como banda 1 - b1l e banda 2 - b2. As amostras foram retiradas dos cartuchos,
agrupadas, secas em nitrogénio gasoso e dissolvidas em CDs3OD (metanol deuterado).
Todos os espectros foram obtidos em um equipamento de 14,1 Tesla (600MHz para
frequéncia do hidrogénio), equipado com uma sonda criogénica de 5 mm de diametro
interno. Dissolveu-se todo o material retido nos cartuchos de SPE em metanol deuterado
(Across Organic lote A0359304) com aproximadamente 60uL e, inseridos em um capilar de
3mm de diametro, usando como referéncia interna o sinal do solvente e mantendo-se a
temperatura de 298K durante todos os experimentos. Os principais parametros utilizados na
aquisicdo e no processamento dos espectros encontram-se listados juntamente com o0s

mesmaos.

3.3. IDENTIFICACAO POR LC-MS/MS

Uma vez que o método desenvolvido utiliza uma quantidade elevada de trietilamina, que
possui relatos documentados de supressao do sinal do espectrometro de massas e que pode
contaminar a fonte de ionizacéo, optou-se por adaptar o método cromatografico utilizado (FE
MA 830720) reduzindo-se de 0,1% para 0,04%. Adequacdes adicionais ao gradiente foram
realizadas com o intuito de promover uma maior ionizacdo dos analitos. Os demais
parametros cromatograficos mantiveram-se inalterados. Acoplado em série ao detector de
arranjo de diodos (DAD), utilizou-se um espectrometro de massas TripleTOF 4600 (AB
Sciex, Estados Unidos), com analisadores do tipo quadrupolo e tempo de voo em tandem.
O modo de ionizacao utilizado foi ESI (Electronspray lonization), com polaridades positiva e
negativa e foram avaliadas as melhores condi¢cdes de ionizagdo e fragmentacdo das
moléculas atraves da utilizacado de rampas de energia de colisdo e alteracédo de parametros

de ionizacao.
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3.4. AVALIACAO IN-SILICO DO POTENCIAL MUTAGENICO

Visando assegurar qualidade, eficacia e seguranca do medicamento, foram realizadas
predic¢des in-silico do potencial mutagénico para as estruturas identificadas. Foram utilizados
os softwares de predicdo Derek (que baseia-se em predi¢des de mutagenicidade bacteriana)
e Sarah (que baseia-se em predi¢cdes por alertas estruturais presentes em literatura), em
conformidade com procedimentos preconizados em guias internacionais especificos, como
o ICH M7. As predicdes realizadas sédo capazes de apontar a molécula em avaliagdo com

potencial mutagénico pela presenca de alertas estruturais positivos ou negativos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO CINETICO DE FORMACAO DAS IMPUREZAS

Conforme observado nos estudos de degradacédo forcada (EDP 012_17), embora a
concentracdo das impurezas desconhecidas seja relativamente baixo (aproximadamente
0,3%) esta quantidade excede os limites de especificacdo para impurezas desconhecidas.

Uma vez que o interesse tornou-se a elucidagao estrutural das impurezas, avaliou-se o
tempo de reacado de degradacéo forcada visando aumentar a concentracdo das impurezas
para obtencdo de um melhor sinal no espectrémetro de massas. Conforme mencionado no
item 3.1. amostras foram levadas ao estresse térmico Umido a 70°C, 75% U.R. em tempos
de 0, 2,4, 6, 12, 18 e 24 horas, conforme ilustrado abaixo (Figura 4.1).

Ramipril pellet 70°C / 75%U.R

o o
w =

% de formacao
o
%]

0,1 -

0,0
0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)
®— Impureza Desconhecida 1

Impureza Desconhecida 2

FIGURA 4.1. Cinética de formacao das impurezas desconhecidas a 70°C, 75% U.R. em 24 horas.

