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RESUMO

SOUZA, Karina Rocha de. Estudo da estabilidade, caracterizacdo e validade do
Efavirenz: viabilizacdo como padrdo secundario. 2015. 171f. Dissertacdo - Mestrado
Profissional em Gestéo, Pesquisa e Desenvolvimento na Inddstria Farmacéutica —
Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2015.

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), comumente
conhecida como AIDS, constitui-se em uma das mais sérias doencas infecciosas,
sendo um grande desafio para a saude publica. Apesar de nao existir nenhum
tratamento para erradicar a infec¢céo, o uso de antirretrovirais é a melhor opgéo para
a supressao viral. O efavirenz € um inibidor ndo nucleosidico da transcriptase
reversa e o terceiro mais utilizado no tratamento antirretroviral, devido as suas
propriedades farmacol6gicas e alta poténcia in vivo. De acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), padrdes de referéncia oficiais devem ser
usados sempre que existirem, e ha sua auséncia padrdes de referéncia devidamente
caracterizados (padrbes secundarios) deverdo ser utilizados. Ndo existe uma forma
segura de se determinar previamente a validade dos padrdes de referéncia, por isso
a avaliacdo da estabilidade dos padrdes durante o periodo de sua utilizacdo é
fundamental para garantir a confiabilidade dos resultados. Sendo assim, é
importante um estudo mais aprofundado frente as condicbes de armazenamento
para posterior determinacédo do prazo de validade desses padrées. O estudo teve
como objetivo avaliar a estabilidade de nove lotes das matérias-primas candidatas a
padrdo secundario avaliando trés fabricantes diferentes frente a duas condicdes de
armazenamento (dessecador e geladeira), através do monitoramento de seus teores
de ativo e substancias relacionadas ao longo de um ano. Para a caracterizacdo da
matéria-prima foram utilizadas técnicas termoanaliticas, espectroscépicas e difracéo
de raios X de pdO. As andlises de teor e substancias relacionadas foram realizadas
utilizando HPLC. Com a caracterizacao confirmou-se que as amostras apresentavam
o polimorfo mais estavel (polimorfo 1) na forma anidra. As analises cromatograficas
apresentaram resultados dentro das especificacdes da matéria-prima, exceto duas
amostras que apresentaram resultado de teor fora do especificado no ultimo més do
estudo. Em relacdo ao teste de teor, catorze amostras devem ser repadronizadas
antes de um ano, pois apresentaram uma variagdo maxima de DPR (desvio padréo
relativo) de 0,5% para teores acima de 98%. No teste de substancias relacionadas,
todas as amostras apresentaram um total de impurezas de aproximadamente 0,1%
ao longo do estudo de estabilidade, exceto trés amostras cujo esse total foi de
aproximadamente 0,3%. Em relagdo ao acondicionamento da matéria-prima
candidata a padrao foram poucas as variacdes observadas nos testes de perda por
secagem e titulacdo de Karl Fischer. Além disso, ndo houve grande diferenca nos
testes de teor e de substancias relacionadas quando comparadas as duas condi¢des
de armazenamento. Portanto, a melhor condicdo de armazenamento do IFA de
efavirenz € em dessecador (18 a 25°C e UR < 75%) e o fabricante B € o melhor
candidato a padrdo secundario, pois foi 0 que apresentou menor teor de impurezas
totais e individuais, e menores variagdes no teor e na perda por secagem.

Palavras-chave: Efavirenz. Padrdo de Referéncia. Estabilidade. Teor. Substancias
Relacionadas.



ABSTRACT

Infection with human immunodeficiency virus (HIV) commonly known as AIDS,
is one of the most serious infectious diseases in the world and a major challenge to
public health. Although there is no treatment to eradicate the infection, the use of
antiretrovirals is the best option for viral suppression.Efavirenz is a non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor and the third most used in antiretroviral treatment due
to its pharmacological properties and high potency in vivo. According to the Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), official reference standards must be used
whenever they exist, and in the absence of these, reference standards properly
characterized (secondary standards) should be used. There is no sure way to
determine, previously, in advance the validity of reference standards. Thus, the
evaluation of the stability of these reference standards during the period of use is
critical to ensure the reliability of results.Therefore, it is important to conduct further
studies exploring the storage conditions for later determination of validity of these
standards.The study aims to evaluate the stability of nine batches of raw materials
candidates for secondary standard evaluating three different manufacturers under
two storage conditions (desiccant and refrigerator), by monitoring their assay and
related substances over a year.For the characterization of the raw material
thermoanalytical techniques, spectroscopic techniques and powder diffraction X-ray
were used. The assayand related substances analysis were performed using
HPLC.With the characterization analysis confirmed that the samples had the most
stable polymorph (polymorph 1) in the anhydrous form. The chromatographic analysis
showed results within the specifications of the raw material, except two samples that
presented results outside the specified in the assay at the last month of study.In this
test, fourteen samples should undergo a new round of characterization before a year
because has had a maximum variation of DPR (standard deviation) of 0.5% for
contents above 98%. In related substances test, all samples exhibited results of total
impurities of approximately 0.1% throughout the study of stability, except for three
samples: the total amount was approximately 0.3%.Regarding the storage conditions
of the standard few variations were observed in tests of loss on drying and Karl
Fischer titration. Furthermore, there are no great difference in assay and related
substances tests when compared to the two storage conditions.So, the best storage
condition of efavirenz standard is in desiccant (18 to 25°C and RH <75%) and the
manufacturer B is the best candidate for secondary standard because it showed the
lowest results of total and individual impurities with minor variations in assay and loss
on drying.

Keywords: Efavirenz. Reference Standard. Stability. Assay. Related Substances.
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OMS - Organizacao Mundial da Saude

OPAS — Organizacdo Panamericana de Saude

PA - Para andlise

Pb - Chumbo

POP — Procedimento Operacional Padrao

ppm — Particulas por milhao

RE - Resolucdo Especifica

RDC — Resolucéo da Diretoria Colegiada

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

SEM — Microscopia Eletronica de Varredura

SNC - Sistema Nervoso Central

SQR — Substancia Quimica de Referéncia

SUS — Sistema Unico de Satde

TGA — Termogravimetria

TR — Tempo de retencéo

TRR — Tempo de retencao relativo

UNICEF — Fundo das Nacfes Unidas para a Infancia
UR — Umidade relativa

USP — United States Pharmacopeia

UV — Ultravioleta
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1 INTRODUCAO

7

Desde a descoberta do HIVY, nos anos 80, a AIDS? é considerada um dos
maiores problemas de saude publica no mundo. A doenca torna os individuos
suscetiveis a uma vasta variedade de infec¢cdes oportunistas e canceres desde os
primeiros estagios da infeccdo (LEVER, 2005).

A multiplicacdo do HIV dentro de um organismo se repete 2,5 bilhdes de
vezes por dia, e é essa capacidade de reproducdo que debilita a defesa do
organismo depois de algum periodo (SOUZA, 2005).

Foi constatada a eficacia de varios esquemas multiplos de farmacos que
inibem a replicacdo viral, revertem a deplecéo das células de defesa (linfécitos T -
CD4) e reduzem acentuadamente a taxa de morbidade e mortalidade. A despeito de
todo esse avanco, muitos pacientes ndo se beneficiam da terapia antirretroviral
devido ao aparecimento de resisténcia viral, ocorréncia de efeitos adversos da
terapia crbnica ou incapacidade de aderir a esquemas complexos (RAFFANTI;
HAAS, 2003).

Grande parte dos medicamentos que compdem o coquetel de antirretrovirais
€ constituido por drogas patenteadas de alta efetividade produzidas por laboratorios
transnacionais cujos precos sao extremamente altos (HOIRISCH, 2010).

Desde o inicio da epidemia de AIDS no Brasil, em 1980, até junho de 2014,
foram registrados no Brasil 757.042 casos, de acordo com o Boletim Epidemiolégico
de 2014. Até junho, foram notificados 70.677 casos de infec¢cdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) entre adultos e 773 em criancas. O Departamento
de DST, AIDS e Hepatites Virais estima aproximadamente 734 mil pessoas vivendo
com HIV/AIDS no Brasil no ano de 2014, correspondendo a uma prevaléncia de
0,4% da populacao (Ministério da Saude, 2015).

1 O termo em inglés HIV (Human Immunodeficiency Virus), sera utilizado ao longo do texto pelo carater de amplo
uso que ja adquiriu.

2Em Inglés, a doenca é conhecida como AIDS, sigla para Acquired Immunodeficiency Syndrome, a qual, da
mesma forma, também ja esta inserida no cotidiano comum e sera, por isso, utilizada livremente ao longo do
texto.
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A forte e incisiva luta brasileira por melhores precos para os medicamentos
anti-HIV permitem que o pais ofereca hoje, pelo sistema publico de saude, o melhor
tratamento disponivel, com drogas em numero maior e com menos efeitos adversos
(HOIRISCH, 2010).

Para que haja atendimento a lei de distribuicdo gratuita dos antirretrovirais
(ARVs), uma das estratégias do governo foi investir nos laboratérios e recursos
humanos nacionais para a producédo de versdes genéricas de medicamentos cujas
patentes ja expiraram (HOIRISCH, 2010).

O Brasil foi o primeiro pais a decretar o licenciamento compulsério de um
medicamento para a AIDS, o efavirenz (EFV), que € o antirretroviral mais usado
pelos pacientes brasileiros. Desde o0 licenciamento compulsério houve
aproximadamente uma economia de 103 milhdes de dolares (2007 a 2011). Hoje,
das 38 apresentacOes de medicamentos ARVs usados no tratamento para a AIDS,
14 sado produzidas em nosso pais (Ministério da Saude, 2014b).

Varios procedimentos analiticos de produtos farmacéuticos dependem do uso
de substancias quimicas de referéncia (SQR) ou padrdes de referéncia para
caracterizacdo e/ou quantificacdo de suas propriedades, sendo fundamentais no
controle de qualidade de medicamentos (STOEF et al., 2011).

O proposito de se estabelecer um padrdo secundario é o seu uso durante
analises de rotina na determinacdo de identidade, pureza e, em particular, o
conteudo ativo em preparacdes farmacéuticas (WHO, 1999).

Ndo ha uma forma segura de se determinar previamente a validade dos
padroes de referéncia. Assim, a avaliacdo da estabilidade dos padrbes durante o
periodo de sua utilizacdo é fundamental para garantir a confiabilidade dos resultados
(STOEF et al., 2011).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Antirretrovirais

Apé6s a identificacdo do agente causador da AIDS, os avancos mais
expressivos tém ocorrido no desenvolvimento de farmacos antirretrovirais efetivos
para o tratamento dos individuos infectados com HIV (DOMINGOS, 2006).

O numero de agentes antirretrovirais aumentou extraordinariamente no
decorrer das ultimas décadas, em grande parte como resposta a infeccdo viral
(RAFFANTI; HAAS, 2003).

O principio central da terapia consiste em inibir a replicacdo do virus de
maneira mais completa e duravel possivel, evitando ao méximo a toxicidade
(Guidelines for the Use of Antiretroviral Agents in HIV-1 - Infected Adults and
Adolescents, 2013).

A abordagem para o tratamento de pacientes infectados tem mudado
significativamente nos ultimos anos, resultado de avangos no entendimento da
patogénese do HIV, na disponibilidade de novos agentes antirretrovirais e no uso de
terapias combinadas que demonstram ser mais efetivas que a monoterapia (LAVRA,
2006). A terapia de combinacdo tem retardado significativamente a progressdo da
doenca, 0 que permitiu uma maior e melhor qualidade de vida para os pacientes
(COLOMBRINI; LOPES; FIGUEIREDO, 2006).

Atualmente para o tratamento dispde-se das seguintes classes de ARV:
inibidores nucleosideos da transcriptase (ITRNSs), inibidores ndo nucleosideos da
transcriptase reversa (ITRNNs), inibidores da protease (IPs), inibidores de fuséo
(IsF), inibidores da integrase (Inis) e antagonistas de CCR5 (receptores especificos
de quimiocinas) (HUGHES; BARBER; NELSON, 2008). O Raltegravir, da classe dos
inibidores da integrase, representa 0 mais recente avanc¢o na busca de agentes anti-
HIV eficazes e seletivos (DE CLERCQ, 2010).

Pesquisas atuais concentram esforcos em busca de novos compostos
antirretrovirais pertencentes as classes ja utilizadas e também na busca de farmacos
que atuem em outras fases do ciclo de replicagdo do virus, como por exemplo:

inibidores de adsorcéo e antagonistas de co-receptores virais (DE CLERCQ, 2002).



O quadro 1, a segquir,

mecanismos e os farmacos correspondentes.

Quadro 1: Classes dos farmacos antirretrovirais
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resume as classes dos antirretrovirais, seus

Classe

Mecanismo de agao

Farmacos e suas

combinacdes

Inibidores nucleosidicos da

transcriptase reversa

Atuam na enzima transcriptase
reversa, incorporando-se a
cadeia de DNA criada pelo
virus. Tornam essa cadeia

defeituosa, impedindo a

reproducéo viral.

Zidovudina, Abacavir,
Didanosina, Estavudina,
Zalcitabina, Lamivudina,
Tenofovir e Lamivudina +

Zidovudina

Inibidores nao nucleosidicos

da transcriptase reversa

Blogueiam diretamente a acdo
da enzima e a multiplicagédo do

virus.

Efavirenz, Nevirapina,

Delaviridina e Etravirina

Inibidores da protease

Atuam na enzima protease,
blogueando sua acéo e
impedindo a producédo de novas
copias de células infectadas

com HIV.

Amprenavir, Atazanavir,
Darunavir, Indinavir, Lopinavir,
Nelfinavir, Fosamprenavir,
Ritonavir, Lopinavir + Ritonavir,

Tipranavir e Saquinavir

Inibidores de fusédo

Impedem a entrada do virus na
célula e, por isso, ele ndo pode

se reproduzir.

Enfuvirtida

Inibidores da integrase

Bloqueiam a atividade da
enzima responsavel pela
inser¢do do DNA do virus ao
DNA humano. Assim inibe a
replicacéo viral e sua
capacidade de infectar novas

células.

Raltegravir

Antagonistas da CCR5

Previnem a interacdo da
glicoproteina gp120 com o
receptor CCR5 necessério para

a entrada do virus nas células.

Maraviroc

Fonte: Ministério da Saude, 2014b (Adaptado).
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Desde 1996, o Brasil distribui, gratuitamente, o coquetel anti-AIDS para todos
que necessitam do tratamento. Atualmente, o Ministério da Saude oferece 22
medicamentos ARV e até outubro de 2014, quase 400 mil pacientes encontravam-se
em tratamento, um aumento de aproximadamente 12% quando comparado a 2013

(aproximadamente 355 mil) (Ministério da Saude, 2015).

2.2 Efavirenz

O efavirenz, (4S)-6-cloro-4-(2-ciclopropiletinil)-4-(trifluorometil)-2,4-diidro-1H-
3,1-benzoxan-2-ona, foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em
setembro de 1999 como um inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa. A
DuPont Pharmaceuticals foi responsavel pela pesquisa e desenvolvimento do
efavirenz, anteriormente conhecido como DMP-266. O medicamento, hoje, é
comercializado sob os nomes Stocrin® (Merck Sharp & Dohme) e Sustiva® (Bristol-
Myers Squibb) (FDA, 2013).

Este medicamento foi patenteado pela Bristol-Myers e teve a sua licenca
expirada em 2012, permitindo a sua fabricacdo e comercializagcdo em qualquer pais,
independente da prerrogativa de licencas compulsérias (COSTA et al., 2015).

Os inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa, conhecidos como
alostéricos ndo competitivos, sdo compostos sintéticos quimicamente distintos. O
blogueio da atividade da transcriptase ocorre por meio da ligacao adjacente ao sitio
ativo, induzindo a alteracdes na configuracdo deste local, levando a uma drastica
reducao na eficiéncia da enzima (RAFFANTI; HAAS, 2003).

O EFV apresenta atividade contra uma variedade de cepas mutantes do
HIV1. Apesar de sua poténcia e eficacia, tem limitacdes importantes para uso em
gestantes e por seus efeitos colaterais no Sistema Nervoso Central (SNC). Além
disso, ja sdo relatados casos de resisténcia ao EFV devido a ocorréncia de
mutacdes na transcriptase reversa (COSTA et al., 2015).

A forma ideal de utilizacdo destes farmacos € na terapia combinada com
analogos de nucleosideos e inibidores de protease, onde a atividade sinérgica é
mais potente (DE CLERCQ, 2004).



27

Este farmaco € o terceiro mais utilizado no tratamento antirretroviral, devido
as suas propriedades farmacologicas e alta poténcia in vivo. Até o final de 2013, as
recomendacdes emitidas por agéncias nacionais e internacionais indicavam a

preferéncia por tratamento contendo o efavirenz (OMS, 2015).

2.2.1 A histéria do efavirenz no Brasil

O governo brasileiro tem compromisso com 0 acesso universal ao tratamento
das pessoas que vivem com o HIV/AIDS, conforme presente nos principios do
Sistema Unico de Saude (SUS), na Lei 9.313/96 e, primordialmente, previsto na
Constituicdo Federal de 1988 (CHAVES, 2007).

O Programa Nacional de DST e AIDS do Ministério da Saude brasileiro vem
sendo considerado um dos melhores do mundo e atende milhares de infectados que
recebem os medicamentos gratuitamente através do SUS (MARTINS, 2014).

Uma vez compromissado com a politica de distribuicdo gratuita e, motivada
por limitacdes orcamentérias, na década de 90 foi iniciada a producédo de ARVs por
laboratérios privados nacionais. Durante esses anos, o governo brasileiro incentivou
os laboratorios publicos a produzir versdes genéricas de medicamentos
antirretrovirais. A producdo nacional de genéricos teve uma funcéo regulatéria ao
permitir que o0 governo acompanhasse e estabelecesse limites para 0s pregos
praticados pelas empresas privadas (RODRIGUES, 2007).

Os medicamentos antirretrovirais de primeira linha produzidos no Brasil ndo
estavam sob protecdo patentéria, ja que na época do inicio da producdo ndo eram
reconhecidas as patentes farmacéuticas. Esse fato permitiu que sete ARVs fossem
produzidos como genéricos nacionais, 0 que reduziu o custo do tratamento e
ampliou o acesso aos pacientes (PONTES, 2007).

Como o Brasil comecgou a reconhecer patentes para medicamentos a partir de
1997, muitos ARVs foram protegidos por patentes ou estdo com pedidos
depositados no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) (CHAVES, 2007).
Esses medicamentos, agora patenteados no Brasil, impactaram e seguem
impactando na politica de distribuicdo universal de ARVs (PONTES, 2007).
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Durante a primeira metade da década de 2000, o governo brasileiro negociou
com sucesso descontos em uma série de medicamentos patenteados e utilizou a
ameaca de licenca compulséria como instrumento de pressdo (FORD et al., 2007).

Nessa época, o laboratério detentor da patente do efavirenz, a Merck Sharp &
Dohme (MSD) estabeleceu precos diferenciados para os diversos paises com base
no indice de Desenvolvimento Humano (IDH) e/ou com base na prevaléncia do HIV
(HOIRISCH, 2010).

Desde 2006, o Brasil vinha pressionando o laboratério Merck, sem sucesso, a
reduzir o valor de US$ 1,59 para US$ 0,65 pelo comprimido de 600mg. O Ministério
da Saude declarou o medicamento de “interesse publico” e anunciou a intencao de
comprar a versdo genérica da india por um preco de US$ 0,45 o comprimido (LIMA,
2013).

A MSD inicialmente apresentou uma proposta de 2% de reducao e,
posteriormente, apds a declaracdo de interesse publico do medicamento, de 30%, o
qgue foi considerado insuficiente pelo governo, ndo atendendo ao interesse nacional
(CHAVES, 2007). Desta forma, o Presidente Luiz Inacio Lula da Silva anunciou, em
04 de maio de 2007, através do Decreto n° 6.108, o licenciamento compulsério do
efavirenz, para fins de uso publico ndo comercial com validade de cinco anos e
podendo ser renovado por mais cinco (LIMA, 2013).

A decisdo do governo brasileiro foi tomada visando manter a exceléncia do
Programa Nacional de DST e AIDS do Ministério da Saude e garantir o atendimento
e fornecimento de medicamentos aos doentes. A medida decretada pelo governo foi
inédita na América Latina, consagrando-se, portanto, a primeira vez que o Brasil
licencia um remédio protegido por patente (MARTINS, 2014).