N&o verificou-se um aumento expressivo na concentracao das impurezas de interesse
durante o estudo cinético. O tempo de reacdo de 6 horas, correspondente a formacgéo de
aproximadamente 0,3% de impurezas foi mantido para posteriores experimentos. Foi
possivel observar que a formacgéo das impurezas ndo ocorre com o aumento do tempo, fato
que fornece subsidios para prever que, nas condi¢des reais de estabilidade, as impurezas
podem atingir um maximo de formacdo e ndo excederem os limites de especificacao

desejados através desta investigagao.
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Ramipril Pellet 70°C / 75%U.R.
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FIGURA 4.2. Cinética de formacao da impureza E a 70°C, 75% U.R. em 24 horas.

Também foi possivel observar que a reagdo mais susceptivel a ocorrer nestas condi¢cdes
de estresse é de fato a conversao do ramipril para o ramiprilato (também conhecido como
impureza E) através da hidrélise do éster (Figura 1.2). O mesmo estudo cinético foi
conduzido para a impureza E em termos de porcentagem de formacao ao longo do tempo
(0, 2, 4, 6,12 e 24hs) nas mesmas condi¢des de estresse citadas anteriormente (Figura 4.2).
Desta forma-se, entende-se que uma vez formada uma quantidade de tais impurezas, a
mesma estabiliza-se e ndo continua sendo gerada ao longo do tempo, podendo até mesmo
ser degradada conforme observado na Figura 4.1 por uma queda sutil de concentracao entre
12 e 24 horas.

4.2. ADEQUACAO DO METODO PARA LC-MS/MS

Primeiramente, avaliou-se a aplicabilidade do método adaptado na deteccédo e
guantificacdo das impurezas desconhecidas. Para isso, a mesma amostra foi analisada
pelos dois métodos e seus resultados comparados. A Figura 4.3 apresenta os resultados da
comparacao.

Observa-se que um deslocamento ocorre para todos os picos do cromatograma. No
entanto, a ordem de eluicdo néo foi afetada. Dessa forma, o método mostrou-se aplicavel

para uso durante a investigagao.

21
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FIGURA 4.3. Comparagéo entre o método FE MA 830720 (em azul) e o proposto para LC-MS/MS (em vermelho).
Detecgéo por UV a 220nm.

4.3. IDENTIFICACAO E PROPOSTA ESTRUTURAL POR LC-MS/MS

A Figura 4.4 apresenta a sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos em UV 220nm das
amostras controle e estressada (70°C, 75% U.R. por 6 horas). Observa-se, na amostra

estressada, o aumento de dois picos com tempos de retencdo 35,5 e 36,4 minutos,
respectivamente.

[ JOWC of DAD Spectral Data: 220 0 to 221 .0 nm from Sample 1 (Rami Pellet 70-75-8h) of 180208 wiff Max. 2789 No.

204 m— Amostra inicial

- Amostra estressada

Impureza E
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/ Desconhecidas
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Absorbance, mAU

200 1.0 220 33.0 4.0 35.0 8.0 270 280 290 40,0 410 420 430 440 45.0 480 470
Time. min

FIGURA 4.4. Sobreposicao dos cromatogramas UV 220 nm da amostra inicial de ramipril pellet (em vermelho) e da
amostra estressada a 70°C, 75% U.R por 6 horas (em azul).

Uma vez que o espectrometro de massas foi operado em modo Scan (possibilitando a

obtencao de espectros de varredura de massas), 0s espectros de massas nos tempos de
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retencdo mencionados, além do espectro de massas do ativo ramipril (para comparacao),

foram obtidos. Os espectros sdo apresentados nas Figuras 4.5 (polaridade negativa) e 4.6

(polaridade positiva).

-TOF MS: 53.7262 min from Sample 1 (Rami Pellet 70-75-6h) of 180208 wiff Max. 1.8e5 cps
a=573393042136685800e-004, t0=1.82605279267768400e+000 (DuoSpray ()}
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FIGURA 4.5. Espectros de massas, no modo negativo, obtidos para o (a) ramipril, o (b) pico em 36,4 minutos e o (c) pico
em 35,5 minutos.
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FIGURA 4.6. Espectros de massas, no modo positivo, obtidos para o (a) ramipril, o (b) pico em 36,4 minutos e o (c) pico
em 35,5 minutos.