Depois de decretar o licenciamento compulsério em 2007, o Ministério da
Satde passou a importar da india genéricos pré-qualificados pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS). Paralelamente, foi iniciado o desenvolvimento do
efavirenz nacional. A deciséo do governo federal foi de desenvolver a formulacdo do
medicamento e incentivar a producdo do principio ativo. Para isso, Farmanguinhos e
Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (Lafepe) desenvolveram a etapa de
formulacédo e a producao final do medicamento (Ministério da Saude, 2014a).

Para o consorcio formado pelas empresas privadas Cristalia, Nortec e
Globequimica ficou a responsabilidade do fornecimento do insumo farmacéutico
ativo (IFA) para os laboratorios publicos (RODRIGUES, 2007). Cada uma das
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empresas farmoquimicas é responsavel pela producéo de cinco toneladas anuais do
principio ativo utilizado por Farmanguinhos para fabricacdo do efavirenz, totalizando
15 toneladas ao ano (Portal dos Farmacos, 2013).

Desde 2009, a apresentacdo farmacéutica mais utilizada do efavirenz passou
a ser produzida no Brasil, na forma de genérico. Os laboratérios indianos, Aurobindo
e Ranbaxy, forneceram o medicamento até 2010, e seus estoques duraram até 2011
quando a producdo passou a ser inteiramente nacional. Em 2012, foram
contratados pelo Ministério da Saude 57 milhdes de comprimidos de efavirenz a
Farmanguinhos. (Ministério da Saude, 2014a).

Em maio de 2012, foi prorrogado por mais cinco anos o prazo de vigéncia do
licenciamento compulsorio pelo Decreto n° 7.723/2012 (BRASIL, 2012) uma vez que,
o efavirenz € o antirretroviral mais usado pelos pacientes que recebem o coquetel
para tratamento de HIV/AIDS, atendendo cerca de 85 mil pacientes no pais (Portal

dos Farmacos, 2013).

2.2.2 Propriedades fisico-quimicas do insumo farmacéutico ativo

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010a), o efavirenz possui formula
molecular C1sHsCIFsNO2, com massa molar de 315,7g/mol. Sua aparéncia é de po
cristalino branco ou quase branco e com faixa de fusdo de 136 a 141°C. E uma
substancia opticamente ativa e, adicionalmente, também apresenta baixa densidade
e alta estaticidade, caracterizada por meio da aderéncia em superficies.

E um ativo praticamente insolivel em &gua, mas solivel em metanol e
diclorometano. Sua solubilidade em meio aquoso é de 9,0 ug/ml e pertence a classe
Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS), ou seja, possui baixa
solubilidade e alta permeabilidade, o que leva a uma méa absorcdo gastrointestinal
devido a baixa solubilidade do farmaco. Além disso, o efavirenz possui uma taxa de
dissolucéo intrinseca inferior a 0,1mg/min/cm?, o que pode ser um fator limitante da
velocidade de absorcéo oral (SATHIGARI et al., 2009).
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Figura 1: Férmula Estrutural Plana.

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010a.

2.2.3 Polimorfismo

Uma das primeiras definicbes de polimorfismo foi feita por McCrone em 1964,
na qual afirmava que o polimorfismo é a fase cristalina so6lida de um dado composto
resultante da possibilidade de, pelo menos, dois diferentes arranjos das moléculas
do composto no estado solido (DESIRAJU, 2008). Segundo esta mesma fonte, o
polimorfismo pode ser definido como a capacidade de um mesmo composto quimico
existir em diferentes formas cristalinas com diferentes arranjos de moléculas na rede
cristalina.

Os solidos cristalinos possuem arranjos regulares de moléculas que se
repetem em trés dimensdes, enquanto os soélidos amorfos carecem desse
ordenamento na hora de formar os cristais e ndo possuem uma rede cristalina
distinguivel. Esta diferenca na periodicidade das moléculas resulta em diferencas
nas propriedades fisicas e quimicas dos cristais e dos solidos amorfos (DATTA,
GRANT, 2004).

O polimorfismo é um tema de grande interesse para a industria farmacéutica.
Os insumos farmacéuticos ativos podem ser encontrados em varias formas sélidas
distintas, incluindo polimorfos (anidros, solvatos e hidratos), sais, cocristais e solidos
amorfos. Cada forma apresenta propriedades fisico-quimicas uUnicas que podem
influenciar na biodisponibilidade, processabilidade e estabilidade do medicamento
(MORISSETTE, 2004).



31

A grande quantidade de sitios de ligacdo de hidrogénio no efavirenz (Figura
2), o torna um candidato potencial para apresentar modificagdes cristalinas mediante
recristalizacdo (CHADHA et al., 2012a).

Figura 2: Possiveis ligacdes de hidrogénio do Efavirenz

Legenda: Atomos em vermelho: aceptores de hidrogénio
e atomos em azul: doadores de hidrogénio.

Segundo Chadha e colaboradores (2012b), até 1999 ndo era conhecida
nenhuma forma cristalina estavel do efavirenz e na primeira patente, em 1999, foi
afirmada a existéncia de cinco formas cristalinas diferentes. Logo apds, mais
algumas patentes e publicacbes apareceram descrevendo os métodos para a
preparacao usando diferentes solventes.

A literatura de patentes até 2012 revelava 23 formas polimérficas diferentes
de efavirenz, um mono-hidrato e uma forma amorfa, embora haja alguma
ambiguidade sobre o namero real de formas sélidas (polimorfos e solvatos) deste
ativo (CHADHA et al., 2012a). Isso ocorre porque os pedidos de patentes descrevem
algumas formas polimorficas para o efavirenz, mas as informag¢des quanto as suas
caracterizagdes séo insuficientes e dificeis de provar (MELO et al., 2013).

No inicio da sua descoberta, ndo foram relatadas formas polimérficas estaveis
do efavirenz, porém era necessario o estudo das formas cristalinas estaveis para se
produzir o IFA seguro e eficaz. Com isso, foi descoberto que a forma | é a
termodinamicamente mais estavel. Devido a maior estabilidade, essa forma é mais

usada para a formulacdo do medicamento (RADESCA et al., 2004).
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Devido a sua baixa solubilidade em agua, podem ser observadas diferencas
significativas na biodisponibilidade das varias formas polimoérficas do EFV. Em um
estudo de comparacdo dos polimorfos | e Il do EFV, Fandaruff e colaboradores
(2014) constataram que o polimorfo Il € tdo estavel quanto o polimorfo | e
significativamente mais solluvel. Este conhecimento tem relevancia fundamental para
a industria farmacéutica, uma vez que o polimorfo Il pode ser um excelente
candidato com vantagens evidentes em relacdo ao IFA atualmente utilizado.
Segundo esses mesmos autores, estudos recentes tém sido relacionados a co-
cristais, solvatos e a outras formas cristalinas; no entanto, estudos sobre sua
estabilidade termodinamica, a melhoria das propriedades de dissolucéo e efeitos da

morfologia na dissolucéo intrinseca tém sido raramente relatados.

2.2.3.1 Caracterizagao

A caracterizacdo dos insumos farmacéuticos é utilizada como uma ferramenta
de predicdo que permite o conhecimento das caracteristicas fisicas, quimicas e
mecanicas dos materiais (QIU; CHEN; ZHANG, 2009).

Vérias técnicas estao disponiveis para a investigacdo do estado solido. Estas
incluem microscopia (termomicroscopia), espectroscopia (Infravermelho, Raman,
RMN de sdlido), difracdo de raios X (de monocristal e de pd) e analise térmica
(calorimetria exploratéria diferencial e andlise termogravimétrica). A combinacéo
dessas técnicas € frequentemente usada para uma melhor caracterizacdo do
estados solido (NIAZI, 2007).
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Figura 3: Fluxograma de caracterizacao.

IFA

CARACTERIZAGAD

|
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RMN de sélido) , s Microscopia ética)
HSM - Termomicroscopia SEM - Microscopiz Eletrnica

de Varredura

Fonte: GIBSON, 2009 (Adaptado).

a) Difracdo de Raios X (DRX)

Os métodos de DRX, tanto de cristal como de po, fornecem dados a respeito
da estrutura cristalina de um farmaco no estado sélido (QIU; CHEN; ZHANG, 2009).

A difracdo é um fendbmeno de dispersdo. Ao incidir sobre os sdlidos
cristalinos, os raios X sdo espalhados em todas as diregdes (NIAZI, 2007). A
disperséo ocorre na mesma intensidade das distancias interatobmicas da estrutura
cristalina (GIBSON, 2009).

Os dados obtidos com a difracdo de raios X fornecem informacdes sobre a
conformacdo da molécula e seu empacotamento, interacbes moleculares
(principalmente ligacdes de hidrogénio) e localizacdo de solventes na rede cristalina.
Esta técnica € reconhecida como uma das mais adequadas para a
identificacdo/quantificagcdo de polimorfos, uma vez que cada forma cristalina
apresenta conformacgdes diferentes e/ou arranjos moleculares diferentes na estrutura
cristalina (QIU; CHEN; ZHANG, 2009).

A técnica de difragdo de raios X de monocristal € a mais indicada para
demonstrar a existéncia de polimorfismo (PRADO et al., 2014).
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Quando a determinagdo de uma estrutura de cristal usando DRX de um Unico
cristal é dificil, devido a indisponibilidade de cristais adequados, técnicas
computacionais podem ser utilizadas para predizer as estruturas cristalinas (DATTA,
GRANT, 2004).

b) Andlise Térmica

A analise térmica é geralmente conduzida com o objetivo de avaliar
alteracdes fisicas e quimicas que ocorrem em uma amostra em funcdo de um
programa de temperatura (QIU; CHEN; ZHANG, 2009).

Existe uma série de técnicas analiticas térmicas que podem ser usadas para
caracterizar os polimorfos. Entre as técnicas mais comumente utilizadas para
avaliacdo de formas polimorficas e fenbmenos relacionados estdo a Calorimetria
Exploratéria  Diferencial (DSC), Analise Termogravimétrica (TGA) e
Termomicroscopia (HSM) (GIBSON, 2009). Esse mesmo autor afirma que o DSC é
um dos métodos mais usados para estudar propriedades do estado sélido, pois nele
podem ser observados fenbmenos endotérmicos (fusdo) e fenbmenos exotérmicos
(cristalizacdo e decomposicao) (GIBSON, 2009).

Nesta técnica, a amostra a ser investigada e o material de referéncia
(termicamente inerte ndo contendo amostra) sao aquecidos concomitantemente e
submetidos a um programa controlado de temperatura ao longo do tempo. O
principio basico da técnica € manter a diferenca de temperatura da amostra e da
referéncia constante. Qualquer evento fisico-quimico que ocorra na amostra (fusao,
cristalizacao, transi¢ao vitrea) e que envolva a troca de calor com o meio devera ser
compensado com o fornecimento ou a retirada de energia para que a diferenca de
temperatura permaneca constante (NIAZI, 2007).

Segundo Gibson (2009), o DSC também pode ser utilizado para andlise de
pureza. No entanto, € limitado para compostos com pureza acima de 98%, e que
ndo degradem na fusdo. Quando meétodos de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) ndo sao aplicaveis pode-se usar o DSC para estimar a pureza,
porém este é muito menos preciso do que o CLAE. Como conclusdo, esta mesma

fonte mostra claramente que o DSC pode ser uma técnica informativa, mas néo
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deve ser utilizada de forma isolada, uma vez que informacdes adicionais a partir de
outras técnicas sdo quase sempre necessarias para a completa interpretacdo dos
resultados.

Contrario a essa afirmacédo, Dooren e Mdller (1984) afirmam que o uso da
técnica de DSC é ideal para a comparacdo de purezas de lotes no controle de
qualidade; em especial para impurezas que sao estruturalmente muito semelhantes
a substancia pura (como modificagdes polimorficas, intermediarios de sintese e os
produtos de degradacdo). Porém, suas principais desvantagens sao que a
substancia a ser analisada deve ser razoavelmente estavel durante a fuséo (sem
decomposicdo) e as substancias devem ter um elevado grau de pureza. Por fim, 0
método é extremamente preciso, pois coeficientes de variacdo inferior a 0,1%
podem ser facilmente alcancados.

O DSC tem muitas vantagens sobre as técnicas de andlise convencionais
com base na separacdo do composto puro e das impurezas (tais como técnicas
cromatograficas). E uma técnica simples e rapida que requer pequena quantidade
de amostra (<bmg) e que nado necessita de procedimentos de padrdes de
comparagao.

A termogravimetria € uma analise térmica utilizada para identificacdo de
perdas de massa durante uma programacao de temperatura, bem como para
avaliacdo da estabilidade térmica dos farmacos. A técnica esta baseada em uma
balanca de sensibilidade adequada para verificagcdo da perda de massa durante o
aguecimento da amostra (GIBSON, 2009).

Nesta técnica também € possivel quantificar a(s) substancia(s) organica(s)
volatil(eis), como por exemplo, agua ou solventes presentes em diferentes locais na
rede cristalina, o que fornece a ela uma vantagem quando comparada a andlise de
titulacdo de Karl Fischer ou a perda por dessecacédo, nas quais é possivel avaliar
somente a quantidade total de umidade (agua) presente no composto (NIAZI, 2007).

c) Técnicas Espectroscopicas

As técnicas espectroscopicas podem desempenhar um papel extremamente

importante na caracterizagdo (BRITTAIN, 2008). Além de ser usada como uma
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técnica de identificacdo quimica, a espectroscopia também pode ser utilizada para
distinguir diferentes estruturas de compostos no estado sélido (GIBSON, 2009).

A espectroscopia vibracional (Infravermelho e Raman) produz informacao
sobre o movimento de grupos funcionais no sélido, e se as vibracbes moleculares
sao afetadas pelas diferencas estruturais que caracterizam as diferentes formas de
cristal (BRITTAIN, 2008).

A espectroscopia no infravermelho diferencia estruturas de estado sélido da
mesma forma como ele diferencia e identifica as estruturas quimicas. Os diferentes
arranjos de atomos na ligacdo do estado sélido, para ambientes moleculares
diferentes, induzem uma variabilidade nas frequéncias de alongamento. Estas
diferencas sdo usadas para distinguir as formas polimérficas de um composto. Esta
técnica € especialmente importante para a caracterizacdo de polimorfos, pois
padrées de ligacdo de hidrogénio frequentemente diferem entre as formas. Além
disso, os grupos funcionais afetados mostrardo graus variados de mudanga nas
posicdes das bandas dos picos (NIAZI, 2007).

ApOs a cristalografia de raios X, a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de estado sélido (SSNMR) pode ser considerada como uma técnica
extremamente poderosa para a caracterizagdo em nivel molecular de um sélido
farmacéutico, pois permite distinguir as formas polimérficas. E importante ressaltar
gue o espectro de RMN é uma impresséo digital do analito analisado, pois este
método espectroscopico produz informacgBes sobre os ambientes quimicos
individuais de cada atomo do composto em estudo (BRITTAIN, 2008).

Além de permitir a investigagdo seletiva dos componentes individuais em uma
formulacdo solida sem qualquer tratamento quimico ou fisico da amostra, € uma
técnica ndo destrutiva e ndo invasiva, quantitativa e seletiva, e ao contrario de DRX,
0s picos no espectro de RMN podem ser atribuidos aos grupos funcionais
especificos. Apesar das amplas aplicagcdes, ha alguns aspectos negativos da
analise de RMN, incluindo o elevado custo dos equipamentos e o0 grau de
conhecimento necessario para coletar e analisar os resultados (QIU; CHEN;
ZHANG, 2009).

Por isso, a técnica de RMN no estado solido combinadas com as outras
técnicas de caracterizagdo ja mencionadas, formam um conjunto valioso para a

avaliacdo criteriosa de farmacos.
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2.2.4 Impurezas

A Farmacopéia Americana (United States Pharmacopeia - USP) classifica as
impurezas em trés tipos: organicas, que sao aquelas que podem surgir durante o
processo de fabricacdo ou durante o periodo de vida Util da substancia; inorganicas,
gue sao as que normalmente resultam do processo de sintese como, por exemplo,
metais pesados e sais inorganicos; e, por ultimo, os solventes residuais que sao
liguidos organicos ou inorganicos usados na sintese do IFA (USP, 2013a).

O numero de metais toxicos e solventes residuais que podem ocorrer numa
substancia sdo limitados. A sua toxicidade é bem caracterizada e os limites
estabelecidos nas farmacopeias garantem que estes ndo podem contribuir para o
perfil de efeitos secundérios do farmaco, ao contrario das impurezas organicas, que
s&o as mais problematicas (GOROG, 2008).

A presenca de impurezas, mesmo em pequenas quantidades, pode
influenciar na eficacia e na seguranca dos produtos farmacéuticos, pois podem
causar efeitos farmacolégicos e toxicolégicos indesejados (RIBEIRO et al., 2007).

Uma das maneiras de assegurar a qualidade e a seguranca dos
medicamentos € pelo monitoramento e controle eficaz das impurezas. Portanto, as
analises de impurezas estdo entre as questbes mais importantes do controle de
gualidade na industria farmacéutica (NAGESWARA RAO; NAGARAJU, 2003).

Nos ultimos anos, as agéncias reguladoras estdo com a atencéo voltada para
andlise de impurezas. Diferentes compéndios, como por exemplo, a Farmacopeia
Americana (USP), a Farmacopeia Britanica (BP) e a Farmacopeia Brasileira (FB)
estdo especificando cada vez mais os limites permitidos de impurezas presentes nos
IFAs assim como nos produtos farmacéuticos (RIBEIRO et al., 2007).

Em geral, de acordo com as diretrizes da International Conference on
Harmonization (ICH) sobre impurezas em novos medicamentos, a identificacdo de
impurezas abaixo do nivel de 0,1% néo é considerada necessaria a menos que as
impurezas tenham potenciais toxicos. Porém, em todos 0s casos, as impurezas
devem ser qualificadas (ROY, 2002).

O perfil das impurezas depende da via de sintese, da origem e da pureza dos
materiais de partida assim como dos reagentes, das condicbes do método de

purificagdo e do armazenamento (GOROG, 2008).
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Como a maioria das impurezas séo caracteristicas da via de sintese, uma vez
que existem vérias possibilidades de sintese de um farmaco, € possivel que o
mesmo produto de fabricantes diferentes possa gerar impurezas de sintese
diferentes (NAGESWARA RAO; NAGARAJU, 2003).

E por isso que o espectro de impurezas, ou seja, atividades analiticas cujo
objetivo é a deteccdo, identificacdo/elucidacdo da estrutura e determinagéo
guantitativa das impurezas sdo a questdo-chave na analise farmacéutica moderna
(GOROG, 2008).

Quase todas as impurezas organicas sao determinadas por cromatografia ou
métodos combinados. As vantagens do uso das técnicas de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) encontram-se na combinacdo de sensibilidade, eficiéncia e
velocidade de analise (GIBSON, 2009).

As impurezas organicas necessitam de uma considera¢ao cuidadosa quando
forem quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, porque podem néo
produzir as respostas do detector em relacdo ao padrdo de referéncia, ou seja, a
qguantificacdo por area percentual dessas ndo seria apropriada nesses casos. O
correto seria usar métodos analiticos combinados para isolar e identificar essas
impurezas de modo que um padrdao de referéncia adequado possa ser utilizado
(BROWNE, 2009).

A espectrometria de massa € amplamente usada para a caracterizacdo e
identificacdo de impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos. A
cromatografia liquida combinada com espectrometria de massa (LC-MS) é
considerada como uma das técnicas mais importantes para analise de impurezas e
vem se tornando o método de escolha para suporte analitico em varias etapas do
controle de qualidade (NAGESWARA RAO; NAGARAJU, 2003).

2.2.4.1 Impurezas do efavirenz

A pesquisa bibliografica revela que existem métodos analiticos disponiveis
para determinagdo do efavirenz a partir de matrizes biolégicas (WOOLF et al., 2002;
RARAS-NACENTA et al., 2001; LAGMANN et al., 2001; VELDKAMP et al., 1999) e

meétodos analiticos para a determinacdo do efavirenz com a combinacdo de outros
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farmacos antivirais (FAN; STEWART, 2002; LEMMER et al., 2005; NOTARI et al.,
2006) (HAMRAPURKAR et al., 2010).