Observa-se, primeiramente, que ambos 0s picos das impurezas apresentam o mesmo
fragmento majoritario: 711,3Da para o modo negativo e 713,3Da para o modo positivo. O
aumento de massa observado para as impurezas, em relacdo a massa do ativo ramipril (que
€ de aproximadamente 416Da) foi de 296Da.
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As Figuras 4.7 e 4.8 apresentam os cromatogramas de massas em XIC (extracted ion
chromatogram - ferramenta que mostra apenas as massas selecionadas) para as razdes
massa/carga (m/z) 711Da (modo negativo) e 713Da (modo positivo) da amostra de ramipril
pellet estressado. De fato, os ions foram observados apenas nas regides com mesmo tempo
de retencdo das impurezas (conforme Figura 4.4), indicando que os ions sdo realmente
originarios das impurezas e ndo fruto de contaminacéao.

Adicionalmente, os resultados indicam que a massa molecular de ambos os picos

investigados € de 712Da.

[W iC of TOF M= 711 to 713 Da from Sample 1 (Rami Pellet 70-75.6h) of 180208 Wiff DucSpray (), Smostned Max. 1.2e5 cps.

26.42
1205 36.57.,

Intensity, cps

2,004 /\
0.00 ﬂ

FIGURA 4.7. Cromatograma XIC da massa 711Da (modo negativo) da amostra de ramipril pellet estressada.
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FIGURA 4.8. Cromatograma XIC da massa 713Da (modo positivo) da amostra de ramipril pellet estressada.

Como o mesmo valor de massa foi identificada nos dois modos de ionizacdo, a
possibilidade de que esse resultado seja devido a um aduto formado entre a impureza e um
dos componentes da fase movel € consideravelmente reduzida. Dessa forma, mais
experimentos foram realizados com intuito de obter informacdes estruturais a respeito das
impurezas desconhecidas. Para tal, a amostra estressada foi analisada novamente com o
espectrometro de massas operando em modo Product lon, no qual é possivel filtrar massas
especificas no primeiro analisador (quadrupolo) e fragmenta-las posteriormente na cela de
colisdo, resultando em informacgOes ricas a respeito de grupos funcionais e estrutura

molecular.

24



Deste modo, um cromatograma foi adquirido no modo negativo com filtro para as massas
711,3Da e 415,2Da, para comparacdo entre o padrdao de fragmentacdo das impurezas
desconhecidas e do ativo ramipril.

As Figuras 4.9 e 4.10 apresentam o espectro de fragmentagédo da molécula de ramipril e
a sua interpretacao, respectivamente. A elucidacdo estrutural dos fragmentos de ramipril €
importante pois pode fornecer indicios a respeito das regides da molécula que foram alvo

das reacdes que geraram as impurezas desconhecidas.

~TOF Product (415 2) -32 0000 Volts from Sample 2 (Rampa_CE_Rami_Neq) of 180221 wiff Max_ 1089.0 cps
a=5.73409218145415740e-004, tD=1.86432597471759110e+000 {DuoSpray ())
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FIGURA 4.9. Padrédo de fragmentacdo da molécula ramipril obtido no experimento Product lon.
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FIGURA 4.10. Proposta apresentada para a fragmentacdo do IFA ramipril.

Na Figura 4.11 sédo apresentados os espectros de fragmentacao obtidos para os picos
das impurezas desconhecidas. E possivel observar diversos fragmentos em comum em
relacdo ao padrdo de fragmentacéo do ativo ramipril, como: 387Da, 369Da e 154Da, o0 que

corrobora a hipétese de que as impurezas desconhecidas sédo provenientes dele.
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FIGURA 4.11. Padrao de fragmentacao obtido para o (a) pico em 36,4 minutos e para o (b) pico em 35,5 minutos.

Para a determinacdo de possiveis estruturas para as impurezas desconhecidas

investigadas, diversos fatores foram levados em consideragao:

- Interacdo entre o principio ativo e os excipientes: o ramipril € aplicado a pellets cuja
composicao consiste em sacarose e amido.