Poucos métodos falam sobre as analises de impurezas do efavirenz na
literatura, tanto de IFA como de formas farmacéuticas (RIBEIRO et al., 2007;
WEISSBURG et al., 2002; MONTGOMERY et al., 2001; HAMRAPURKAR, PHALE e
SHAH, 2009; HAMRAPURKAR et al., 2010). Os métodos mencionados estédo
diretamente relacionados com a determinacdo de impurezas organicas
(SESHACHALAM; NARASIMHA RAO; CHANDRASEKHAR, 2008).

Segundo Nageswara Rao e Nagaraju (2003), o artigo de Montgomery e
colaboradores (2001) é um dos que mais detalham as impurezas encontradas e o

método de analise desenvolvido foi validado conforme as diretrizes do ICH.

a) Ilmpurezas Principais

As trés impurezas mais estudadas do efavirenz sdo o amino alcool (SD573), a
quinolina (SM097) e o trans-alqueno (SR695) (MONTGOMERY et al., 2001), cujas

estruturas estdo mostradas na figura 4.

Figura 4: Estrutura quimica das principais impurezas do efavirenz.
Amino alcool (SD573) Quinolina (SM097)

N

X

Fonte: MONTGOMERY et al., 2001 (Adaptado).
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A quinolina e o amino &lcool sdo conhecidos como os principais produtos de
degradacéo do efavirenz. Por apresentarem perfis de absorgéo diferentes na regiao
do ultravioleta, suas identificacfes sao facilitadas (RIBEIRO et al., 2007).

O amino alcool também pode ser considerado uma impureza de sintese ja
que, dependendo da rota sintética, pode ser um dos intermediarios (MONTGOMERY
et al., 2001).

O trans-alqueno possui a férmula estrutural que difere do efavirenz por conter
uma ligacdo dupla trans enquanto o IFA contém uma ligacao tripla, ou seja, sua
formacdo ocorre pela reacdo de reducdo da tripla ligacdo da substancia ativa
(WEISSBURG et al., 2002). Devido a semelhanca estrutural, a separacdo dos picos

por CLAE € uma das dificuldades da analise dessa impureza.

Figura 5: Cromatograma de separacédo do efavirenz e da impureza SR695.
(condigbes cromatogréaficas — coluna: Zorbax® SB-CN, 15cm x 4,6mm; fase moével: (A) 90% agua/10% metanol com
0.05% acido trifluoracético, (B) 90% metanol/10% agua com 0.05% &cido trifluoracético; gradiente: linear de 60:40 (A:B)
até 50:50 por 16 minutos, 35:65 por 7 minutos, 30:70 por 5 minutos, 20:80 por 1 minuto, manter esta condigdo por 2
minutos e retornar em 1 minuto a condig&o inicial de 60:40 (A:B), equilibrar por no minimo 8 minutos antes da proxima
injeglé_?; :f’luxo: 1,5 ml/minuto; temperatura do forno: 40°C e detector UV a 250nm)
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Conforme observado na figura 5, Weissburg e colaboradores (2002)
apresentaram a eluicdo dos dois compostos na seguinte ordem trans-alqueno

(tempo de retencdo (TR) — 15,96 minutos) e efavirenz (TR — 16,91 minutos),
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apresentando uma resolucdo de 0,6 e um tempo de retencao relativo para o trans-
alqueno de 0,94.

Segundo Montgomery e colaboradores (2001), a impureza no tempo de
retencdo de 19,8 minutos corresponde ao composto SP234 (Figura 8, pagina 42). A
impureza em 20,76 minutos ndo foi descrita por esses autores, porém a
Farmacopeia Americana (2015) menciona o composto (S)-6-Cloro-4-{[(2RS,2RS)-2-
metilciclopropil]etinil}-4-(trifluorometil)-2H-3,1-benzoxazin-2-ona (Figura 6) como
tendo o tempo de retencao relativo de 1,28, que é o correspondente ao da impureza

encontrada por Weissburg e colaboradores (2002).

Figura 6: Impureza com TR 20,76 minutos.

FONTE: USP, 2015 (Adaptado).

Além das trés impurezas principais (amino alcool, quinolina e trans-alqueno)
foram observadas outras impurezas no estudo de desenvolvimento e validacdo de
método realizado por Montgomery e colaboradores (2001), que podem ser

observadas no cromatograma da figura 7 (pagina 42) e na figura 8 (pagina 42).



Figura 7: Cromatograma das impurezas do efavirenz.

(condigbes cromatogréaficas — coluna: Zorbax® SB-CN, 15cm x 4,6mm; fase moével: (A) 90% &gua/10% metanol com
0,05% acido trifluoracético, (B) 90% metanol/10% agua com 0,05% &cido trifluoracético; gradiente: linear de 60:40 (A:B)
até 50:50 por 16 minutos, 35:65 por 7 minutos, 30:70 por 5minutos, 20:80 por 1 minuto e manter esta condigcdo por 2
minutos e retornar em 1 minuto a condic&o inicial de 60:40 (A:B), equilibrar por no minimo 8 minutos antes da préxima
injecdo; fluxo: 1,5 ml/minuto; temperatura do forno: 40°C e detector UV a 250 nm).
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Figura 8: Estrutura quimica de outras impurezas do efavirenz.

$G275 o

FONTE: MONTGOMERY et al., 2001 e USP, 2015 (Adaptado)
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A impureza SR788 néo teve sua estrutura descrita por Montgomery e
colaboradores (2001). No cromatograma, observa-se que o tempo de retencao
relativo referente a essa impureza é de 2,1 que, segundo a Farmacopeia Americana
(2015), corresponde a uma impureza desconhecida.

O método de substancias relacionadas usado pela Farmacopeia Brasileira
(2010a) é igual ao estudado por Montgomery e colaboradores (2001); nele foi
observado que nenhuma impureza ou produto de degradacéo conhecido
causa interferéncia no pico do efavirenz, o que comprova que o método é especifico

e de indicacao para estudo de estabilidade do farmaco.

b) Impurezas Enantioméricas

A separacao de enantidbmeros tornou-se um elemento essencial e importante,
particularmente na industria farmacéutica, uma vez que alguns enantibmeros
racémicos tém diferentes propriedades farmacocinéticas e diversificados efeitos
farmacolégicos e toxicolégicos (PUJERI; KHADER; SEETHARAMAPPA, 2013).

Para um farmaco com um Unico isébmero oticamente ativo pode haver
impurezas enantioméricas presentes no IFA. Os estereoisbmeros indesejaveis
também séo classificados como impurezas organicas (ROY, 2002).

Como o efavirenz é uma molécula assimétrica, sendo comercializado na sua
forma S, o seu isbmero R € considerado impureza enantiomérica (Figura 9)
(SESHACHALAM; NARASIMHA RAO; CHANDRASEKHAR, 2008).

Figura 9: Efavirenz (S) e seu enantibmero (R).
Efavirenz (S) Enantidmero (R)
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As rotas sintéticas disponiveis para o IFA tém como principal obstaculo a
etapa enantiosseletiva para a formacdo do carbono estereogénico, visto que o
insumo farmacéutico ativo devera ser obtido enantiomericamente puro e com bom
rendimento global (COSTA et al., 2015).

O método de andlise de impurezas quirais é diferente dos normalmente
usados para substancias relacionadas uma vez que requer técnicas especificas de
separacdo como, por exemplo, o uso de colunas quirais (com base de
polissacarideos) e 0 uso de solventes polares (SESHACHALAM; NARASIMHA RAO;
CHANDRASEKHAR, 2008).

Portanto, o desenvolvimento de novos meétodos para separagfes quirais
eficientes vem ganhando importancia principalmente nas andlises por CLAE,
eletroforese capilar e cromatografia ~ gasosa (PUJERI; KHADER,;
SEETHARAMAPPA, 2013).

O método de cromatografia liquida, validado por Seshachalam e Narasimha
Rao e Chandrasekhar (2008) apresentou uma eficiente separacéo entre os picos do
efavirenz (S) (TR — 10,94 minutos) e o seu enantiomero (R) (TR — 13,53 minutos)

apresentando uma resolucao de 4,59 conforme pode ser observado na figura 10.

Figura 10: Cromatograma de separacdo dos enantibmeros do

efavirenz.

(condigbes cromatograficas — coluna: Chiralcel OD 25cm x 4,6 mm - 10 pum; fase mével: n-
hexano:éalcool isopropilico:acido férmico (80:20:0.1 v/v/v); gradiente: isocratico; fluxo: 1,0 ml/minuto;
temperatura do forno: 25°C e detector de UV a 254nm)
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2.3 Estudo de Estabilidade

Com a finalidade de garantir a integridade quimica, fisica, microbiolégica,
terapéutica e toxicologica do farmaco e da forma farmacéutica dentro dos limites
especificados, sob influéncia dos fatores ambientais em funcdo do tempo, sao
preconizados estudos de estabilidade (SILVA et al., 2009).

A estabilidade pode ser definida como o tempo durante o qual o produto
farmacéutico ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente mantém, dentro
dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso, as mesmas
condicbes e caracteristicas que possuia quando da época de sua fabricacdo
(ANVISA, 2005).

Pode também ser definida como o periodo de tempo compreendido entre o
momento no qual o produto esta sendo fabricado e aquele em que sua poténcia esta
reduzida a ndo mais do que 10%, desde que os produtos de degradacédo estejam
todos seguramente identificados e previamente reconhecidos seus efeitos (SILVA et
al., 2009).

As razOes para a determinacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos
fundamentam-se, entre outras, na preocupacdo com a saude publica. Esta € uma
importante avaliacdo, pois a perda da estabilidade de um medicamento pode estar
diretamente relacionada com a perda do efeito terapéutico ou com a formacao de
produtos de degradacao téxicos. Em termos de eficacia, o efeito mais 6bvio da
instabilidade farmacéutica € a diminuicdo da poténcia do medicamento; entretanto,
se os produtos de degradacdo formados sao toxicos, seu acumulo é tdo importante
guanto, ou mais, que a diminuicdo da poténcia (KOMMANABOYINA; RHODES,
1999).

A Resolucdo Especifica n°1/2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, que propde um Guia para Realizacdo de Estudos de Estabilidade,
determina que o estudo de estabilidade de farmacos e medicamentos deve
contemplar a quantificacdo de produtos de degradacdo assim como o método
analitico correspondente.

Segundo a Resolucéo da Diretoria Colegiada n°® 45/2012, que dispde sobre a
realizacdo de estudos de estabilidade de insumos farmacéuticos ativos, produtos de

degradacdo sao impurezas resultantes de alteragbes quimicas ocorridas no
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intermediario ou insumo farmacéutico ativo devido a acdo do tempo e/ou a acao de
agentes externos, tais como luz, temperatura, pH, agua, ou pela reacdo com um
excipiente e/ou com a embalagem primaria.

A estabilidade é considerada como um dos critérios mais importantes do
controle de qualidade farmacéutico. O propdésito do estudo de estabilidade é fornecer
evidéncias sobre como a qualidade de um farmaco ou de um produto farmacéutico
pode variar com o tempo em funcdo de uma variedade de fatores ambientais tais
como temperatura, umidade e luz, e possibilita também estabelecer as condi¢cdes de
armazenamento, os periodos de reteste e os prazos de validade recomendados
(YOSHIOKA; STELLA, 2002).

Prazo de validade é definido como data limite para a utilizacdo de um insumo
farmacéutico ativo ou produto farmacéutico definida pelo fabricante, caracterizado
como periodo de vida util e fundamentado nos estudos de estabilidade especificos,
mantidas as condicdes de armazenamento e transporte estabelecidas (ANVISA,
2005; ANVISA, 2012).

A definicdo das condi¢cdes do estudo de estabilidade é baseada na analise
dos efeitos das condigbes climaticas existentes. As temperaturas medias em
qualquer parte do planeta sdo derivadas dos dados climéticos coletados, e 0 mundo
pode dessa forma ser dividido em quatro zonas climéaticas (I a IV). Os paises que se
encontram nas zonas climéticas | e Il sdo constituidos pelos Estados Unidos, paises
da Unido Europeia e Japado. Esses paises adotam uma temperatura de (25+2)°C
combinada com umidade relativa de (60+5)% ou uma temperatura de (30+2)°C
combinada com umidade relativa de (651£5)% em seus estudos de estabilidade de
longa duracdo. As zonas climaticas Ill (quente e seca) e IV (quente e Umida)
englobam aqueles paises que ndo foram cobertos pelo guia do International
Conference of Harmonization, estando o Brasil localizado na zona climatica IV (ICH-
Q1A(R2), 2003).

No ano de 2003, o ICH, em conjunto com a Organizacdo Mundial de Saude,
realizou uma pesquisa entre os paises membros das zonas Ill e IV para harmonizar
uma condicdo de temperatura e umidade com o objetivo de reduzir as inUmeras
condicbes adotadas até entdo. Como ndo houve objecdo entre os participantes
dessa pesquisa foi adotada a condi¢céo de temperatura de (30£2)°C combinada com
umidade (65+5)% para os estudos de estabilidade de longa duracdo dos paises

pertencentes as zonas climaticas Ill e IV (ICH-Q1F, 2003).
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No entanto, com base em novos calculos e discussfes, alguns paises da
zona climética IV expressaram seu desejo de incluir uma margem maior de
seguranca em relacéo as ja preconizadas pelo guia ICH Q1F e, como consequéncia,
varios paises e regibes, incluindo o Brasil, revisaram suas proprias legislacbes de
estabilidade e definiram a condicdo de temperatura de (30+2)°C combinada com
umidade (75+5)% para os seus estudos de estabilidade de longa duracdo. Devido a
esta divergéncia dos requisitos globais para realizacdo dos estudos de estabilidade,
o comité diretivo do ICH decidiu suprimir o guia ICH Q1F e deixar a definicdo das
condicdes de armazenamento em zonas climaticas Ill e IV para os respectivos
paises membros e a OMS (ICH, 2014).

Porém, quando se trata de padrdo de referéncia ou padrdo de trabalho
devemos manté-los armazenados nas condi¢des previstas no rétulo e no caso de
armazenamento em dessecador deve-se seguir as condi¢cdes exigidas para um
laboratério prevista na RDC n°17 de 2010, que é de uma temperatura de 18 a 25°C
e umidade maxima de 75% (ANVISA, 2010).

E recomendado um intervalo pré-definido para as condicdes de temperatura e
umidade relativa nas camaras de armazenamento: temperaturas devem ser
controladas com margem de erro de = 2°C e umidades relativas com margem de
erro de + 5% (ORIQUI; MORI; WONGTSCHOWSKI, 2013).

A temperatura e umidade reais de armazenamento devem ser monitoradas
durante o estudo de estabilidade, pequenas variacfes devido a abertura de portas
sdo consideradas inevitaveis. Além disso, o efeito de variagbes devido a falha no
equipamento deve ser acompanhado e ter seu impacto avaliado no estudo de
estabilidade (ANVISA, 2012).

Segundo a RDC n° 45 (2012), os fabricantes do insumo farmacéutico ativo
sdo os responsaveis pela realizagdo do estudo de estabilidade, ndo sendo essa uma
atividade da induastria farmacéutica. Porém, para o laboratério de controle de
qualidade desta industria é interessante a realizacdo de um estudo de
acompanhamento dos IFAs candidatos a padrdao secundario, uma vez que eles sao

o critério de referéncia da maioria das analises do laboratorio.
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2.3.1 Estudo de estabilidade e a legislacio brasileira

No Brasil, para atender aos novos requisitos de condi¢cdes de estabilidade
relativos a zona climatica IV, a ANVISA publicou a RE n°1/2005 a qual regulamentou
a realizagao dos testes de estabilidade de produtos farmacéuticos com a finalidade
de prever, determinar ou acompanhar seu prazo de validade. A resolucdo em
questdo aplicou-se a todas as formas farmacéuticas, sejam elas sdélidas,
semissolidas, liquidas ou gasosas (ANVISA, 2005).

A preocupagdo da ANVISA com os estudos de estabilidade e a formagéo de
produtos de degradacdo vem aumentando. Como resultado, observa-se a
publicacdo da RDC n° 58 de 2013 que estabelece 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 (ANVISA, 2013). A RDC n° 45 (2012) que trata desse assunto para
insumos farmacéuticos ativos.

Embora o conceito do estudo de degradacdo forcada ndo seja novo para a
industria farmacéutica, o procedimento para sua realizacdo ndo foi claramente
definido pelas legislacbes vigentes nem pelo guia de estabilidade do ICH, assim
como por nenhum outro 6rgao regulatorio. Com isso, ainda existe muita divergéncia
entre as empresas farmacéuticas com relacdo ao estudo de degradacéo,
particularmente no que diz respeito as concentracbes de agentes degradantes a
serem utilizadas e ao tempo de exposi¢cédo (ANVISA, 2014).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, em agosto de 2014, publicou a
Consulta Publica n°® 68 com a proposta de um guia para obtencdo do perfil de
degradacéo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo com o objetivo
de divulgar a opinido da ANVISA quanto a realizacdo do perfil de degradacéo e
quanto aos procedimentos para identificacdo e qualificacdo de produtos de
degradacédo. Este guia tem a finalidade apenas de orientar e ndao modifica em
nenhuma forma a aplicacéo ou a vigéncia de outras Resolucdes (particularmente, da
RDC n° 58 de 2013), mas sim divulga o entendimento da Agéncia com relacdo a
este regulamento e qual a melhor forma de cumpri-lo.

As induastrias brasileiras, tanto farmacéuticas como farmoquimicas, ao

seguirem a RE n°1 de 2005 ou a RDC n° 45 de 2012 (respectivamente), conduzem
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0s seus testes de estabilidade através da realizacéo de trés tipos de estudos: estudo
de estabilidade acelerada, estudo de estabilidade de longa duracdo e estudo de
estabilidade de acompanhamento.

Estudo de estabilidade acelerado € o estudo projetado para acelerar possiveis
degradacgfes quimicas e/ou mudancgas fisicas de insumos farmacéuticos ativos em
condi¢des for¢cadas de armazenamento (ANVISA, 2012). Os dados assim obtidos
podem ser usados para avaliar o impacto a curto prazo do transporte fora das
condicOes ideais de armazenamento e prever possiveis degradacdes (ICH, 2014).

Este tipo de estudo vem demonstrando empiricamente e com grande
probabilidade de acerto o que ocorreria no produto farmacéutico quando este fosse
submetido a condi¢cdes normais de armazenamento por longo periodo de tempo. Na
grande maioria das vezes, o estudo de longa duracdo confirma o progndstico dado
pelo estudo acelerado (SILVA et al., 2009).

O estudo de estabilidade de longa duracédo é empregado para verificagdo das
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbiolégicas de um insumo
farmacéutico ativo e, opcionalmente, ap0s a data de reteste ou o prazo de validade
esperado. Os resultados sédo usados para estabelecer ou confirmar estas datas e
recomendar as condi¢cdes de armazenamento (ANVISA, 2012).

Os testes referentes ao estudo de longa duracdo devem ser realizados em 0
(zero), 3 (trés) e 6 (seis), 9 (nove), 12 (doze), 18 (dezoito) e 24 (vinte e quatro)
meses para doseamento do insumo farmacéutico ativo, quantificacdo de produtos de
degradacdo e, quando aplicavel, a identificacdo de produtos de degradacao
(ANVISA, 2012).

O estudo de estabilidade de acompanhamento foi projetado para verificar se o
produto mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbiolégicas
conforme os resultados obtidos nos estudos de longa duracdo. O estudo de
acompanhamento somente é realizado se o produto néo sofrer nenhuma alteracéao
apos a concluséo do estudo de estabilidade de longa duragédo (ANVISA, 2005).

Para o IFA, os primeiros trés lotes comerciais de producdo devem ser
colocados no programa de monitoramento da estabilidade para confirmar a data de
reteste ou o prazo de validade. Nos anos seguintes, no minimo um lote por ano de
insumo farmacéutico produzido deve ser adicionado ao estudo de acompanhamento
da estabilidade e testado para confirmar a estabilidade, exceto se nenhum lote tiver

sido produzido naquele ano (ANVISA, 2012). O estudo de acompanhamento deve
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incluir todos os testes do protocolo de estudo de estabilidade e no caso de ocorrer
alteracdo significativa no insumo farmacéutico ativo deverd ser realizado novo
estudo de estabilidade conforme preconizado nesta Resolucéo.