- As impurezas desconhecidas sdo formadas somente nas amostras de ramipril pellet por
degradacéo forcada, submetendo-as a estresse térmico e Umido, mas nao sao formadas em
ramipril IFA isolado ou placebo de pellets isolado (Figura 4.12).

- Fragmentos em comum ao ramipril foram gerados quando as moléculas foram
fragmentadas seletivamente no QToF (modo Product lon);

- Espectros de UV semelhantes foram obtidos para o ativo ramipril e as impurezas

desconhecidas (Figuras 4.13, 4.14 e 4.15), sugerindo a nado altera¢do de grupos croméforos.
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FIGURA 4.12. Comparacao dos cromatogramas XIC em 711Da (modo negativo) de ramipril pellet (em azul), ramipril puro
(em vermelho) e placebo de pellets (em verde) estressadas a 70°C, 75% U.R. por 6 horas.

As amostras foram analisadas no modo XIC com filtro de massas para 711Da. Uma vez

verificada a ndo formacdo das impurezas no IFA isolado e no placebo de pellets, e

considerando o fato da impureza possuir massa molecular maior do que o ramipril, sugere-

se que a reacao ocorre entre o ramipril e algum componente da formulacao.

220 240 280 280

300 320 340 3280 380 nm

FIGURA 4.13. Espectro de absorcdo UV do ramipril.
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FIGURA 4.14. Espectro de absorcdo UV da impureza com tempo de reteng&o de 35,5 minutos.
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FIGURA 4.15. Espectro de absor¢do UV da impureza com tempo de retencao de 36,4 minutos.

Desta forma, analisou-se na molécula do ramipril os possiveis sitios nucleofilicos e
eletrofilicos que permitiriam uma reacdo direta com outra estrutura (excipientes e/ou
contaminantes dos excipientes). Verificou-se que o ramipril possui um sitio nucleofilico
(amina secundaria) e trés sitios eletrofilicos (amida, éster e acido carboxilico), conforme

demonstrado na Figura 4.16.
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Amina secundaria
FIGURA 4.16. Regides de eletrofilicidade e nucleofilicidade presentes no ramipril.

A avaliacao tedrica dos excipientes indica que a sacarose (Figura 4.17), por apresentar
trés alcoois primérios, pode atuar como agente nucleofilico em substancias com sitios
eletrofilicos como os do ramipril. Os &lcoois secundarios presentes na estrutura apesar do
carater nucleofilico sdo menos reativos quando comparados com o alcool primario, devido

ao impedimento estérico.

FIGURA 4.17. Estrutura molecular da sacarose e seus alcoois primarios em destaque.

De acordo com a massa molecular da sacarose de 342,3g/mol e diante dessas
informacdes, € possivel propor mecanismos de reacdo baseados na transesterificacdo do
grupamento éster do ramipril e do alcool priméario da molécula de sacarose, com possivel

formacao de trés estruturas (Figura 4.18):
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M onoisotopic Mass: 7123054859 Da

FIGURA 4.18. Estruturas geradas por reacdo de transesterificacdo entre uma molécula de ramipril e uma molécula de
sacarose com (a) reagdo no sacarideo glicose e (b) (c) reacédo no sacarideo frutose.

De maneira geral, a transesterificacdo, também conhecida como alcodlise (Figura 4.19),
consiste na reacao entre um éster e um alcool, com formac&o de um novo éster e um novo
alcool, catalisada por acido ou base. Assim, uma molécula de ramipril (grupamento éster)
reage com uma molécula de sacarose (alcool priméario) gerando uma das possiveis
estruturas descritas acima como o novo éster (ramipril + sacarose) e uma molécula de etanol

como o novo alcool.

R H' ou HO i
\N_o * RZoOH — \_o * R—OH
// \ 1 // \ o

o R o R

FIGURA 4.19. Reacéo geral de transesterificac&o.

Essa proposta € coerente e plausivel ndo somente por conta dados apresentados, mas
também por existirem dois picos com mesma massa molecular.