O protocolo do estudo de estabilidade deve contemplar avaliacdes fisicas,
quimicas, fisico-quimicas, bioldgicas e microbiolégicas, quando for o caso. Deve ser
avaliada, também, a presenca ou formacao qualitativa e quantitativa de subprodutos
e/ou produtos de degradacao, utilizando-se metodologia adequada e validada. As
impurezas de sintese que ndo sdo produtos de degradacdo ndo necessitam ser
descritas no estudo de estabilidade, mas deve ser assegurado que elas nao
interfiram na identificacdo dos produtos de degradacao (ANVISA, 2012).

2.3.2 Fatores que afetam a estabilidade de farmacos

2.3.2.1 Temperatura

A temperatura é o mais importante dentre os fatores ambientais envolvidos na
degradacdo de produtos farmacéuticos uma vez que, na maioria dos casos, 0
aumento na temperatura afeta a estabilidade de um farmaco por meio do aumento
da velocidade de reacdo (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).

A degradacéo termolitica pode ser definida como a degradacdo causada por
exposicao a temperaturas elevadas o suficiente para induzir a ruptura de ligacdes
quimicas normalmente oriundas das reacdes de hidrolise/desidratacéo,
isomerizacao/epimerizacao, descarboxilagcdo, rearranjos e alguns tipos de reacdes
de polimerizagdo (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2005). A maioria das reacdes
ocorre mais rapidamente a temperaturas mais elevadas do que a temperaturas mais
baixas (YOSHIOKA; STELLA, 2002).

A influéncia da temperatura pode ser reduzida pela correta selecédo da forma
de armazenamento seja ela a temperatura ambiente, sob refrigeracdo ou
congelamento (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).
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2.3.2.2 pH

Depois da temperatura, o pH € a segunda variavel mais importante que afeta
a degradacdo do IFA e do medicamento. O efeito do pH na taxa de degradacao
pode ser explicado pelos efeitos cataliticos que os ions hidroxido podem ter em
vérias reacdes quimicas (LACHMAN; DE LUCA; AKERS, 2001).

O pH é capaz de acelerar ou diminuir a velocidade de reacfes, pois as
principais reacfes envolvidas na degradacdo de farmacos sdo a hidrolise e a
oxidacdo e ambas podem ser catalisadas por acidos e/ou bases. Além disso, para
0os medicamentos ionizaveis, a fracdo da droga presente em qualquer forma
particular ird depender do pH da solucdo. Portanto, se a reatividade do farmaco
depende da sua forma, a sua reatividade serd dependente do pH (YOSHIOKA,;
STELLA, 2002).

2.3.2.3 Umidade

A umidade € outro fator ambiental que exerce grande influéncia na
estabilidade de produtos farmacéuticos. Ndo s6 os farmacos higroscépicos sao
sensivelmente degradados pela umidade relativa do ar, mas também farmacos néo
higroscopicos sofrem fendmenos de alteracdo, principalmente quando a umidade é
associada aos efeitos de temperatura. A umidade pode promover reacbes de
hidrolise e afetar a cinética de degradacao de farmacos (LEITE, 2005).

A 4gua é considerada como um dos principais catalisadores em reacfes de
degradacdo, que podem ocorrer por duas vias. Primeiramente, a agua pode
participar do processo de degradacdo quimica por si s6, como um reagente,
induzindo a hidrdlise, hidratacdo, isomerizacdo ou outras reagdes quimicas
bimoleculares. Nestes casos, a velocidade de degradacdo ¢é diretamente
proporcional a concentracdo da agua, do ion hidrénio ou hidréxido. De outra forma, a
agua também pode ser adsorvida na superficie do produto e formar uma camada de
hidratacdo na qual a substancia pode ser dissolvida e/ou degradada. A adsorgéo da

agua na superficie do produto farmacéutico pode alterar o seu estado fisico e,
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consequentemente, afetar sua reatividade exercendo, desta forma, influéncia
indireta na degradacéao do produto (YOSHIOKA; STELLA, 2002).

Muitos farmacos e medicamentos séo considerados como instaveis em meios
umidos e necessitam de intervencdes durante a formulacdo e armazenamento, para
que a efichcia e sua estabilidade e da forma farmacéutica final ndo sejam
comprometidas (SILVA et al. 2009). Segundo Pombal, Barata e Oliveira (2010)
trabalhar num ambiente seco e adicionar um absorvente de umidade a embalagem

pode diminuir os efeitos da umidade.

2.3.2.4 Luz

As reacOes de decomposicao de farmacos podem ser desencadeadas através
de radiagdo luminosa que funciona como energia de ativacdo (LACHMAN; DE
LUCA; AKERS, 2001). Porém, existem moléculas que n&do absorvem
significativamente a luz ambiente (solar ou artificial), mas séo sensiveis a radiacdes
com menores comprimentos de onda (MOORE, 2006).

A absorcédo de radiacdes ocorre na zona do visivel e ultravioleta, e fornece a
energia necessaria para desencadear reacdes de degradacao tais como oxidacgao e
reducdo, rearranjo de anéis, polimerizacao, rupturas de ligacbes, isomerizacbes e
racemizacfes, promovendo a instabilidade farmacéutica (MURAKAMI et al., 2009).

Atualmente, o estudo de fotoestabilidade € um importante mecanismo de
verificacdo de estabilidade de drogas e farmacos, visto que a radiacdo ultravioleta é
muito energética e pode propiciar a clivagem de muitas ligacdes quimicas,
promovendo a degradacao da molécula (SILVA et al., 2009).

Produtos farmacéuticos podem ser adequadamente protegidos da
decomposicdo induzida pela luz com o uso de recipientes de vidro colorido e
estocagem no escuro. Vidros de cor ambar filtram luzes de comprimento de onda
menores do que 470nm e oferecem consideravel prote¢cdo aos compostos sensiveis
a luz ultravioleta (FLORENCE; ATTWOOD, 2003).
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2.3.2.5 Reac0bes de Hidrdlise

A hidrélise é uma das reacdes de degradacdo mais comumente observada
em produtos farmacéuticos, pois muitos farmacos possuem em sua estrutura
grupamentos funcionais como ésteres, amidas, amidas substituidas, lactonas e
lactamas que sao suscetiveis a hidrolise. Esta alteracdo pode ocorrer em meio
aguoso ou por acdo da umidade e quando ocorre hidrélise de um farmaco, verifica-
se a diminuicdo do principio ativo e o aumento dos produtos de degradacéo
(YOSHIOKA; STELLA, 2002).

2.3.2.6 Reacdes de Oxidacéao

Os mecanismos de oxidacdo dependem da estrutura quimica da substancia e
da presenca de espécies reativas de oxigénio ou de outros oxidantes como, por
exemplo, 0s metais pesados com duas ou mais valéncias que sao bons
catalisadores de oxidacdo (LACHMAN; DE LUCA; AKERS, 2001).

A oxidacéo envolve a remocao de um atomo eletropositivo, radical ou elétron,
ou a adicdo de um atomo eletronegativo ou radical. Muitas oxidacfes farmacéuticas
sao reacOes em cadeia que procedem bem lentamente sob a influéncia do oxigénio
molecular. Tal processo de reacdo € referido como uma auto-oxidacdo, sendo
iniciada via radical (SILVA et al., 2009).

A estabilizacdo de drogas contra oxidacdo envolve a observacdo de um
namero de precaucdes durante a manufatura e estocagem. O oxigénio em
recipientes farmacéuticos deve ser substituido por nitrogénio ou dioxido de carbono;
contato da droga com ions de metais pesados, que catalisam oxidagdo, deve ser
evitado e a estocagem deve ser a temperaturas reduzidas (FLORENCE; ATTWOOQOD,
2003).
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2.3.2.7 Reac0bes de Fotolise

A primeira lei da fotoquimica afirma que “apenas a radiagdo que € absorvida
por uma molécula pode efetivamente produzir mudangas quimicas nela”
(ANDERSON; BYARD, 2004). Isso significa que as taxas de fotodegradacao sao
diretamente dependentes da quantidade de radiacdo incidente e da quantidade de
radiacdo que € absorvida pelo farmaco ou pela formulacdo (BAERTSCHI,
ALSANTE; REED, 2005).

A reacdo de fotdlise € iniciada apds absorcdo de radiacdo eletromagnética. A
maioria dos principios ativos empregados na preparacdo de medicamentos
apresenta maximos de absorcdo na regido do ultravioleta do espectro
eletromagnético. A radiagdo ultravioleta € muito energética e pode propiciar a
clivagem de muitas ligacdes quimicas, ocorrendo a degradacdo da molécula. Desta
forma, é importante conhecer a fotoestabilidade dos farmacos e os produtos
formados devido a fotélise, além de avaliar a toxicidade destes ultimos (SILVA et al.,
2009).

2.3.2.8 Polimorfismo

Cada estado cristalino possui diferentes niveis de energia livre e de
reatividade quimica o que influencia diversamente na estabilidade quimica dos
polimorfos dos farmacos. Farmacos no estado cristalino, por se encontrarem em um
nivel mais baixo de energia livre, sdo menos reativos que os farmacos amorfos que
possuem nivel de energia mais elevado (YOSHIOKA; STELLA, 2002).

Para valores de temperatura e umidade definidos, apenas uma das formas
polimorficas de um farmaco é estavel, tanto cineticamente como
termodinamicamente. As outras formas denominadas de metastaveis que sé&o
cineticamente estaveis, porém termodinamicamente instaveis, podem mudar de fase
com o ganho de energia como, por exemplo, com 0 aumento da temperatura
(OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).
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Figura 11: Estabilidade Fisica de Polimorfos.
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2.3.3 Técnicas analiticas utilizadas no estudo de estabilidade

De acordo com a literatura sdo encontrados estudos empregando técnicas
titulométricas, espectrofotométricas e cromatograficas para avaliacao da estabilidade
dos principios ativos e produtos farmacéuticos (BAKSHI; SINGH, 2002).

A vantagem da utlizacdo das técnicas analiticas titulométricas e
espectrofotométricas é o baixo custo e simplicidade de execucédo. Entretanto, devido
a sua limitacdo quanto a sensibilidade e principalmente especificidade, praticamente
nao existe relatos do seu uso para analise de estabilidade de produtos (FORSYTH,;
IP, 1994).

A CLAE, utilizando colunas de fase reversa, é a técnica mais empregada para
se desenvolver metodologias analiticas indicativas de estabilidade, pois permite a
separacdo de substancias quimicas com uma ampla faixa de polaridade (DOLAN,
2002). Devido a propria exigéncia no que diz respeito a separagdo de multiplos
componentes durante as analises de amostras em estudo de estabilidade, os
métodos cromatograficos tornaram-se preferiveis dentre 0os demais métodos
convencionais de analise, pois permitem a quantificacdo da perda do composto de
origem e aparecimento de produtos de degradacdo (MURPHY; RABEL, 2008). Além

de terem maior seletividade, os métodos cromatograficos possuem maior precisao,
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exatiddo e sensibilidade tornando possivel a deteccao de pequenas quantidades de
produtos de degradacao (BAKSHI; SINGH, 2002).

Os detectores de ultravioleta (UV) séo bastante utilizados para o
desenvolvimento dos métodos indicativos de estabilidade. Além disso, existe
também a possibilidade do uso dos detectores de UV com arranjo de diodos, que
permitem adquirir um espectro no UV para cada componente em separado
permitindo obter informacfes sobre a pureza espectrofotométrica que, por sua vez,
possibilita avaliar a coeluicdo de dois ou mais componentes no cromatograma
(DOLAN, 2002).

Existem ainda as técnicas analiticas combinadas como a cromatografia
liquida associada a espectrometria de massas (CLAE-EM) ou com a ressonancia
magnética nuclear (CLAE-RMN) (LOVDAHL; PRIEBE, 2000).

A técnica de CLAE-EM combina a capacidade de resolucéo e separagéo da
CLAE com a sensibilidade nao restrita da espectrometria de massas. A fonte de
ionizacao por eletrospray fornece um processo de ionizagdo suave e, portanto, a
probabilidade de ndo ocorrerem fragmentac6es da molécula original é maior. Desta
maneira essa técnica constitui uma ferramenta analitica bem estabelecida para a
uma rapida identificacdo e caracterizacdo de cada componente presente na amostra
(FENG et al., 2001).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) fornece uma
elucidacdo a nivel molecular dos compostos presentes em uma amostra complexa,
incluindo os seguintes tipos de andlises: teor, configuracional, pureza e
estereoquimica. Com o advento da técnica de CLAE-RMN, que permitiu a analise
direta das fracbes separadas pelo cromatégrafo, os limites de deteccdo foram
reduzidos para menos de um micrograma de material, resolvendo desta forma as
limitagbes quanto a sensibilidade. A medida que a técnica de CLAE-RMN se tornar
comercialmente viavel, as industrias farmacéuticas comecaréo a utiliza-la com maior
frequéncia (PENG, 2000).

A abordagem tradicional de estudos de estabilidade envolve a preparacéo de
numerosa quantidade de amostras que sdo armazenados em condi¢cdes de
temperatura e/ou umidade determinada no estudo. Em geral, esta abordagem para
avaliar a estabilidade de um composto é muito trabalhosa e demorada, além de
necessitar de quantidades relativamente grandes da substancia (MURPHY; RABEL,
2008).
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2.3.4 Estabilidade de Solucdes

Para gerar resultados reproduziveis e confidveis durante o estudo de
estabilidade, a estabilidade de solucbes de amostras e padroes deve ser
determinada. Frequentemente, em equipamentos automatizados, as corridas
cromatograficas séo realizadas durante a noite para melhor aproveitamento do
funcionamento do laboratério. Esta pratica requer maior estabilidade das solucdes
(RIBANI et al., 2004).

Um dos critérios de estabilidade para os métodos de ensaio € que as
solucbes padrdo e amostras sejam estaveis durante 24 horas sob condicbes de
armazenamento definidos. Como a diminuicdo da temperatura € um dos fatores que
podem melhorar a estabilidade, se a solugdo ndo € estavel a temperatura ambiente,
pode-se testar o armazenamento em geladeira a uma temperatura de 2 a
8°C(SHABIR, 2003). Segundo essa mesma fonte, os resultados do estudo de
estabilidade de solucbes sdo determinados por comparacdo com as respostas de
solucdes preparadas no dia da andlise, sendo aceitdvel uma variacao de até +2,0%
(SHABIR, 2003).

2.4 Padrao de Referéncia

Os padrdes analiticos podem ser usados quantitativamente (em determinacao
do teor e em testes limites), qualitativamente (em testes de identificacdo e em de
adequacao do sistema cromatogréafico) ou ser usados em métodos especificos (em
verificacdo de desempenho como no caso da calibragcdo do equipamento de ponto
de fuséo) (USP, 2013a).

De acordo com a RDC n° 17 de 2010, padrdes de referéncia sdo exemplares
de farmacos, impurezas, produtos de degradacdo, reagentes, dentre outros,
altamente caracterizados e da mais elevada pureza, cujo valor é aceito sem
referéncia a outros padrées. O conteido de um padrao primario € determinado por
intermédio de uma extensa série de andlises fisico-quimicas e completa
caracterizacdo do candidato (STOEF et al., 2011).
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Ainda de acordo com a norma da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), devem ser utilizados padrdes de referéncia oficiais, sempre que existirem.
Na auséncia desses, devem ser utilizados padrbes de referéncia devidamente
caracterizados. Um padrédo de referéncia ndo adquirido de uma farmacopeia
reconhecida deve ser do mais elevado grau de pureza possivel e cuidadosamente
caracterizado, a fim de garantir sua identidade, seu teor, qualidade, pureza e
poténcia (ANVISA, 2010).

Os procedimentos analiticos utilizados para caracterizar um padrdo de
referéncia ndo se devem basear apenas em testes de comparacao a um padrao de
referéncia anteriormente caracterizado. Esses procedimentos devem ser
gualitativamente e quantitativamente mais extensos do que os utilizados para
controlar a identidade, teor, qualidade, pureza e poténcia do farmaco ou
medicamento (ANVISA, 2010). Em contrapartida, a intensidade de caracterizagao e
andlises realizadas para obtencdo do padrao secundario € menor se comparada
com a obtencéo de um padrao de referéncia primario (STOEF et al., 2011).

O padrdo secundario, ou padrdo de trabalho, é estabelecido por uma
comparagcdo com um padréo de referéncia farmacopeico, por meio de ensaios
presentes nas farmacopeias ou métodos devidamente validados e registrados pelo
proprio laboratério que o ir4 utilizar (Farmacopeia Brasileira, 2010c). Segundo a
ANVISA, devem existir evidéncias documentais de que o lote do padrédo de trabalho
foi avaliado antes do uso por meio da comparacdo deste contra um padréo de
referéncia oficial (ou de referéncia, na auséncia do oficial) e que ele é requalificado
em uma periodicidade definida, de acordo com um protocolo escrito (ANVISA, 2010).

Na padronizacdo, é importante estabelecer qual sera o uso do padréo
secundario como material de referéncia. Desta forma, dependendo do seu uso,
serdo definidos os procedimentos para caracterizacdo e qualificacdo do candidato.
Por exemplo, padrdes utilizados na quantificagdo passam por testes mais exaustivos
do que padrdes utilizados em analises semi-quantitativas ou qualitativas (MATHKAR
et al., 2009).

Tradicionalmente, as técnicas cromatograficas, tais como cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG), em conjunto com
outras técnicas analiticas (como por exemplo, residuo de ignicdo, perda por
secagem e/ou titulacdo de Karl Fischer) sao usadas para determinar o teor e a

pureza de um lote especifico de um composto com a finalidade de se classificar
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como um padréo de referéncia. A pureza atribuida ao padréo de referéncia para uma
ampla variedade de compostos pode também ser verificada utilizando a técnica de
calorimetria exploratéria diferencial. Porém, ainda discute-se a utilizacdo do DSC
como uma alternativa complementar para verificar a pureza de um composto, como
parte do processo de certificacdo do padrao de referéncia farmacéutica (MATHKAR
et al., 2009).

A determinacdo do teor € 0 parametro mais importante nos padrdoes de
referéncia utilizados para analises quantitativas. A analise por CLAE, quando
devidamente validada, apresenta seletividade suficiente para obtencéo de uma boa
exatiddo. Segundo GOROG (2008), o desvio padréo relativo (DPR) de uma analise
tipica de CLAE é de 0,5 a 1%. Uma forma de melhorar a precisdo das andlises
cromatograficas estd em aumentar o niumero de amostras a serem analisadas
(HOFER et al., 2007). A repeticdo das andlises em dias diferentes também ¢é (til
para aumentar a confiabilidade dos resultados (SOARES, 2001).

Os valores expressos podem estar em matéria ativa, ou tal qual, onde ndo é
desconsiderada a presenca de umidade. Padrdes expressos em matéria ativa sao
preferenciais, pois dispensam qualquer tratamento prévio a sua utilizacdo. No
entanto, é preciso verificar se os valores de umidade continuam constantes durante
o periodo de utilizacdo. Padrées higroscépicos devem ser dessecados antes da sua
utilizacdo, e no caso de a substancia ser instavel a temperaturas altas, deve-se fazer
a correcdo do teor em base anidra apos determinacdo da umidade (perda por
dessecacao ou teor de agua) (USP, 2013a).

A determinacéo de impurezas é (til na verificagdo da qualidade da substancia
candidata a padronizacdo, pois traz informa¢des quanto a presenca de outras
substancias organicas além do composto de interesse e, principalmente, a respeito
da estabilidade durante o armazenamento (STOEF et al., 2011).

Porém, em muitos casos, as impurezas cromatograficas sdo desconhecidas,
ou os padrbes nao estdo disponiveis; assim, as impurezas sdo determinadas
assumindo que essas possuem 0s mesmos fatores resposta que o componente
principal (WILLIAMS, 2006).

No caso dos testes de substancias relacionadas, quando ndo houver o padrao
da impureza, pode-se usar o tempo de retencao relativo no cromatograma e o fator
resposta, previamente validado no método analitico, para quantificar as impurezas
encontradas (USP, 2013a).
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No processo de avaliacdo da pureza de padrdes de referéncia, 0 método
baseado no principio do equilibrio de massa (método do balanco de massa) é
normalmente empregado para quantificar todas as impurezas, incluindo umidade e
cinzas, e a soma de todas as impurezas é subtraida de 100% (MA et al., 2009).

O DSC com base no principio da termodindmica também pode determinar o
teor absoluto de impurezas totais numa amostra. A determinagcdo da pureza por
DSC tem a vantagens como: praticidade, velocidade, reprodutibilidade, néo
necessidade de uso de padrao de referéncia e utilizacdo de pequena quantidade de
amostra (GAO; DING; HU, 2011).