Diante do exposto, por fim, € possivel apresentar uma proposta coerente de interpretacéo
dos espectros apresentados na Figura 4.11 em que 0s picos observados correspondem ao

ramipril ligado pela sacarose através das duas formas anoméricas da frutose (Figura 4.20).
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FIGURA 4.20. Proposta apresentada para a fragmenta(;ao das impurezas desconhecidas — ligag&o ocorrendo no
sacarideo frutose (representacédo da ligagdo sem estereoquimica).

Uma vez verificados picos menos intensos (Figura 4.21) com m/z 711Da pode-se propor
estruturas minoritarias geradas através da reacdo entre o ramipril e os alcoois secundarios
da frutose (menos reativos em relacdo aos alcoois primarios) uma vez que o padrédo de
fragmentacdo observado para estes picos (Figura 4.22) estdo em concordancia com a

fragmentacao proposta para as impurezas majoritarias.
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FIGURA 4.21. Cromatograma XIC da massa 711Da (modo negativo) da amostra de ramipril pellet estressada (destaque

para os picos minoritarios em 35,38, 36,04 e 38,30 minutos).
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FIGURA 4.22. Padrédo de fragmentacao obtido para o (a) pico em 35,38 minutos, para o (b) pico em 36,04 minutos e para

0 (c) pico em 38,30 minutos.
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4.4. DETERMINACAO DE MASSA EXATA DAS IMPUREZAS

A determinacdo da massa exata de uma molécula desconhecida faz com que a estrutura
guimica a ser proposta seja obtida com maior confianca. De acordo com o calculo abaixo

pode-se determinar experimentalmente o desvio de massa em partes por milhdo (ppm).

m, . . m ,
—teorico — 7 obtido
Desvio de massa (ppm) = T * 106
- tedrico

De acordo com os valores de m/z obtidos experimentalmente (Figura 4.5) e os valores
de massas monoisotopicas do ramipril e das estruturas propostas os valores de desvio de
massa podem ser visualizados abaixo (Tabela 4.1).

TABELA 4.1. Célculo de desvio de massa para as impurezas desconhecidas.

Analito Massa exata (Da) m/z experimental Desvio de massa (ppm)
Ramipril 415.223846 415.2275 8.80

Pico 1 (35,5min) 711.298192 711.3047 9.15

Pico 2 (36,4min) 711.298192 711.3045 8.87

Os valores de desvio de massa obtidos estdo bastante satisfatérios, sugerindo que as
estruturas propostas estdo em concordancia, uma vez que o defeito de massa se reproduz
para o ramipril, substancia conhecida. Vale ressaltar que o sistema foi previamente

calibrado.

4.5. ELUCIDACAO POR LC-SPE-RMN

Uma vez que a andlise por RMN exige solventes deuterados, foi necessério fracionar os
picos obtidos pela separacdo cromatografica, concentra-los utilizando extracdo em fase
sélida online (SPE online) e ressuspendé-los em metanol deuterado. No entanto, devido a
baixa concentragéo das substancias, o procedimento ainda néo foi capaz de proporcionar
uma caracterizacao inequivoca utilizando a técnica.

Foram realizadas 70 injecOes para obtencao das substancias de interesse em quantidade
suficientes para realizar os experimentos de RMN. Os cromatogramas a seguir (Figuras 4.23

e 4.24) mostram os dois (2) picos isolados para obtencédo dos espectros de RMN 1D e 2D.
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FIGURA 4.23. Cromatograma UV (220nm) evidenciando os picos 1 e 2 separados no modo ‘“time slice”.
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FIGURA 4.24. Cromatograma UV (220nm) evidenciando os picos 1 e 2 separados no modo “time slice” — Ampliagéo 1.

35



Os dois picos foram separados no modo time slice e nomeados como banda 1 - bl e
banda 2 - b2. As substancias de interesse foram coletadas e separadas conforme mostrado
na Tabela 4.2.

TABELA 4.2. Tempos de coleta dos picos de impurezas separados no modo "time slice".

Bandas | Intervalo de tempo (min)
bl 33,83 34,42
b2 34,65 35,24

As amostras foram retiradas dos cartuchos, agrupadas, secas em nitrogénio gasoso e
dissolvidas em CD3OD (metanol deuterado). Devido a baixa quantidade de amostra
concentrada na unidade SPE e, principalmente a presenca de misturas e/ou impurezas, nao
foi possivel fazer a atribuicdo inequivoca das substancias isoladas tanto para o pico 1 quanto
para o pico 2, mas somente constatou-se a presenca de estruturas parciais presentes nas
fracGes. Além disso, foi possivel obter os espectros de RMN de 'H (Figuras 4.25 a 4.30), e
mapas de contorno HSQC (Figuras 4.31 a 4.38).
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w
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FIGURA 4.25. Espectro de RMN de *H para o pico 1 — b1 em CDsOD.
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FIGURA 4.26. Espectros de RMN de 'H para os picos 1 — b1 (inferior) e 2 — b2 (superior) em CDsOD.
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FIGURA 4.27. Espectros de RMN de 'H para os picos 1 — b1 (inferior) e 2 — b2 (superior) em CDsOD. Ampliagdo — Parte

1.
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FIGURA 4.28. Espectros de RMN de 'H para os picos 1 — b1 (inferior) e 2 — b2 (superior) em CDsOD. Ampliagdo — Parte
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FIGURA 4.29. Espectros de RMN de 'H para os picos 1 — b1 (inferior) e 2 — b2 (superior) em CDsOD. Ampliagdo — Parte
3.
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FIGURA 4.30. Espectros de RMN de H para os picos 1 — b1 (inferior) e 2 — b2 (superior) em CD3z0D. Ampliacédo — Parte
4.

No espectro de RMN 'H é observado um dupleto em 5.39ppm com constante de
acoplamento de 3.85Hz. Este sinal ainda se correlaciona com um carbono em 93.2ppm,
observado nos espectros HSQC apresentados a seguir (Figuras 4.31 a 4.36). Tanto o
deslocamento quimico do hidrogénio quanto o do carbono sao tipicos de uma unidade o-
glicosidica. A constante de acoplamento ainda é compativel com hidrogénios na posicao alfa
Aliado a estes pontos, a avaliacdo dos valores de deslocamentos quimicos de 13C para a
sacarose e a comparacao com os sinais dos carbonos metilénicos. deve confirmar que o
ramipril se ligou a um dos metilenos da frutose e que a frutose, por estar presente nas suas
duas formas anoméricas condiz com a observacao de dois compostos majoritarios (Figura
4.37).
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FIGURA 4.31. Mapa de contorno HSQC para o pico 1 — bl em CD3OD — Ampliagéo 1.
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FIGURA 4.32. Mapa de contorno HSQC para o pico 1 — bl em CD3OD — Ampliagédo 2.
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FIGURA 4.37. Espectro de 13C de sacarose e mapas de contorno HQSC (regido ampliada das Figuras 4.31 e 4.34) das

impurezas.

No mapa de contorno DOSY (Figura 4.38) ainda observa-se que 0s sinais relativos a

unidade a-glicosidica apresentam a mesma difusdo de outros hidrogénios na regiao dos
aromaticos e da regido dos alifaticos (linha 1). Na linha 2 observa-se correlacdo dos sinais

de possiveis contaminantes alifaticos e, na linha 3 os sinais correspondentes ao solvente

(metanol) e agua com troca quimica presente na amostra/solvente (HDO).
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FIGURA 4.38. Mapa de contorno DOSY para o pico 2 — b2 em CD30D.

Todas essas informacgdes levam a uma proposta de uma estrutura a-glicosilada, o que
€ compativel com uma conformacédo assumida pelo anel glicosidico mantendo o grupo mais
volumoso ligado ao carbono anomeérico na posicao equatorial. Essa proposta de estrutura é

condizente com a obtida na elucidagéo por LC-MS/MS.
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4.6. AVALIACAO IN-SILICO DO POTENCIAL MUTAGENICO

As predicdes realizadas (Figuras 4.39 a 4.42) apontaram potencial mutagénico negativo

em ambos o0s softwares para todos os produtos de degradacéo considerados.