A determinacdo do ponto de fusdo utilizando métodos calorimétricos vem
sendo bastante empregado como método de avaliacdo do grau de pureza de
farmacos. Através da técnica de DSC pode-se determinar a faixa de fusdo de uma
substancia e, baseando-se na equacio de van’t Hoff € possivel determinar a fragao
molar de impurezas contidas neste material (RODRIGUES et al., 2005).

O método de DSC para a determinacdo pureza aplica-se a amostras com
elevado grau de pureza (> 98%), porém segundo Gao, Ding e HU (2011) relatérios
sobre a incerteza da determinacdo da pureza por DSC ainda sdo escassos,
especialmente na padronizacdo das substancias de referéncias, pois a técnica
poderia complementar o balanco de massa (GAO; DING; HU, 2011). O método de
balanco de massa é geralmente considerado como o mais correto e é recomendado
pela Organizacdo Mundial de Saude, pela Farmacopeia Europeia e pela
Farmacopeia Internacional para a determinacdo do teor de padrbes de referéncia
(MA et al., 2009).

Produtos de degradacéo reais e potenciais devem ser isolados e identificados
durante o desenvolvimento do padrdo de referéncia. Tipicamente, as impurezas
organicas sado identificadas e confirmadas utilizando espectrometria de massa
acoplada a cromatografia liquida; ressonancia magnética nuclear (RMN) € utilizada
para identificacdo e quantificacdo de impurezas organicas e solventes residuais;
plasma indutivamente acoplado a espectrometria de massa € usado para as
impurezas inorganicas; e cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria
de massa € usada para os solventes residuais (BROWNE, 2009).

Os padrdes previstos pela USP, em geral, ndo estdo certificados para o

controle do polimorfismo, exceto para aqueles principios ativos para o0s quais é
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solicitada a difragdo de raios X, como a ranitidina e a carbamazepina (CAPUCHO,;
MASTROIANNI; CUFFINI, 2008).

A determinacdo de padrdo secundario pode incluir um conjunto reduzido de
analises, dependendo dos resultados iniciais da matéria-prima de origem.
Recomenda-se que algumas medidas sejam adotadas durante o estudo de
estabilidade para evitar sua interrup¢cdo como, por exemplo, o uso de pelo menos
duas condicbes de armazenamento. Além disso, o periodo de requalificacdo pode
ser de 3, 6 e 12 meses para 0 primeiro ano e depois anualmente. Se o lote for
provado estavel durante pelo menos um ano, em seguida, os lotes posteriores
exigirdo requalificagéo apenas anual (BROWNE, 2009).

Os orgaos farmacopeicos possuem uma abordagem singular a respeito da
validade dos padrdes primarios; como regra, a validade dos padrdes € determinada
apenas apo6s a disponibilizacdo de um novo lote aprovado. Isto significa que os
padrdes anteriores precisam ser substituidos pelo novo lote vigente (STOEF et al.,
2011). Os padrdes de referéncia da USP sdo considerados adequados para 0 uso
em até um ano depois do novo lote liberado (BROWNE, 2009).

Os autores também questionam o prazo curto para substituicdo dos padrdes
apos a introducdo de um novo lote pelas farmacopeias. Uma forma de avaliar a
estabilidade é por intermédio de retestes durante o periodo de utilizacdo do padrédo
(WHO, 1999). Geralmente, os fatores avaliados vao depender das caracteristicas da
substancia, como higroscopicidade, estabilidade e armazenamento (COUNCIL OF
EUROPE, 2008).

N&do ha uma regra para se estabelecer os limites de aceitacdo entre o0s
resultados obtidos no reteste com o valor declarado na padronizacdo (WHO, 1999);
no entanto, Williams, em seu artigo de 2006, sugere que o padréo seja substituido,
ou repadronizado caso haja alteracédo de 0,5% de conteddo para substancias com
pureza superior a 98%, ou 1% para substancias com pureza inferior a 98% (STOEF
et al., 2011).

Em todos os cenarios da pesquisa, um protocolo é necessario para delinear o
material de referéncia — padréo, lote, condicdes de armazenamento, frequéncia de
teste, critérios de procedimentos analiticos, critérios de aceitacdo e elaboracdo de
relatorios (BROWNE, 2009).

Até pouco tempo, a Unica opgao para aquisicdo das substancias quimicas de

referéncias era compra-las, quando disponiveis, no mercado internacional ou em
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representantes locais a um alto custo, sem considerar a demora do processo de
importacdo, o que dificultava sua aquisicdo. Os mais prejudicados por este cendrio
eram, principalmente, o setor publico, os laboratérios nacionais e os de pequeno
porte (ANVISA, 2013).

No Brasil, atualmente, a compra de padrbes de referéncia de impurezas das
substancias farmacéuticas € restrita, uma vez que, sé algumas farmacopeias
(Americana, Europeia, Internacional) disponibilizam essas substancias a precos
elevados e em pequena quantidade (RIBEIRO et al., 2006).

Em setembro de 2001, o Brasil comecou a trilhar o caminho da
autossuficiéncia em SQR certificadas, disponibilizando as primeiras substancias de
referéncia ao mercado nacional. Existem hoje 78 substancias quimicas de referéncia
certificadas pela Farmacopeia Brasileira, muito longe do esperado para suprir as
necessidades da industria farmacéutica e dos 6rgéos oficiais e privados de controle
de qualidade de farmacos e medicamentos (ANVISA, 2013).

Atualmente, essas substancias ja estdo disponiveis para atender a demanda
nacional e sao distribuidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS), que € o unico 6rgao oficial responsavel pelo seu fornecimento, a
um custo acessivel, facilitando o acesso na aquisicdo dessas substancias,

consequentemente, gerando menos dependéncia externa do pais (ANVISA, 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

A escolha da matéria-prima efavirenz como base para este estudo €
fundamentada na importancia da sua producdo para atendimento ao programa
DST/AIDS que visa atender a toda populacao brasileira necessitada. Farmanguinhos
€ 0 Unico laboratorio publico nacional que produz este medicamento, que € um dos
produtos mais importantes do seu portfolio.

Como ja mencionado, os padrbes de referéncia, além do alto custo, séo
disponibilizados em poucas quantidades, o que justifica o uso de padrbes
secundarios na analise de rotina. Porém, a padronizacdo dessas substancias de
acordo com a RDC n°17/2010 é de responsabilidade do proprio laboratério de
controle de qualidade da industria farmacéutica. Sendo assim, € importante um
estudo mais aprofundado dessa metodologia frente as condicbes de
armazenamento para posterior determinacdo do prazo de validade desses padrdes
secundarios.

Sabe-se que o processo de compras de uma empresa publica é bastante
dificil e demorado. A Lei de Licitacbes e Contratos (8.666/1993), formulada para
todos os tipos de aquisicdes e servicos na area publica, acaba por impedir que
processos administrativos sejam mais rapidos.

No caso de Farmanguinhos, que sua producdo € voltada para atendimento
dos programas estratégicos do Governo Federal, a demora nos processos
aquisitorios impacta diretamente o provimento dos medicamentos para o Sistema
Unico de Saulde, além de impactar as demandas emergenciais do Ministério da
Saude no Brasil e no exterior.

Como a maioria dos padrdes € adquirida por importacao, este processo torna-
se ainda mais dispendioso em relacdo a custo e tempo de recebimento. O estudo de
estabilidade do IFA ir4 viabilizar o uso do padrdo secundario por um tempo
determinado facilitando todo o planejamento de compras além aplicacdo dessa
metodologia para as outras matérias-primas utilizadas no laboratorio.

Como a legislacéo permite o uso de padrées secundarios, sua utilizacdo para
Farmanguinhos é vantajosa, pois no caso de demora no processo de compras ou

auséncia de padrdo primario, o laboratorio de controle de qualidade nédo tera suas
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atividades impactadas uma vez que se tem um padrdo secundario padronizado,
caracterizado e com sua estabilidade avaliada.

O estudo de estabilidade das solugdes ira ajudar na rotina do laboratorio, uma
vez que sendo definido o tempo de uso da solucdo pode-se fazer um melhor
planejamento de analises.

Por fim, esse estudo poderd servir como base para os demais IFAs do
portfélio de Farmanguinhos, podendo gerar um protocolo de avaliacdo da

estabilidade de substancias candidatas a padréao.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O estudo tem como objetivo avaliar a estabilidade de diferentes lotes das
matérias-primas candidatas a padrdo secundério dos trés fabricantes de efavirenz
de Farmanguinhos, através do monitoramento de seus teores de ativo e substancias

relacionadas.

4.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar os IFAs, candidatos a padréo secundario, dos trés fabricantes de
Farmanguinhos frente as suas propriedades fisico-quimicas.

e Realizar o estudo de estabilidade de longa duracdo das matérias-primas nos
tempos de 0, 1, 3, 6, 9 e 12 meses, avaliando o teor do ativo e as substancias
relacionadas.

e Verificar melhor condicdo de armazenamento da matéria-prima candidata a
padrdo secundario: dessecador com silica ou geladeira.

e Confrontar os resultados dos trés fabricantes para determinar o melhor IFA
para padrao secundario.

e Realizar o0 estudo de estabilidade do efavirenz em solugéo para solucbes-mae
de teor e de substancias relacionadas.

e Avaliar se a logica utilizada para as analises realizadas gera resultados
confiaveis e que possa ser aplicada na avaliacdo da estabilidade dos outros

padrdes secundarios do portfélio de Farmanguinhos.
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5 METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratério de Controle de Qualidade de
Farmanguinhos. Foram analisadas as matérias-primas de trés fabricantes

qualificados de efavirenz (A, B e C), sendo trés lotes de cada, conforme quadro 2.

Quadro 2: Divisao de lotes por fabricantes.

Fabricante A Fabricante B Fabricante C

Lotes 1,2e3 4. 5e6 7,8e9

O trabalho inicialmente seria realizado somente com trés lotes, um de cada
fabricante; porém, no terceiro més de analise, foi verificada a necessidade de
realizar o estudo com mais seis lotes para completar trés lotes por fabricante e
garantir maior robustez nos resultados. Com isso, as analises foram divididas em
dois grandes grupos, o primeiro grupo composto pelas amostras A — 1, B — 4 e
C -7, e 0 segundo pelas amostrasA-2,A-3,B-5,B-6,C-8e C-09.

Foram realizadas analises fisico-quimicas baseadas na monografia adotada
pelo laboratério que, para esse IFA, € a da Farmacopeia Brasileira 5% edi¢céo
(2010a). Tais analises foram: ponto de fuséo, rotacao especifica, cinzas sulfatadas,
metais pesados, perda por secagem, teor de agua por titulacdo de Karl Fischer e as
analises cromatograficas compostas pelos testes de teor, substancias relacionadas,
excesso enantiomeérico e solventes residuais.

As analises de difracdo de raios X de po, calorimetria diferencial exploratoria e
termogravimetria seguiram as metodologias desenvolvidas pelo Laboratério de
Estudo do Estado Solido (LEES) de Farmanguinhos.

As amostras foram avaliadas ao longo do tempo de um ano para verificagao
da estabilidade do ativo e determinacdo da validade do padrdo. Paralelamente ao
estudo de estabilidade foi avaliada a melhor condi¢cdo de armazenamento do padrao,
sendo as amostras acondicionadas em dessecador contendo silica a uma
temperatura de 18 a 25°C e em geladeira a temperatura de 2 a 8°C, e umidade
maxima de 75%. Os tempos em que foram realizados os testes foram: inicial, 1, 3, 6,
9, 12, 15 meses.
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Figura 12: Fluxograma das analises realizadas.
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ApGs a analise no tempo inicial, os testes de identificagdo foram excluidos por
serem testes complementares. Os testes como cinzas sulfatadas, metais pesados e
solventes residuais ndo foram realizados nos tempos restantes visto que nao séo
indicativos de degradacédo do insumo.

Devido a quantidade de amostras e ao grande volume de analises que o
LEES tinha para realizar, todas as analises solicitadas a eles s6 foram realizadas
nas amostras do primeiro grupo, ou seja, em um lote de cada fabricante. Sao eles:
A-1,B-4eC-7.

A validade das matérias-primas candidatas a padrdao secundario foram
determinadas diante da avaliacdo dos resultados obtidos durante o periodo de um
ano, em comparacdo com a especificacdo de teor da monografia (98 a 102%),
analise dos desvios encontrados e analise das impurezas. Foi seguido o critério
mencionado por Stoef e colaboradores (2011), em cujo trabalho é sugerido que o
padrdo seja substituido, ou repadronizado, caso haja alteracdo de 0,5% de contetudo
para substancias com pureza superior a 98%.

O estudo de estabilidade das solucGes-padrdo, tanto de teor como de
substancias relacionadas, foi realizado diariamente ao longo de uma semana. As
solucbes-mae foram preparadas de acordo com a monografia da Farmacopéia
Brasileira (2010) e armazenadas em baldes volumétricos de vidro &mbar mantidos
em geladeira (2 a 8°C). Diariamente, antes de cada ensaio, as solu¢des foram
retiradas do refrigerador para o equilibrio da temperatura, e em seguida, as
amostras foram diluidas para serem injetadas no CLAE. A solucdo diluida inicial
também foi armazenada em geladeira e diariamente avaliada.

Todas as amostras foram injetadas em triplicata e as diferencas percentuais
entre as areas médias obtidas foram avaliadas e o limite de £2% foi adotado a partir
do procedimento de validacdo de métodos analiticos do laboratério de controle de
qualidade de Farmanguinhos.
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5.1 Materiais

- Padrdes: Efavirenz USP (Cat.#1234103 — Lote: FOG376 — Validade:
07/2014 e Lote: GOL369 — Lote corrente) e Efavirenz Racémico USP (Cat.#1234114
- Lote: FOG381 — Validade: 07/2014).

- Reagentes e solucgbes: acetonitrila grau UV/CLAE, acido acético 1M, acido
cloridrico 6M, acido ortofosférico P.A., acido sulfurico P.A., &cido trifluoracético,
cicloexano grau UV/CLAE, dimetilformamida UV/CLAE, etanol grau UV/CLAE,
heptano grau UV/CLAE, hexano grau UV/CLAE, hidroxido de aménio 6M,
isopropanol grau UV/CLAE, metanol grau UV/CLAE, solugdo de Karl Fischer,
solugdo padréo de acetato de chumbo (10ppm de Pb), tampéo acetato pH 3,5,
tioacetamida, t-butil-etil-éter (ETBE) grau UV/CLAE, t-butil-metil-éter (MTBE) grau
UV/CLAE, tolueno grau UV/CLAE.

- Vidrarias e acessorios:
-Baldes volumétricos calibrados de 20, 50, 100 e 200mL.
- Bécher de vidro.
- Bico de Bunsen.
- Cadinho de aluminio com tampa de aluminio furada.
- Cadinho de aluminio com tampa de aluminio lacrada.
- Cadinho de platina.
- Capilar aberto para ponto de fuséo.
- Membrana filtrante de celulose regenerada de 0,45um.
- Pesa-filtro.
- Pipetas volumétricas calibradas de 1, 5 e 10mL.
- Proveta volumétrica de 1000 mL.
- Tubo de Nessler.
- Vials.
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5.2 Equipamentos

- Analisador termogravimeétrico da marca Mettler Toledo — Modelo: 851°¢.

- Balanca analitica Sartorius — Modelo: ME 235S.

- Calorimetro exploratério diferencial Mettler Toledo — Modelo: 822¢.

- Cromatdégrafo a gas Agilent — Modelo: 7890A.

- Cromatografo a liquido Shimadzu com 2 bombas LC-10AD, degaseificador
DGU-12A, injetor automatico SIL-10AD, forno de colunas CTO-10A e detector por
arranjo de diodos SPD-M10AVP. Os dados foram adquiridos por interface SCL-10A.
A aquisicdo de dados e controle foi realizada pelo software Shimadzu CLASS-VP
versao 6.13 SP2.

- Cromatografo a liquido VWR Hitachi - LaChrom Elite, composto por uma
bomba L-2130, injetor automatico L-2200, forno de colunas L-2300 e detector por
arranjo de diodos L-2450. A aquisicdo de dados e controle foi realizada pelo
software EZChrom Elite Version 3.1.7.

- Difratbmetro Bruker - Modelo: D8-Advance.

- Estufa a vacuo VWR Brand - Modelo: 1400E.

- Espectrofotometro UV-Vis Varian — Modelo: Carry 50.

- Espectrometro Infravermelho FTNIR PerkinElmer — Modelo: 70866.

- Titulador Karl Fischer Titrino Methrom — Modelo: 784 KFP.

- Mufla Fornitec — Modelo: 4016.

- Polarimetro Schmidt + Haensch — Modelo: Polartronic E.

- Ponto de fusao Biichi Melting Point — Modelo: B 545.

- Potenciébmetro Metrohm — Modelo: 780.

- Refrigerador Brastemp — Modelo: BRM 35-350.

- Termoigrémetro digital Alla Brasil — Modelo: 910.15 CHP.



5.3 Métodos

Figura 13: Fluxograma dos testes analiticos realizados.
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5.3.1.1 Determinacédo da estrutura por difracao de raios X de p6

As andlises de DRXP foram realizadas no Laboratorio de Cristalografia do
Instituto de Fisica da Universidade Federal Fluminense. Os padrdes de difracdo
foram obtidos em um difratbmetro, utilizando radiagdo CuKa (A para Ka1 = 1.54060
A; A para Ka2 = 1.54438 A), tensdo de 40kV e corrente de 40mA, com velocidade de

varredura de 0,2°/segundo no intervalo 26 de 3-50°.
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5.3.1.2 Técnicas termoanaliticas (Ponto de fusdo, DSC, TGA e Perda por secagem)

O ponto de fusao do efavirenz foi determinado no equipamento Bichi Melting
Point, com taxa de aquecimento de 5,0°C/minuto.

Para obtencdo das curvas de DSC, as amostras foram cuidadosamente
pesadas em cadinhos de aluminio com tampa de aluminio lacrada. Todos os
experimentos foram realizados em duplicata em um calorimetro exploratério
diferencial, sob atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 80mL/minuto, e
razdo de aquecimento de 10K/minuto, no intervalo de temperatura de 25 a 210°C.
As amostras referentes ao 12° més foram analisadas utilizando a razdo de
aguecimento de 5K/minuto.

Para obtencdo das curvas de TGA, cerca de 10mg das amostras foram
pesadas em cadinhos de aluminio com tampas de aluminio furadas no momento do
experimento pelo amostrador automatico do equipamento. Todos 0s experimentos
foram realizados em duplicata em um analisador termogravimétrico, sob atmosfera
dindmica de nitrogénio com vazdo de 50mL/minuto, e razdo de aguecimento de
10K/minuto, no intervalo de temperatura de 25 a 300°C.

Para andlise de perda por secagem foram pesados 2g de amostra e
transferidos para pesa-filtro previamente tarado e pesado. A amostra foi seca em
estufa a uma temperatura de 60°C, sob presséo reduzida, por 3 horas. O percentual
de perda foi determinado a partir das diferencas de massas antes e apés o teste e

ndo devera ser maior que 1,0%.

5.3.1.3 Técnicas espectroscépicas (Ultravioleta e Infravermelho)

As analises espectroscopicas foram realizadas segundo a Farmacopeia
Brasileira 52 Edicdo (2010a). Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta
foram obtidos na faixa de comprimento de onda (A) de 200nm a 350nm e os
comprimentos de onda correspondentes ao maximo de absorcdo foram
determinados. As concentragfes das solugcdes padrdo e amostra foram de

0,01mg/mL, diluidas em metanol.
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Para as andlises no infravermelho foi feita uma varredura na regidao do
infravermelho médio (4000cm a 600cm™) e em seguida a comparacéo do espectro
obtido da amostra com o espectro do padrdo, ambos realizados nas mesmas
condicbes. As posicdes das bandas nos espectros foram apresentadas em numero
de ondas (v) cuja unidade é o centimetro inverso (cm) e as intensidades das

bandas estdo expressas como transmitancia (T).

5.3.2 Andlises Cromatoqraficas

5.3.2.1 Teor e Substancias Relacionadas

A monografia da Farmacopeia Brasileira 5% Edicdo (2010a) para efavirenz
matéria-prima descreve os testes de teor e de substancias relacionadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Todas as solucdes preparadas (padréo, amostra e fase movel) foram filtradas
com auxilio de unidade filtrante de celulose regenerada 0,45um. A solucéo padrao
foi injetada em sextuplicata, enquanto cada solu¢cdo amostra foi injetada em
triplicata.