Classification Table

Structure Derek Sarah QSAR Experimental Similarity to API ICH M7 Comments
Prediction _Prediction Prediction Data Class
) | Carc: Unspecified No Derek Alerts found Class 5
asan) aen Ames: Unspecified
Structure-2
-
. - . R Carc: Unspecified
T v B8R [ | mml Ames: Unspacified No Derek Alerts found Class 5
Structure-3
: B _ Carc: Unspecified
s B8R [ T mml No Derek Alerts found Class 5

Structure-4

Ames: Unspecified

FIGURA 4.39. Avaliacdo de mutagenicidade (Derek e Sarah) e classificagcdo segundo ICH M7.

Classification Card - Structure-2

e
. \’l\__\ Uﬁ/,l_)
VR o ’ 4

Name:

Structure-2

Cas No:

Derek Prediction:

INACTIVE: No misclassified or unclassified features

Sarah Prediction:

NEGATIVE - 55%

QSAR Prediction:

Similarity te API:

No Derek Alerts found

Overall Carcinogenicity: Unspecified

Overall Ames: Unspecified

ICH M7 Class: Class 5

User Carcinogenicity: Unspecified

User Ames: Unspecified

CPDB Carcinogenicity: Unspecified

Lhasa Ames: Unspecified

Average Mol Mass: 712.74

Exact Mol Mass: 712.3055

Log Kp: -8.43

Log P: -2.01

SMILES: [HI[c@]15ceclc@]s([HI)N([c@H]{c1)c{o)=0)c([c@H](C)N[c@H]{ccc2=ce=cc=C2)c(oclc@ @]
A([HN)o[c@](co)(o[c@@]3([H])O[C@@H](CO)[C@@H](0][C@@H](0)[C@H]30)[C@ @H](0)[C@
H]40)=0)=0

Comments:

FIGURA 4.40. Avaliagdo de mutagenicidade — Proposta de estrutura 1.
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Classification Card - Structure-3

Name:

Structure-3

Cas No:

Derek Prediction:

INACTIVE: No misclassified or unclassified features

Sarah Prediction:

NEGATIVE - 54%

QSAR Prediction:

Similarity to API:

No Derek Alerts found

Overall Carcinogenicity: Unspecified

QOverall Ames: Unspecified

ICH M7 Class: Class 5

User Carcinogenicity: Unspecified

User Ames: Unspecified

CPDB Carcinogenicity: Unspecified

Lhasa Ames: Unspecified

Average Mol Mass: 712.74

Exact Mol Mass: 712.3055

Log Kp: -8.49

Log P: -2.01

SMILES: [HI[c@]15ccclc@]s(HIN([C@H]{C1)c(0)=0)C([C@H](C)NIC@H](CCC2=CC=CC=C2)C(oC[C@H]4
olc@e@](H]){olc@]3(cojolc@]([H])(co)[c@@H](O)[C@ @H]30)[C@H](0)[C@@H](0)[C@@H]
40)=0)=0

Comments:

FIGURA 4.41. Avaliacdo de mutagenicidade — Proposta de estrutura 2.

Classification Card - Structure-4

Name:

Structure-4

Cas No:

Derek Prediction:

INACTIVE: No misclassified or unclassified features

Sarah Prediction:

NEGATIVE - 55%

QSAR Prediction:

Similarity to API:

No Derek Alerts found

Overall Carcinogenicity: Unspecified

Overall Ames: Unspecified

ICH M7 Class: Class 5

User Carcinogenicity: Unspecified

User Ames: Unspecified

CPDB Carcinogenicity: Unspecified

Lhasa Ames: Unspecified

Average Mol Mass: 712.74

Exact Mol Mass: 712.3055

Log Kp: -8.49

Log P: -2.01

SMILES: [HI[c@]15ccclc@)s([HIN([C@H]{c1)c(0)=0)C([C@H](C)N[C@H]{CcCC2=CC=CC=C2)cloc[c@]3(
olc@](H])(co)lc@@H](0)[C@@H]30)oICc@@]4{[H])o[C@@H](COo)[c@@H](0)[C@@H](0)[c@
Hl40)=0)=0

Comments:

FIGURA 4.42. Avaliagdo de mutagenicidade — Proposta de estrutura 3.