Para a analise de teor foram preparadas solu¢éo padrdo e amostra com uma
concentracéo final de 0,02mg/mL. Para isso, foram pesados aproximadamente 40mg
de padrédo e de amostra, esta Ultima foi pesada em duplicata, que foram diluidas em
fase movel.

Os parametros cromatograficos para analise de teor estdo descritos no
quadro 3 (pagina 74).



Quadro 3: Parametros cromatograficos para o teste de teor (Farmacopeia

Brasileira, 2010a).

Equipamento

Cromatografo a liquido

Coluna Spherisorb ODS-1 — C18 — 25cm x 4,0mm — 5um
(Waters — PN: PSS845542)

Fase Movel Acetonitrila : agua : acido fosforico (70:30:0,1)

Gradiente Isocrético

Fluxo 1,0mL/minuto

Volume de injecao 20puL

Temperatura 25°C

Detector UV / DAD

Comprimento de onda | 252nm
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Para analise de substancias relacionadas foi preparada a solucdo amostra

com concentracao final de 0,5mg/mL. Foram pesados aproximadamente 250mg de

amostra que foi dissolvida com acetonitrila : agua (50:50).

O padréo foi preparado a uma concentracdo final de 0,00125mg/mL, tendo

uma pesada de aproximadamente 25mg. A solucdo padrao foi preparada utilizando

o0 mesmo diluente da amostra, conforme mencionado acima.

Os parametros cromatograficos para andalise de substancias relacionadas

estdo descritos no quadro 4 (pagina 75).



Quadro 4: Parametros cromatograficos para o

teste de substancias

relacionadas (Farmacopeia Brasileira, 2010a).

Equipamento

Cromatografo a liquido

Coluna Zorbax® SB-CN - 15cm x 4,6mm - 3,5um
(Phenomenex - P.N. 863953-905)

Fase Movel A — metanol : 4gua : acido trifluoracético (10:90:0,05)
B — metanol : 4gua : acido trifluoracético (90:10:0,05)

Gradiente 0 a 16 minutos com 40-50%B;
16,1 a 23 minutos com 50-65%B;
23,1 a 28 minutos com 65-70%B;
28,1 a 29 minutos com 70-80%B;
Manter 80%B até 31minutos;
Retornar linearmente de 31,1 a 32 minutos a 40%B;
Reequilibrar por mais 10 minutos até a proxima
injecao.

Fluxo 1,5mL/minuto

Volume de injecao 35uL

Temperatura 30°C

Detector UV / DAD

Comprimento de onda | 250nm

Tempo de Retencédo

Relativo

0,93 trans-alqueno

1,0 efavirenz

Limite de aceitacéo de

impurezas

Impureza trans-alqueno: maximo de 0,15%

Total de outras impurezas: maximo 0,5%

Célculo de trans-alqueno:

Apdd P 40

Céalculo de outras impurezas e impurezas totais, respectivamente:

Ai X PpxPot e
Apdd Pa 40

2Ai X Pp x Pot
Apid Pa 40
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Onde:

Aimp = Area do trans-alqueno na solu¢éo amostra.

Apdd = Area do efavirenz no padréo diluido.

1,1=Fator de quantificacdo para Impureza trans-alqueno.
Pp = Peso do padrao em mg.

Pa= Peso da amostra em mg.

Pot = Poténcia do padrao tal qual, em %.

Ai= Area da impureza na solugdo amostra.

ZAi= Somatorio das areas de todas as impurezas.

5.3.2.2 Excesso Enantiomérico

O teste de excesso enantiomérico foi realizado com base na metodologia
desenvolvida e validada pelo Laboratorio de Desenvolvimento e Validacdo Analitica.

Foram preparadas solu¢cdo de adequacdo do sistema e solugcdo amostra,
ambas diluidas em acetonitrila : agua (40:60) e posteriormente filtradas em com
auxilio de unidade filtrante de celulose regenerada 0,45um. Todas as solu¢des foram
injetadas em triplicata, seguindo os parametros cromatograficos descritos no quadro
5 (Pagina 77).

Para a solucédo de adequacéo do sistema foram pesados aproximadamente
2mg de padrao de efavirenz racémico para obter uma solucdo de concentracgéo final
de 0,1mg/mL. A solucdo amostra foi preparada em duplicata com uma concentracao

de 1mg/mL e pesada de aproximadamente 50mg de matéria-prima.
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Quadro 5: Parametros cromatogréaficos para o teste de excesso enantiomérico
(Método desenvolvido pelo LDVA).

Equipamento Cromatadgrafo a liquido

Coluna Chiralpak AS 25cm x 4,6mm (Daicel Chemical
Industries Ltda. - PN: ASOOCE - LH025)

Fase Movel Acetonitrila : agua (53:47)

Gradiente Isocrético

Fluxo 1,0mL/minuto

Volume de injecao 20puL

Temperatura 25°C

Detector UV / DAD

Comprimento de onda | 245nm

Limite de aceitagéo Minimo 99%

5.3.2.3 Solventes Residuais

A analise de solventes residuais foi realizada conforme o preconizado pela
Farmacopeia Americana (USP, 2013b). Como a analise de solventes residuais
investiga os solventes organicos utilizados na sintese da matéria-prima, a analise foi
realizada com base nos solventes reportados no laudo de cada fabricante. Os limites
de especificacdo dos solventes sdo baseados na classe de cada solvente conforme
metodologia da USP e estdo descritos no quadro 6 (Pagina 78), assim como 0s
parametros cromatograficos utilizados para o teste.

Para o preparo da amostra foram pesados em duplicata 400mg da matéria-
prima, que foi diluida com dimetilformamida para obter uma concentracdo de
40mg/mL. A solugéo padréo foi preparada com uma mistura de todos os solventes a
serem analisados, utilizando o mesmo diluente da solucdo amostra, e a

concentracéo final de 500ppm para cada solvente.



Quadro 6: Parametros cromatograficos para o teste de solventes residuais
(Farmacopeia Americana, 2013b).

Equipamento Cromatoégrafo a gas

Coluna DB-624 - 30m x 0,32mm x 1,8um (Agilent J&W — PN:
123.1334).

Gas carreador Hélio

Gradiente Isocratico

Fluxo 1,8mL/minuto

Volume de injecao luL

Temperatura do injetor | 150°C

Programacao do forno | Isoterma de 40°C por 5 minutos;
Rampa 1. 5°C/minuto até 120°C;
Rampa 2: 20°C/minuto até 200°C;

Isoterma de 3 minutos.

Detector lonizacdo em chama
Temperatura do | 200°C

detector

Programacao dos | Hélio: 45mL/minuto

fluxos de gases do | Ar sintético: 450mL/minuto

detector Nitrogénio: 45mL/minuto

Desvio padrao relativo | 2,0%

Limite de aceitacéo Classe 2: Cicloexano: < 290ppm
Hexano: < 290ppm
Tolueno: < 890 ppm.

Classe 3: Etanol: < 5000ppm
ETBE: < 5000ppm
Heptano: < 5000ppm
Isopropanol: < 5000ppm
MTBE: < 2000 ppm.




79

5.3.3 Anédlises Fisico-Quimicas Complementares

As andlises fisico-quimicas foram realizadas segundo a Farmacopeia
Brasileira 52 Edicdo (2010a).

Para andlise de teor de agua por titulacdo no equipamento de Karl Fischer
foram pesados aproximadamente 200mg de amostra. A titulacdo foi feita
automaticamente e o resultado calculado pelo préprio equipamento. O teor maximo
de &gua aceito € de 0,5%.

O teste de rotacdo especifica foi realizado com uma solucéo de concentracdo
de 3mg/mL, diluida com metanol; para isso, foram pesados aproximadamente
300mg da amostra dessecada. O metanol foi usado como branco, que assim como a
solucdo amostra, tiveram suas rotacdes medidas no polarimetro Schmidt + Haensch,
e o resultado deve estar na faixa de - 86° a - 98°.

A amostra preparada para o teste de cinzas sulfatadas também foi utilizada
no teste de metais pesados. Foi pesada 1g de matéria-prima de efavirenz que foi
transferida para um cadinho de platina previamente tarado, a amostra foi aquecida
em bico de Bunsen até ficar totalmente carbonizada. Apés resfriada, foi adicionado
1mL de &cido sulfurico P.A. na amostra que foi novamente aquecida até que nao
houvesse mais desprendimento de vapores brancos. Em seguida, a amostra foi
gueimada em mufla a (600 £ 50)°C, até a completa carbonizacdo. O percentual de
perda foi determinado a partir das diferencas de massas antes e apos o teste e nédo
poderia ser superior a 0,2%.

ApoOs o calculo das cinzas sulfatadas, a amostra foi utilizada para anélise de
metais pesados - ao cadinho foram adicionados 4mL de acido cloridrico 6M, que foi
colocado em banho-maria até a secura. O residuo foi umedecido com uma gota de
acido cloridrico e 10mL de agua quente e mantido no banho-maria por mais 2
minutos. A amostra foi alcalinizada com hidréxido de ambénio 6M e em seguida foram
adicionados 25mL de agua e novamente o pH foi ajustado para a faixa de 3 a 4 com
acido aceético 1M. A amostra foi filtrada e a solucéo foi transferida para o tubo de
Nessler. Esse procedimento devera ser realizado em duplicata, pois a uma das
aliquotas da amostra foram adicionados 2mL da solucdo padrdo de acetato de

chumbo (10ppm de Pb) para servir como solugéo controle.
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A solucédo padréo foi preparada em um tubo de Nessler adicionando 2mL da
solucdo padrdo de acetato de chumbo (10ppm de Pb) e 25mL de agua, o pH foi
ajustado da mesma maneira que na amostra. A cada uma das preparacdes
(amostra, padrédo e controle) foram adicionados 2mL de solucdo tampao pH 3,5 e
1,2mL de tioacetamida. Todas as solu¢des foram diluidas com agua até um volume
final de 50mL. Para avaliacdo do resultado, as solu¢cdes devem ser observadas de
cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo, sobre o fundo branco e qualquer
coloracdo desenvolvida na amostra ndo pode ser mais intensa que a do padréo, que

corresponde a um maximo de 0,002% - 20ppm.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagcao

6.1.1 Determinacao da estrutura por difracdo de raios X de pd
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Pela analise por difratometria de raios X de p6 foram obtidos os padrdes de

difracdo referentes aos trés fabricantes de EFV, no tempo inicial e ao final de 12

meses em dessecador e geladeira, 0s quais estdo apresentados nos ANEXOS 1, 2 e

3.

Os padrdes de difracdo de DRXP, realizados na faixa de varredura 20 de 3 a

50°, dos IFAs analisados mostraram-se semelhantes entre si, com picos bem

definidos indicativos da natureza cristalina. O padrédo de difracdo sugere que todas

as analises obtidas, tanto no tempo inicial como apés 12 meses em dessecador e

geladeira, encontram-se na forma cristalina | conforme descrito por Radesca e
colaboradores (2004) (Tabela 1).

Tabela 1: Correlacdo dos picos das amostras x referéncia no padrdes de difracao.

Rezoerzéen)cia Amostras (° 26)
Patente Al 54 c7
(US6673372) | Inicial 127 més Inicial 12°més Inicial 127 més
Dessec. | Geladeira Dessec. | Geladeira Dessec. | Geladeira

6,0 6,1 59 6,1 6,1 6,2 6,1 6,2 6,2 6,2
6,3 6,5 6,4 6,4 6,4 6,5 6,5 6,4 6,5 6,5
10,3 10,5 10,5 10,5 10,4 10,5 10,4 10,5 10,5 10,5
10,8 11,0 11,0 11,0 11,0 111 11,0 11,0 11,0 11,0
14,1 14,3 14,3 14,3 14,2 14,3 14,3 14,2 14,2 14,2
16,8 17,0 17,0 17,0 16,9 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0
20,0 20,2 20,2 20,2 20,2 20,3 20,2 20,2 20,2 20,2
20,5 20,7 20,7 20,7 20,6 20,7 20,7 20,7 20,6 20,7
21,1 21,3 21,3 21,3 21,3 21,4 21,3 21,3 21,3 21,3
24,8 25,0 25,0 25,0 24,9 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0

Legenda: Dessec. - Dessecador
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Conforme ja mencionado, as amostras apresentaram caracteristicas
cristalinas em seu padréo de difracdo, sendo os picos a 6,0; 10,3; 14,1 e 20,0° 26,
presente em todas as analises, caracteristico do EFV e que, conforme a patente
US6673372, corresponde a forma cristalina .

A difratometria de raios X de pdé vem sendo consolidada como uma técnica
importante nas ciéncias farmacéuticas por representar um método rapido para
obtencéo de informacdes sobre as estruturas cristalinas dos farmacos e excipientes
(BLACHERE; BRITTAIN, 2008). Além disso, a técnica de difracdo de raios X é
considerada confiavel visto que o perfil de difracdo obtido € caracteristico de cada
fase cristalina (QIU; CHEN; ZHANG, 2009).

6.1.2 Técnicas termoanaliticas (Ponto de fusdo, DSC, TGA e Perda por secagem)

6.1.2.1 Ponto de Fuséao

Segundo a patente US6673372, existem cinco formas polimorficas (formas 1,
I, 111, IV e V) do EFV. A patente reporta que a forma | é a termodinamicamente mais
estavel e apresenta o maior ponto de fusdo dentre todas as formas (138 a 140°C).

Os resultados da temperatura de fusdo de todos os lotes analisados variaram
de 137 a 139°C e podem ser observados na tabela 2, todos estando de acordo com
a especificacdo da Farmacopeia Brasileira (2010a) para a matéria-prima que é de
136 a 141°C.

Tabela 2: Resultados do ponto de fusédo, no tempo zero das amostras analisadas.

Fabricante A Fabricante B Fabricante C
Lote Resultado (°C) Lote Resultado (°C) Lote Resultado (°C)
1 137 4 138 7 137
2 137 5 137 8 137
3 137 6 139 9 138
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6.1.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial

Métodos térmicos fornecem informacdes fundamentais sobre os sistemas
polimorficos, e a calorimetria exploratéria diferencial é a técnica térmica mais
utilizada na caracterizagao de polimorfos (CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011).

A analise de DSC de todas as amostras do IFA, nos tempos inicial, 1, 3,6 e 9
meses em dessecador e geladeira apresentou um Unico evento endotérmico,
representado por um pico bem definido e simétrico na faixa de temperatura de130 a
144°C, referente ao fenbmeno de fuséo do IFA (ANEXOS 4 ao 9).

O fendmeno de fusdo corresponde ao evento endotérmico da curva de DSC
gue se afasta da linha base, retornando posteriormente & mesma. A denominacéo
Tonset € normalmente utilizada para designar a temperatura na qual a transicao
comecga a ocorrer e, portanto, a curva comeca a desviar da linha de base. Alguns
autores consideram como o ponto de fusdo a temperatura na qual o evento
endotérmico atinge seu ponto mais baixo na curva correspondente ao Thpico
(RODRIGUES et al., 2005).

Nas tabelas 3 e 4 (pagina 84) estdo demonstrados os dados obtidos a partir
das curvas de DSC: Tonset, Tpico € entalpia (AH) para as amostras de EFV dos
fabricantes A, B e C, nos cinco tempos de analise e nas condicbes de
armazenamento de dessecador e geladeira. Além disso, foi calculada a diferenca
percentual relativa entre as entalpias do més analisado e a inicial, para verificar a

variagao entre meses.



Tabela 3: Dados obtidos a partir das curvas de DSC das amostras do dessecador

analisadas (Tonset, Tpico € €ntalpia), em todos os tempos de analise.
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Dessecador

Amostra Resultado (Médias) Inicial 1°més 3°més 6° més 92 més

Tonset (°C) 136,56 136,89 135,68 136,15 136,41

Thico (°C) 138,44 138,69 138,06 138,42 138,86

At AH (Jg™?) -50,54 -53,77 -53,30 -52,54 -53,18
Diferenca AH (%) * N/A** 8,59 7,66 6,12 7,41

Tonset (°C) 138,08 137,95 138,07 138,05 138,07

Tpico (°C) 139,24 139,14 139,20 139,30 139,37

B4 AH (Jg™?1) -52,49 -54,38 -53,90 -53,60 -52,62
Diferenca AH (%) * N/A** 3,59 2,69 2,11 0,25

Tonset (°C) 137,43 137,34 137,35 136,52 137,42

Thico (°C) 138,83 138,83 138,75 138,35 138,84

€7 AH (Jg™?) -49,51 -52,99 -52,85 -51,66 -52,32
Diferenca AH (%) * N/A** 7,03 6,74 4,34 5,67

*Diferenca (%) relativa entre a entalpia do més e a entalpia inicial.

** N/A — Nao aplicavel.

Tabela 4. Dados obtidos a partir das curvas de DSC das amostras da geladeira

analisadas (Tonset, Tpico € €ntalpia), em todos os tempos de andlise.

Geladeira
Amostra Resultado (Médias) Inicial 1°més 3°més 6° més 92 més
Tonset (°C) 136,56 136,77 135,54 136,03 136,86
A1 Thico (°C) 138,44 138,62 138,00 138,22 138,78
AH (Jg™?t) -50,54 -53,62 -49,57 -51,06 -53,03
Diferenca AH (%) * N/A** 7,80 -0,35 2,65 6,60
Tonset (°C) 138,08 137,95 137,88 137,90 137,89
Tpico (°C) 139,24 139,14 139,18 139,17 139,37
Bod AH (Jg™D) -52,49 -54,50 -54,08 -53,54 -53,33
Diferenca AH (%) * N/A** 3,75 2,95 191 1,51
Tonset (°C) 137,43 137,06 137,42 137,34 137,48
Thico (°C) 138,83 138,63 138,73 138,73 139,04
c-7 AH (Jg™Y) -49,51 -51,39 -52,39 -52,49 -52,20
Diferenca AH (%) * N/A** 3,32 5,33 5,52 4,94

*Diferenca (%) relativa entre a entalpia do més e a entalpia inicial.

** N/A — Nao aplicavel.
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Avaliando-se os valores de Tonset € Tpico Obtidos, observa-se nas tabelas 3 e 4
(pagina 84) que os valores de Tpico foram menos afetados quando comparados aos
valores de Tonset.. Observa-se também que a amostra B — 4, tanto dessecador como
geladeira, apresentou menores variacdes na diferenca percentual de entalpia (0,25 a
3,59% para dessecador e 1,51 a 3,75% para geladeira).

A avaliacdo da pureza por DSC pode ser realizada pelo simples
acompanhamento visual da curva DSC obtida com uma taxa de aquecimento lenta,
observando a presenca dos eventos térmicos caracteristicos do farmaco, ou
utilizando uma determinacao quantitativa pelo método da Equacéo de van’t Hoff, que
determina a pureza a partir do pico de fusdo do analito (OLIVEIRA; YOSHIDA,
GOMES, 2011).

Na avaliacdo de pureza absoluta sabe-se que quanto maior a concentragcao
de impurezas na amostra mais larga é a faixa de fusdo. Todavia, essa técnica ndo
deve ser utilizada para esse fim quando a substancia em analise decompde-se
durante a sua fusdo (DOOREN & MULLER, 1984). Como esse n&do é o caso do
efavirenz, que se mostrou estavel durante todos os tempos de analise, as curvas de
DSC do 12° més foram realizadas utilizando uma menor razdo de aquecimento (5
K/minuto). Essa estratégia foi adotada com a finalidade de observar alguma variacédo
no perfil da curva de DSC que pudesse indicar alteracao na pureza das amostras.

Nesse tempo também foi observado o fendmeno de fusédo representado por
um pico simétrico e bem definido na faixa de 130 a 142°C (ANEXOS 10 e 11). Além
disso, ndo foi observada nenhuma alteracdo significativa no perfil energético,
confirmando que mesmo apds o acondicionamento das amostras em dessecador e
geladeira por um periodo de 12 meses, as mesmas se mantiveram estaveis em
relacdo a sua cristalinidade.

Os dados obtidos a partir das curvas de DSC: Tonset, Tpico € entalpia (AH) para
as amostras de EFV no 12° més de analise nas condi¢cdes de armazenamento de

dessecador e geladeira estdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5: Dados obtidos a partir das curvas de DSC das amostras analisadas (Tonset,
Tpico € entalpia) no 12° més em dessecador e geladeira.

Amostra Resultado (Médias) Dessecador Geladeira
Tonset (°C) 137,37 136,69
A-1 Tpico (°C) 138,91 138,50
AH (Jg™?) -49,86 -49,79
Tonset (°C) 138,20 138,14
B-4 Thico (°C) 139,14 139,09
AH (Jg™?) -51,30 -51,97
Tonset (°C) 137,55 137,52
c-7 Tpico (°C) 138,65 138,64
AH (JgY) -50,34 -50,93

Conforme pode ser verificado pelas curvas de DSC (ANEXOS 4 ao 9) e nas
tabelas 3, 4 e 5 (paginas 84 e 86), as amostras avaliadas apresentaram o mesmo
comportamento, com pequenas diferencas, nas variadas condicdes de teste.

Os resultados, quando comparados com os descritos por Radesca e
colaboradores (2004), sugerem que as matérias-primas analisadas encontram-se na
forma cristalina I, a mais termodinamicamente estavel. Da mesma forma, as
temperaturas de fusdo sdo compativeis com a descrita para o efavirenz matéria-
prima na Farmacopeia Brasileira (2010a).

Avaliando-se os resultados obtidos pelas andlises de DSC, juntamente com
os resultados de DRXP e ponto de fusédo, pode ser sugerido que as amostras de

EFV dos trés fabricantes avaliados correspondem ao polimorfo I.

6.1.2.3 Termogravimetria

A analise de termogravimetria (ANEXOS 12 ao 17) revelou perfis
termogravimétricos similares em todas as amostras analisadas. No tempo inicial
nenhuma das amostras (A — 1, B—4 e C — 7) foi analisada, pois o laboratério estava

com uma carga muito grande nas analises de rotina.
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Nos demais tempos, a analise termogravimétrica foi realizada entre 25 e
180°C e em todas as amostras foi observado um evento que apresentou perda de
massa menor que 0,2% (Tabela 6), relativo a presenca de substancia(s) organica(s)
volatil(eis) e/ou umidade; e um evento relativo a decomposicdo que se inicia em

aproximadamente 240°C.

Tabela 6: Resultados de TGA, em todos os tempos de analise, das amostras de
efavirenz acondicionadas em dessecador e geladeira.

Tempo . A-1 B-4 C-7
. Parametros
(més) Dessecador Geladeira Dessecador Geladeira Dessecador | Geladeira
Perda de
1° 0,02 0,02 0,01 0,02 0,03 0,04
Massa (%)
Perda de
3° 0,06 0,12 0,02 0,04 0,04 0,05
Massa (%)
Perda de
6° 0,12 0,10 0,04 0,05 0,09 0,11
Massa (%)
Perda de
9° 0,09 0,07 0,03 0,04 0,04 0,05
Massa (%)
Perda de
120 0,10 0,07 0,03 0,04 0,03 0,05
Massa (%)

Ao comparar todas as curvas, observa-se que os perfis termogravimétricos
séo similares entre todas as amostras analisadas. Os resultados obtidos mostram
que a temperatura inicial de 210°C é referente a decomposicao térmica do IFA, além
disso, como nenhuma outra perda de massa ocorre, esse resultado confirma que as
amostras correspondem a materiais anidros, eliminando a existéncia de formas

solvatadas.

6.1.2.4 Perda por secagem

De acordo com a monografia da Farmacopeia Brasileira (2010a), a matéria-
prima deve apresentar uma perda de umidade inferior a 1,0%. Os percentuais de
perda por secagem das amostras de efavirenz avaliadas neste ensaio estado

apresentados na tabela 7 (pagina 89).
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No tempo de 15 meses so foi realizado o teste de perda por secagem para as
amostras do grupo 1 (A -1, B—4 e C —7), pois para calcular o teor na base seca é
necessario o resultado desse teste.

Todas as amostras avaliadas apresentaram resultados satisfatorios, com uma
variacdo de 0 a 0,5%. Entretanto, os maiores resultados (0,3; 0,4 e 0,5%) foram
pontuais no 3° més de andlise. Nos meses seguintes essas amostras tiveram o valor
da perda de umidade reduzido e, em seguida, o valor ficou mantido em 0,2%.

A amostra C — 7 dessecador também apresentou uma perda 0,3% no ultimo
més de analise (15° més), porém esse valor ndo é atipico uma vez que houve um
aumento gradual ao longo dos quinze meses.

Ao compararmos as amostras do dessecador com as da geladeira, observa-
se que das nove amostras do dessecador somente duas, do fabricante C,
apresentaram percentual de perda de massa de 0,2 e 0,3% (C — 9 e C - 7,
respectivamente), o resultado das outras sete amostras foi de 0,1%. Enquanto as
nove amostras de geladeira tiveram o resultado de 0,2%, exceto a amostra A — 2
gue ao final dos doze meses apresentou 0,1% de perda de umidade. Portanto, as
amostras do dessecador contendo silica mantiveram-se bem protegidas da umidade,
conforme sugerido por Pombal, Barata e Oliveira (2010), cujo estudo diz que
adicionar um dessecante de umidade a embalagem pode diminuir os efeitos da

umidade.
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Tabela 7: Resultados de perda por secagem, em todos os tempos de analise, das

amostras de efavirenz acondicionadas em dessecador e geladeira.

Inicial 1°més | 3°més | 6°més | 9° més 12° més 15° més
Amostras Acondicionamento

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

A-1 i 0,1
Geladeira 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Dessecador 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 XXX

A-2 i 0,1
Geladeira 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 XXX
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 XXX

A-3 0,1
Geladeira 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 XXX
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

B-4 0,1
Geladeira 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
B_: Dessecador 0 0 0 0,1 0,1 0,1 XXX
Geladeira 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 XXX
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 XXX

B-6 0,1
Geladeira 0,2 0,5 0,2 0,2 0,2 XXX
Dessecador 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3

cC-7 0,1
Geladeira 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
c_g Dessecador 0 0 0 0,1 0,1 0,1 XXX
Geladeira 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2 XXX
c o9 Dessecador 0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 XXX
Geladeira 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2 XXX

Legenda: xxx — Teste ndo realizado.

A analise de perda por secagem tem impacto direto na analise de teor, uma

vez que o resultado de teor da amostra € calculado na base seca. As variacdes

observadas acima podem acarretar num resultado de teor fora da especificagao.

Ao comparar os resultados da termogravimetria com os da perda por

secagem, observa-se uma perda de massa menor nas amostras analisadas pela

primeira técnica em relacdo as amostras da segunda, conforme o observado nos

graficos das figuras 14 e 15 (pagina 90).

Nenhuma das amostras, tanto do dessecador como da geladeira, teve perda

de massa pela técnica do TGA igual a da perda por secagem.



Figura 14: Grafico comparativo dos resultados de TGA e perda por secagem das
amostras do dessecador.
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Figura 15: Gréfico comparativo dos resultados de TGA e perda por secagem
das amostras da geladeira.
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6.1.3 Técnicas espectroscopicas (Ultravioleta e Infravermelho)

6.1.3.1 Ultravioleta

A maioria das moléculas organicas e dos grupos funcionais é transparente
nas porcdes do espectro eletromagnético que chamamos de regifes do ultravioleta e
visivel, isto é, as regibes onde comprimentos de onda variam de 190 a 800nm.
Embora a absorcéo da radiacéo ultravioleta resulte da excitacao dos elétrons de um
estado de baixa energia para o estado excitado, os ndcleos que os elétrons unem
desempenham um papel importante na determinacéo dos comprimentos de onda da
radiacdo que é absorvida (PAVLA et al., 2009).

As amostras de EFV apresentaram picos intensos e 0s espectros foram
comparados com o espectro do padréo de referéncia (Figura 16). Os espectros na
regido do ultravioleta apresentaram trés bandas de absor¢do maxima, sendo a mais
intensa em aproximadamente 205nm (n —1*) referente ao N-H. A outra banda é a
correspondente ao comprimento de onda aproximado de 245nm (TT—>T1*) referente a
carbonila (C=0) e a menos intensa em aproximadamente 295nm (n —»1r*), ligacdo do

cloro.

Figura 16: Espectro UV do padrdo de efavirenz.
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Os espectros de absorcao no ultravioleta das solugdes analisadas do IFA de
efavirenz, na faixa de 200 a 350nm apresentaram picos maximos em
aproximadamente 205, 245 e em 295nm (ANEXO 18). Portanto, todos estdo de
acordo com a especificacdo da Farmacopeia Brasileira (2010a) onde especifica que
as amostras devem apresentar espectros similares ao do padrdo e picos maximos
em 206, 247 e 293nm. Além disso, observa-se equivaléncia entre o espectro do
padrdo e das amostras analisadas, 0 que sugere a identidade dos grupos

farmacoforicos.

6.1.3.2 Infravermelho

As andlises no infravermelho séo realizadas na faixa de 400 a 4000 cm™ e
tém sua resposta baseada na vibracdo das espécies moleculares e seu espectro
reflete a presenca de grupamentos funcionais especificos, podendo caracterizar
hidratos, solvatos e diferentes formas cristalinas (QIU et al., 2009).

A correlacao pico a pico no espectro € uma excelente evidéncia de identidade
da molécula, pois dois compostos diferentes ndo apresentam exatamente o mesmo
espectro de infravermelho (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Assim, para
0 estudo espectroscopico das amostras de efavirenz utilizadas foram empregados
dados da literatura para atribuicdo das bandas de absorcéao.

O espectro no infravermelho do EFV apresenta sinais caracteristicos de sua
estrutura (Figura 17, Pagina 93), que segundo os autores Silverstein; Webster;
Kiemle (2005); e Deshmukh e colaboradores (2011) sao identificados como:

» Deformacéo axial de N-H a 3313 cm™.

» Deformacdo axial da ligacdo tripla carbono-carbono de acetilenos
dissubstituidos a 2249 cm™.

» Deformacéo axial em 1742 cm de carbonila.

» Deformacéo axial em 1602 cm de ligacdo C=C de anel aromatico.

» Deformacdo angular simétrica no plano em 1494 cm-* referente aos metilenos
do ciclopropano.

» Bandas de deformacéo axial na regido entre 1261 e 1136 cm™ do grupo CFa.
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» Deformacédo axial em 1315 cm™ do grupamento C-O-C, proveniente do

carbamato.
» Bandas na regido de 900 — 675 cm™ caracteristicas da deformacéo angular

fora do plano das ligacdes C-H do anel aromatico.
= Bandas na regido de 3093 a 3018 cm™ de deformacédo axial do C-H de

aromaticos.

Figura 17: Espectro no infravermelho do padrdo de efavirenz.
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Com os espectros das amostras dos trés fabricantes (ANEXOS 19, 20 e 21),
da regido de 4000 a 650 cm™, foi possivel confirmar que ndo houve nenhuma
mudanca significativa dos picos caracteristicos da estrutura do EFV e tampouco
aparecimento de novos picos.

Todos os IFAs foram confirmados frente ao padrédo de referéncia,
comprovando a identidade quimica das moléculas e nenhum espectro indicou
formacao de IgacBes de hidrogénio, o que corrobora com os resultados encontrados

na difratometria de raios X e com DSC, indicando que as amostras sao de um

mesmo polimorfo.
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Os testes referentes ao estudo de acompanhamento devem ser realizados em

0 (zero), 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses para doseamento do insumo farmacéutico ativo,

quantificacdo de produtos de degradacdo e, quando aplicivel, a identificacdo de
produtos de degradacéo (ANVISA, 2012).

Para os testes de teor e de substancias relacionadas as amostras do IFA de

efavirenz foram divididas em dois grupos, devido ao inicio das andlises terem

comecado em tempos diferentes. A divisdo dos grupos e as analises realizadas em

cada tempo estédo descritas na tabela 8.

Tabela 8: Analises realizadas em cada tempo por grupo.

Tempos Grupo 1 (A-1,B-4 e C-7) Grupo 2 (A-2, A-3, B-5, B-6, C-8 e C-9)
Inicial Teor e SR (agosto/2013) Teor e SR (novembro/2013)
1°més Teore SR (setembro e Teor (dezembro/2013)

outubro/2013)

3°més Teor (novembro/2013) Teor e SR (margo/2014)

6° més Teor e SR (margo/2014) Teor e SR (junho/2014)

9° més Teor e SR (maio /2014) XXX

12° més XXX Teor e SR (novembro/2014)

15° més Teor e SR (novembro/2014) XXX

As analises do 9° més (grupo 2) e do 12° (grupo 1) ndo foram realizadas

devido a problemas no equipamento. Como o0 12° més do grupo 1 seria o ultimo més

de acompanhamento, foi realizada a andlise no 15° més.



95

6.2.1 Teor

Antes de avaliar os resultados dos teores das amostras analisadas, foram
verificadas as condicbes de andlise do equipamento pelo system suitability da
solucéo padréo. Essa analise do padréo foi realizada em todos os tempos do estudo.

A partir da analise do cromatograma da solucdo padrédo de referéncia do
efavirenz da USP, o qual esta representado pela figura 18, observa-se um pico bem
definido com tempo de retencdo de aproximadamente 3,9 minutos e assimetria de
1,35 correspondente ao farmaco. A assimetria obtida para o pico do IFA encontra-se
dentro do critério de aceitacdo de adequacdo do sistema que varia de 0,9 a 1,5
(SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

Figura 18: Cromatograma do padrdo de efavirenz USP e seus parametros de

adequacao do sistema (6° més de andlise).
(condigbes cromatograficas — coluna: Spherisorb ODS 25cm x 4,0mm - 5um; fase movel: acetonitrila: agua (70:30);
gradiente: isocratico; fluxo: 1,0 ml/minuto; temperatura do forno: 25°C e detector de UV a 252nm).
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A pureza total do pico do efavirenz foi avaliada empregando a anédlise
espectral com detector na regido do UV realizando varredura na faixa de 200 a
350nm e adotando uma resolugcdo de 1nm. O teste de pureza de pico esta

representado pela figura 19.

Figura 19: Pureza de pico do padréo de efavirenz no teste de teor.
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! : : ¢ ‘ ’ ’ s 3 point peak purity: 0,996632 (Threshould = 0,990000)

A partir da analise da figura 19, observa-se que o valor do indice de pureza
obtido para o pico de efavirenz foi de 1,0, o qual foi superior ao indice de pureza
minimo especificado de 0,980 (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997). O resultado
sugere se tratar de um composto puro, ou seja, ndo esta havendo coeluicdo de
nenhuma outra substancia no mesmo tempo de retencdo avaliado.

O espectro da solucdo padrdo apresenta maximos em 204, 247 e 293nm, o
que confirma a identidade do IFA como sendo efavirenz conforme descrito no item
6.1.3.1 (Pagina 91).
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Nos tempos relacionados na tabela 9, foram analisados os teores de todas as
amostras. Para a realizagdo desta andlise, as matérias-primas foram armazenadas
em dessecador e geladeira.

Todas as matérias-primas avaliadas apresentaram resultado de teor dentro do
especificado, exceto a amostra C — 7 que apresentou, no 12° més de andlise, teores
de 97,9% e 97,2% para a amostra do dessecador e da geladeira, respectivamente
(Tabelas 9, 10 e 11, paginas 98 e 100). A Farmacopeia Brasileira (2010a) preconiza
na monografia do efavirenz matéria-prima um teor de 98,0% a 102,0% em relacéo a

substancia dessecada.

Tabela 9: Resultados de teor e a diferenca percentual entre os resultados, dos
trés lotes do fabricante A ao longo dos meses de analise.

Tempos / Resultado (%)
Amostra | Acondicionamento el = = 5 5 120 150
Dessecador
(18a25°Ce 100,6 | 100,8 | 100,7 | 100,1 99,3
UR < 75%)
Diferenca (%)* -0,10 | 0,10 0 -0,60 | -1,39
A-1 100,7 XXX
Geladeira
(2a8°Ce 100,9 | 101,2 | 100,9 | 100,3 100,0
UR < 75%)
Diferenca (%)* 0,20 0,50 0,20 | -0,40 | -0,70
Dessecador
(18a25°Ce 100,4 99,0 98,6
UR < 75%)
Diferenca (%)* -0,50 -1,88 -2,80
A-2 100,9 XXX XXX XXX
Geladeira
(2a8°Ce 100,2 99,1 99,4
UR < 75%)
Diferenca (%)* -0,69 -1,78 -1,49
Dessecador
(18 a25°Ce 100,0 98,5 98,5
UR < 75%)
Diferenca (%)* -0,50 -1,99 XXX -1,99 XXX
A-3 100,5 XXX
Geladeira
(2a8°Ce 100,3 99,9 98,7
UR < 75%)
Diferenca (%)* -0,20 -0,60 -1,79

Diferenca (%)* - Diferenca percentual entre o tempo analisado e o tempo inicial.
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Os lotes do fabricante A, nas duas condicdbes de armazenamento,
apresentaram uma variacdo de diferenca percentual de (-2,80 a 0,50%). Conforme o
sugerido por Williams (2006) o padrdao deve ser substituido ou repadronizado caso
haja alteracdo de 0,5% de conteudo para substancias com pureza superior a 98%.
Sendo assim, conforme observado na tabela 10, todos os IFAs analisados do
fabricante A devem ser repadronizados antes dos nove meses de uso, exceto o lote

A — 1 geladeira que deve ser repadronizado antes do 15° més.

Tabela 10: Resultados de teor e a diferenca percentual entre os resultados, dos
trés lotes do fabricante B ao longo dos meses de analise.

Tempos / Resultado (%)
Amostra | Acondicionamento o o = = % 120 150
Dessecador
(18a25°Ce 101,0 | 101,2 | 100,8 | 100,3 98,7
UR < 75%)
Diferenca (%)* 0 0,20 | -0,20 | -0,69 2,27
B-4 101,0 XXX
Geladeira
(2a8°Ce 101,1 | 101,0 100,9 100,8 101,2
UR < 75%)
Diferenca (%)* 0,10 0 -0,10 | -0,20 | 0,20
Dessecador
(18a25°Ce 100,7 | 100,2 100,8
UR < 75%)
Diferencga (%)* 0,30 0,20 0,40
B-5 100,4 XXX XXX XXX
Geladeira
(2a8°Ce 100,3 | 100,5 100,2
UR < 75%)
Diferenca (%)* -0,10 0,10 -0,20
Dessecador
(18 a25°C e 100,8 100,1 100,6
UR < 75%)
Diferenca (%)* 0,40 -0,30 0,20
B-6 100,4 XXX XXX XXX
Geladeira
(2a8°Ce 101,2 | 100,8 101,0
UR < 75%)
Diferencga (%)* 0,80 0,40 0,60

Diferencga (%)* - Diferenga percentual entre o tempo analisado e o tempo inicial.
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Das seis amostras analisadas do fabricante B, somente duas (B - 4,
dessecador e B — 6, geladeira) apresentaram variacdo percentual acima de 0,5%. Ao
observar mais atentamente essas duas amostras, a amostra B — 4 dessecador
apresentou uma variacdo de -2,47% somente no 15° més de analise, enquanto a
amostra B — 6 geladeira teve uma variacdo de 0,80% no 3° més e 0,60% no 12°
mes.

Conforme o discutido no item 6.1.2.4 (pagina 87) em relacdo a perda por
secagem, a amostra B — 6 geladeira no terceiro més de analise teve um resultado de
0,5% de perda de umidade o que impactou diretamente no seu resultado de teor,
porém nos meses seguintes o percentual se manteve em 0,2%. Sendo assim, se
considerarmos esse percentual de perda por secagem de 0,2%, o teor passa a ser
de 100,9% com uma variacdo percentual de 0,50%. Com isso, assim como a
amostra B — 4 dessecador, a amostra B — 6 geladeira s6 teve um aumento de
percentual no ultimo més de andlise (12° més).

Todas as outras amostras do fabricante B apresentaram um percentual de
variacdo (-0,30 a 0,40%) abaixo do sugerido por Willams (2006) para
repadronizagao.

Conforme pode ser observado na tabela 11 (Pagina 100), as amostras do
fabricante C que apresentaram uma variacdo da diferenca percentual menor que
0,5% foram C — 8 (dessecador e geladeira) e C — 9 (geladeira). J& as outras trés
amostras apresentaram variacdo de percentual de -3,28 a 0,80%.

A amostra C — 9 dessecador, teve uma variacdo de -1,49% ja no 6° més de
analise, e esse percentual aumentou no 12° més para -2,08%. A amostra C — 7
dessecador teve uma diferenca percentual de -0,60 e -2,59%, no 9° e 15° més,
respectivamente. Esse aumento na variacdo do ultimo més é refletido pela queda do
teor que se apresenta fora da especificacdo de 98,0 a 102,0% na base seca.