Devido a isso, as impurezas podem ser definidas como classe 5, de acordo com a

discussao do ICH M7 (Figura 4.43). Dessa forma, é possivel utilizar os limites estabelecidos

pela RDC n° 53/15 (0,5%, limite para impurezas conhecidas).
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Class | Definition Proposed action for control
(details in Section 7 and 8)

1 Known mutagenic carcinogens Control at or below compound-
specific acceptable limit

2 Known mutagens with Control at or below acceptable limits
unknown carcinogenic potential (appropriate TTC)

(bacterial mutagenicity positive®, no rodent
carcinogenicity data)

3 Alerting structure, unrelated to the Control at or below acceptable limits
structure of the drug substance; (appropriatc  TTC) or conduct
no mutagenicity data bacterial mutagenicity assay;

If non-mutagenic = Class 5
If mutagenic = Class 2

4 Alerting  structure, same alert in  drug | Treat as non-mutagenic impurity
substance or compounds related to the drug
substance (e.g., process intermediates)
which have been tested and are non-
mutagenic

5 No structural alerts, or alerting structure | Treat as non-mutagenic impurity
with sufficient data to demenstrate lack of
mutagenicity or carcinogenicity

FIGURA 4.43. Definicdo das estratégias de controle baseadas na avaliacdo de mutagenicidade.

4.7. ESTRATEGIAS DE CONTROLE E VALIDACAO

Embora a identificacdo das substancias tenha sido conclusiva e suficiente para o
aumento da especificacao (segundo a 6tica da RDC n° 53/15), é necessario que figuras de
mérito como exatidao, preciséo, seletividade e linearidade (compreendendo o intervalo a
partir do limite de quantificacdo) sejam avaliadas para confirmar que o método analitico é
capaz de quantifica-las com seguranca, em conformidade com a RDC n° 166/17.

N&o existem padrbes analiticos comercialmente disponiveis para as impurezas
identificadas. Dessa forma, ndo é possivel realizar a validacdo de parametros como exatidao
e linearidade utilizando solu¢des padrao das substancias. No entanto, uma vez que a adicao
do aclcar ocorre em uma regido de baixa absortividade no ultravioleta, os maiores
contribuintes para a absorcao nessa regido permanecem intactos, como pode ser observado

na Figura 4.44. O principal deles (anel benzénico) apresenta altissima estabilidade quimica.

a7



-

FIGURA 4.44. Contribui¢cBes principais para absor¢céo UV.

Essa premissa é corroborada pela avaliacdo das Figuras 4.12, 4.13 e 4.14. De fato, ndo
existem alterac6es nos grupos cromoforos das impurezas, uma vez que 0S espectros no

ultravioleta sdo idénticos entre todas as substancias.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, confirma-se a proposta de estrutura para as
impurezas geradas sob condi¢des de degradacao térmica umida. O fato de duas técnicas
ortogonais levarem a um mesmo resultado valida o mecanismo tedérico proposto e fornece
subsidios para concluir que os produtos de degradacédo sdo de fato fruto da reacédo de
transesterificagdo do ramipril com a sacarose (também conhecida como reacédo de acilagéo
nao especifica). Dessa forma, pode-se concluir que:

- A caracterizacao das substancias por LC-MS/MS e RMN confirmam inequivocamente
gue as impurezas geradas no estudo de estabilidade sdo fruto da reacao do ramipril com o
acucar (sacarose) presente no pellet.

- Cada impureza € formada a partir de uma reacao de transesterificacdo de um alcool

primario da sacarose com o grupo éster do ramipril. Dessa forma, estruturas distintas séo
geradas.

- A caracterizacdo das substancias quanto ao potencial genotéxico indica que nao
existem riscos sanitarios ao paciente. Dessa forma, suas especificacbes podem ser definidas
com base na RDC n° 53/15 e elevadas de 0,2% para 0,5%.

- A avaliacdo tedrica e experimental das propriedades quimicas das impurezas

identificadas permite afirmar que néo existe alteracdo no grupo cromaoforo.
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