Ja amostra C — 7 geladeira foi a que apresentou piores resultados, pois desde
o primeiro més a diferenca percentual ja era acima de 0,5%. Ao final do estudo, seu
teor também ja estava fora da especificacdo prevista pela Farmacopeia Brasileira
(2010a).



Tabela 11: Resultados de teor e a diferenca percentual entre os resultados, dos
trés lotes do fabricante C ao longo dos meses de andlise.

Tempos / Resultado (%)

Amostra | Acondicionamento m—— 0 = = % 120 1590
Dessecador
(18 a25°Ce 100,8 | 100,5 100,2 99,9 97,9
UR < 75%)
Diferenca (%)* 0,30 0 -0,30 | -0,60 | -2,59
c-7 100,5 XXX
Geladeira
(2a8°Ce 101,1 | 101,0 101,3 101,3 97,2
UR < 75%)
Diferenca (%)* 060 | 050 | 0,80 0,80 | -328
Dessecador
(18a25°Ce 100,3 | 100,4 100,8
UR < 75%)
Diferencga (%)* -0,10 0 0,40
C-8 100,4 XXX XXX XXX
Geladeira
(2a8°Ce 100,7 100,3 100,3
UR < 75%)
Diferenca (%)* 0,30 -0,10 -0,10
Dessecador
(18 a25°Ce 100,6 99,3 98,7
UR < 75%)
Diferencga (%)* 0,20 -1,49 -2,08
C-9 100,8 XXX XXX XXX
Geladeira
(2a8°Ce 100,7 | 101,0 100,9
UR < 75%)
Diferenca (%)* -0,10 0,20 0,10

Diferenca (%)* - Diferenca percentual entre o tempo analisado e o tempo inicial.
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Ao se analisar os resultados dando enfoque a condicdo de armazenamento

foram observados que tanto as amostras do dessecador quanto as da geladeira

apresentam somente 3 amostras dentro do limite de +0,5%, com 11 pontos fora

desse limite de variacdo (Figuras 20 e 21, pagina 101). Porém, as amostras do

dessecador tiveram um nimero maior de amostras (seis) entre os percentuais -2,0 e

-3,0, enquanto s6 uma amostra da geladeira esta nesse intervalo.
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Para a comparacao entre os fabricantes foram separadas as amostras A — 1,
B-5eC -9, todas da geladeira, pois estas que tiveram menor variacdo na
diferenca percentual entre os resultados ao longo do estudo de estabilidade. Os
fabricantes B e C foram os que apresentaram resultados mais constantes ao longo
do tempo (Figura 22). Para montar o grafico dessa figura, nos tempos que nao
tiveram analise os resultados do més anterior foram repetidos para facilitar a

visualizacao do gréfico.

Figura 22: Resultado de teor dos lotes de menor variacdo de diferenca
percentual de cada fabricante ao longo do estudo de estabilidade.
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6.2.2 Substancias Relacionadas

Assim como foi feito na andlise de teor, antes da avaliacdo dos resultados de
substancias relacionados foi verificada a adequacéo do sistema utilizando a solugéo
padrdo diluida de substancias relacionadas. Essa analise da solugdo padrao foi
realizada em todos os tempos do estudo.

No cromatograma da solucdo padrao de referéncia do efavirenz da USP, o

gual esta representado pela figura 23 (pagina 103), observa-se um pico bem definido
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com tempo de retencdo de aproximadamente 16,8 minutos e assimetria de 1,16.
Esse valor de assimetria encontra-se dentro do critério de aceitacdo de adequacgéo
do sistema que varia de 0,9 a 1,5 (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

Figura 23: Cromatograma do padrdo de efavirenz USP e seus parametros de
adequacao do sistema (6° més de analise).

(condigGes cromatograficas — coluna: Zorbax® SB-CN, 15cm x 4,6mm; fase mével: (A) 90% agua/10% metanol com 0,05%
acido trifluoracético, (B) 90% metanol/10% agua com 0,05% &cido trifluoracético; gradiente: linear de 60:40 (A:B) até 50:50
por 16 minutos, 35:65 por 7 minutos, 30:70 por 5minutos, 20:80 por 1 minuto e manter esta condi¢cdo por 2 minutos e
retornar em 1 minuto a condic&o inicial de 60:40 (A:B), equilibrar por no minimo 8 minutos antes da préxima injecéo; fluxo:
1,5 ml/minuto; temperatura do forno: 40°C e detector UV a 250nm).

Perfil Cromatogréfico
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Na analise dos perfis de impurezas dos trés fabricantes ao longo do estudo de
estabilidade foram encontrados picos cromatograficos semelhantes aos reportados
por Montgomery e colaboradores (2001) e pela USP (2015). Nos cromatogramas
podem-se notar respostas com tempos de retengdo relativos para as impurezas e
produtos de degradacg&o proximos aos descritos em ambas as literaturas, conforme
tabela 12 (Pagina 104).
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Tabela 12: Relacdo das impurezas encontradas no estudo de estabilidade com as
descritas na literatura.

Estudo de estabilidade

Estudo do Montgomery

e colaboradores (2010)

Farmacopeia Americana (2015)

Impureza TRR Impureza TRR Impureza TRR*
Trans-alqueno XXX SR695 0,9 Impureza B 0,93
Impureza 1 o
o 0,50 SD573 0,46 Amino alcool 0,48
(Amino alcool)
Impureza 2 0,63 XXX XXX XXX XXX
Impureza 3 1,15 SP234 1,17 Efavirenz pentenino? 1,16
Efavirenz amino
Impureza 4 1,32 XXX XXX alcool metil 1,33
carbamato®
Impureza 5 S
o 1,38 SM097 14 Quinolina 1,45
(Quinolina)
Efavirenz
Impureza 6 1,88 SE563 1,86 o 1,9
benzoilaminoélcool°
Impureza
Impureza 7 2,07 SR788 2,1 ) 2,1
desconhecida
Analogo
Impureza 8 2,14 XXX XXX ] o 2,18
ciclobutenililindol.d

84(S)-6-Cloro-4-(3-metilbut-3-en-1-inil)-4-(trifluormetil)-2H-3,1-benzoxazin-2-ona.

b(S)-Metil-4-cloro-2-(4-ciclopropil-1,1,1-trifluor-2-hidroxibut-3-in-2-il)fenilcarbamato.
¢(S)-N-(4-Cloro-2-(4-ciclopropil-1,1,1-trifluor-2-hidroxibut-3-in-2-il)fenil)-4-methoxibenzamida.

dEtil-5-cloro-2-ciclobutenil-3-(trifluormetil)-1H-indol-1-carboxilato.

* TTR — Tempo de retencao relativo

Ao compararmos as impurezas presentes nos trés fabricantes avaliados,

nenhum dos lotes apresentou a impureza principal mencionada no método da

Farmacopeia Brasileira (2010a), que € o trans-alqueno. Dentre as outras duas

impurezas mais conhecidas, a quinolina esta presente em todos os fabricantes

enquanto o amino alcool s6 ndo esta presente no fabricante B. Em relagédo as outras

impurezas, cada fabricante tem sua particularidade, como no caso da impureza 4,

que sO estad presente no fabricante B (Figura 24, pagina 105). O fabricante A

apresenta todas as impurezas da tabela 13 (pagina 105), exceto o trans-alqueno e a

impureza 4.
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Figura 24: Sobreposicdo dos cromatogramas dos trés fabricantes no tempo de 12
meses.

(condigBes cromatograficas — coluna: Zorbax® SB-CN 15cm x 4,6mm - 5um; gradiente: 0 a 16 minutos com 40-50%B, 16,1 a
23 minutos com 50-65%B, 23,1 a 28 minutos com 65-70%B, 28,1 a 29 minutos com 70-80%B, mantendo 80%B até 31

minutos, retornando linearmente de 31,1 a 32 minutos a 40%B, reequilibrando por mais 10 minutos até a préxima injegao;
fluxo: 1,5 mL/minuto; temperatura do forno: 25°C; detector: UV/DAD a 250nm)
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Tabela 13: Relacdo de impurezas encontradas ao longo do estudo de estabilidade
separadas por fabricante.

Impurezas Fabricante A Fabricante B Fabricante C
Trans-alqueno
Impureza 1 (Amino

alcool) X X
Impureza 2 X X X
Impureza 3 X X X
Impureza 4 --- X
Impureza 5 (Quinolina) X X X
Impureza 6 X X
Impureza 7 X X




106

Segundo Menegatti, Fraga e Barreiro (2001), os farmacos sao produtos de um
processo sintético de mdultiplas etapas e a pureza do produto final esta diretamente
relacionada a metodologia sintética empregada, a pureza dos intermediarios e
matérias-primas envolvidas na sintese. Assim, explica-se a diferenca das impurezas
encontradas para cada fabricante.

Segundo o DMF (Drug Master File) do fabricante A, as suas impurezas de
sintese sdo: amino alcool (impureza 1), quinolina (impureza 5), a impureza 6 e 0
enantiomero (R). Ja os outros dois fabricantes, em seus DMFs, mencionam como
impurezas somente o amino alcool (impureza 1) e a quinolina (impureza 5), além do
enantibmero.

Porém, é importante lembrar que entre as impurezas encontradas ndo sao
somente as impurezas de sintese, mas também os produtos de degradacéo.
Segundo Ribeiro e colaboradores, o amino alcool e a quinolina também séo os

principais produtos da hidrdlise basica do efavirenz.

Figura 25: Hidrolise basica do efavirenz e seus principais produtos.
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De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010a), deve ser pesquisado no
ensaio de substancias relacionadas o trans-alqueno, sendo este considerado a Unica
impureza conhecida. O limite estabelecido para esta substancia € de no maximo

0,15% e, para outras impurezas, um maximo de 0,5%.

Tabela 14: Teor das impurezas da amostra A — 1 (dessecador e geladeira).

Tempo (més) / Resultados (%)
A-1 Impurezas
Inicial 1° 3° 6° 90 12° 15°
Trans-alqueno nd nd nd nd nd
1-Amino alcool nd nd nd nd 0,01
o 2 nd nd 0,01 0,01 0,01
o e —
I 3 nd 0,02 0,02 | 0,03 0,03
o XXX XXX |——
% 4 nd nd nd nd nd
2 -
5 - Quinolina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
6 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
7 nd nd nd nd nd
Trans-alqueno nd nd nd nd nd
1- Amino alcool nd nd nd nd 0,01
2 nd nd 0,01 0,01 0,01
© -
T 3 nd 0,03 0,03 0,03 0,03
g XXX XXX
© 4 nd nd nd nd nd
O
5 - Quinolina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
6 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02
7 nd nd nd nd nd

Legenda: nd — ndo detectado / xxx — ndo analisado

A amostra A - 1, tanto dessecador como geladeira, apresentou
comportamento muito parecido em relagdo as impurezas. No final do 15° més
somente a impureza 6 teve um resultado diferente (0,01 e 0,02) entre as amostras
da geladeira e do dessecador, respectivamente. Conforme pode ser observado na
tabela 14, a quinolina esta presente na amostra desde o més inicial e se manteve
constante ao longo dos meses, 0 que sugere que esta € uma impureza de sintese

para esse fabricante.
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Tabela 15: Teor das impurezas da amostra A — 2 (dessecador e geladeira)

Tempo (més) / Resultados (%)
A-2 Impurezas
Inicial 1° 3° 6° 9o 12°
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool nd nd nd 0,01
_ 2 nd nd nd 0,01
o e —
® 3 0,02 0,02 0,02 0,02
] XXX XXX ——————
§ 4 nd nd nd nd
8 I
5 - Quinolina 0,04 0,04 0,04 0,04
6 nd nd nd nd
7 nd nd nd nd
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool nd 0,01 0,01 0,01
2 nd 0,01 0,01 0,01
© I
T 3 0,02 0,03 0,04 0,04
) XXX XXX [
© 4 nd nd nd nd
V]
5 - Quinolina 0,04 0,05 0,05 0,06
6 nd 0,01 0,01 0,01
7 nd nd nd nd

Legenda: nd — ndo detectado / xxx — ndo analisado

A amostra A - 2 teve um comportamento diferenciado nas duas condi¢des de
armazenamento. Em relagdo as impurezas principais, o0 amino &lcool na amostra do
dessecador sO apareceu no ultimo més de andlise e manteve-se constante até o
final do estudo, diferente da amostra da geladeira que surgiu no 3° més de analise e
aumentou ao longo do tempo. Esse evento pode ser explicado pela reacdo de
hidrolise que o ativo pode ter sofrido no ambiente Umido da geladeira. O que
também pode explicar o aumento da quinolina nessa amostra, chegando ao final do
15° més com 0,06%, enquanto na amostra do dessecador a quinolina se manteve
constante (0,04%). A amostra da geladeira apresentou a impureza 6 que nao foi

observada na amostra do dessecador.
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Tabela 16: Teor das impurezas da amostra A — 3 (dessecador e geladeira).

Tempo (més) / Resultados (%)
A-3 Impurezas
Inicial 1° 3° 6° 9o 12°
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool nd 0,01 0,01 0,01
_ 2 nd nd nd 0,01
o e —
® 3 0,03 0,03 0,03 0,03
] XXX XXX ——————
§ 4 nd nd nd nd
8 I
5 - Quinolina 0,05 0,05 0,05 0,05
6 0,01 0,01 0,01 0,01
7 nd 0,01 0,01 0,01
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool nd 0,01 0,01 0,01
2 nd nd 0,01 0,01
© I
T 3 0,03 0,03 0,03 0,03
) XXX XXX [
© 4 nd nd nd nd
V]
5 - Quinolina 0,05 0,06 0,06 0,06
6 0,01 0,01 0,01 0,01
7 nd nd nd nd

Legenda: nd — ndo detectado / xxx — ndo analisado

As impurezas da amostra A - 3 também tiveram comportamentos parecidos
guando comparadas as duas condi¢cfes de armazenamento, exceto para a quinolina
gue manteve-se constante no dessecador e na geladeira teve um aumento logo no
3° més de anélise.

Segundo o préprio fabricante A, suas impurezas principais sdo o amino alcool,
a quinolina e a impureza 6. Todos os trés lotes apresentaram essas impurezas, além
das impurezas 2 e 3 (Figura 26, pagina 110). Somente o lote A — 3 dessecador que

apresentou a impureza 7.
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Figura 26: Perfil das impurezas da amostra A — 3 (geladeira) nos tempos de 3, 6 e
12 meses.

(condigGes cromatogréaficas — coluna: Zorbax® SB-CN, 15cm x 4,6mm; fase mével: (A) 90% agua/10% metanol com 0,05%
acido trifluoracético, (B) 90% metanol/10% agua com 0,05% &cido trifluoracético; gradiente: linear de 60:40 (A:B) até 50:50
por 16 minutos, 35:65 por 7 minutos, 30:70 por 5minutos, 20:80 por 1 minuto e manter esta condigao por 2 minutos e retornar

em 1 minuto a condicdo inicial de 60:40 (A:B), equilibrar por no minimo 8 minutos antes da préxima injegdo; fluxo: 1,5
ml/minuto; temperatura do forno: 40°C e detector UV a 250nm).
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Todas as amostras do fabricante A tiveram resultado satisfatério segundo a
especificacdo da Farmacopeia Brasileira (2010a). Quando sdo comparados o total
de impurezas com a analise de teor observa-se que as amostras do fabricante A
tiveram um comportamento parecido para as trés amostras nas duas condi¢cdes de
armazenamento (Figura 27, pagina 111).

Para a constru¢do do grafico o resultado do teor foi dividido por 100 para
facilitar a visualizagdo do somatorio das impurezas.
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Figura 27: Graficos comparativos do teor x impurezas do Fabricante A

(dessecador e geladeira).
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Os resultados de todas as impurezas encontradas nas amostras do fabricante
B estéo apresentados nas tabelas 17, 18 e 19 (Pagina 112 a 114).

Na amostra B — 4 foram encontradas quatro impurezas e a quinolina
apresentou comportamento semelhante nas duas condicdes de armazenamento
(Tabela 17, Pagina 112). A amostra B — 4 dessecador foi a que apresentou um
comportamento atipico frente as outras amostras desse fabricante. A impureza 2,
que nao havia sido detectada até o 9° més de analise, no Ultimo més de analise teve
um resultado de 0,06%. Ja a impureza 4 teve um aumento de 0,03 para 0,04% do 1°
para 0 6° més e no ultimo més esse percentual subiu para 0,15% (Figura 28, pagina
112).



Tabela 17: Teor das impurezas da amostra B - 4 (dessecador e geladeira).

Tempo (més) / Resultados (%)

B-4 Impurezas

Inicial 1° 3° 6° 9o 12° 15°

Trans-alqueno nd nd XXX nd nd XXX nd

1 - Amino alcool nd nd nd nd nd
_ 2 nd nd nd nd 0,06
% 3 nd nd nd 0,02 0,03
% 4 0,03 0,03 0,04 0,04 0,15
° 5 - Quinolina 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05
6 nd nd nd nd nd

7 nd nd nd nd nd
Trans-alqueno nd nd nd nd nd

1- Amino alcool nd nd nd nd nd
2 nd nd 0,01 0,01 0,01
'g 3 nd nd 0,01 0,01 0,01

g XXX XXX

8 4 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
5 - Quinolina 0,04 0,04 0,05 0,05 0,05

6 nd nd nd nd nd

7 nd nd nd nd nd

Legenda: nd — néo detectado / xxx — ndo analisado

Figura 28: Comportamento das impurezas da amostra B — 4
geladeira ao longo dos meses de estudo de estabilidade.
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As impurezas da amostra B — 5 apresentaram perfis semelhantes para as
duas condi¢cOes de armazenamento (Tabela 18), exceto as impurezas 3 e a quinolina
que tiveram um resultado maior para a amostra da geladeira no dltimo més de
analise (0,04 e 0,03%, respectivamente), o que pode ser um indicativo de

degradacg&o da amostra.

Tabela 18: Teor das impurezas da amostra B - 5 (dessecador e geladeira).

Tempo (més) / Resultados (%)
B-5 Impurezas
Inicial 1° 3° 6° 90 12°
Trans-alqueno nd nd nd nd
1-Amino alcool nd nd nd nd
o 2 nd nd nd nd
5 I
3 3 0,02 0,03 0,03 0,03
® XXX XXX
% 4 0,01 0,01 0,01 0,01
g I
5 - Quinolina nd 0,02 0,02 0,02
6 nd 0,02 0,02 0,02
7 nd nd nd nd
Trans-alqueno nd nd nd nd
1-Amino alcool nd nd nd nd
2 nd nd nd nd
o
‘D 3 0,02 0,03 0,04 0,04
] XXX XXX
8 4 0,01 0,01 0,01 0,01
5 - Quinolina nd 0,03 0,03 0,03
6 nd 0,02 0,02 0,02
7 nd nd nd nd

Legenda: nd — ndo detectado / xxx — ndo analisado
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A principal diferenga entre os resultados das impurezas da amostra B — 6, do
dessecador e da geladeira, € a presenca da impureza 7 na amostra do dessecador.
Diferente das outras amostras analisadas, a quinolina teve um maior teor da
impureza na amostra do dessecador ao invés da amostra da geladeira. Em relacéo
as outras impurezas encontradas (3, 4 e 6) o comportamento foi parecido nas duas
condi¢cbes de armazenamento (Tabela 19).

Tabela 19: Teor das impurezas da amostra B - 6 (dessecador e geladeira).

Tempo (més) / Resultados (%)
B-6 Impurezas
Inicial 1° 3° 6° 9o 12°
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool nd nd nd nd
_ 2 nd nd nd nd
o  —
® 3 0,02 0,03 0,03 0,03
o XXX XXX ——
§ 4 0,01 0,01 0,01 0,01
g R
5- Quinolina nd 0,01 0,02 0,02
6 nd 0,03 0,03 0,03
7 nd 0,01 0,01 0,01
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool nd nd nd nd
2 nd nd nd nd
o I
5 3 0,02 0,03 0,03 0,03
) XXX XXX [
8 4 0,01 0,01 0,01 0,01
5 - Quinolina nd 0,01 0,01 0,01
6 nd 0,03 0,03 0,03
7 nd nd nd nd

Legenda: nd — n&do detectado / xxx — ndo analisado
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O fabricante B possui duas impurezas caracteristicas que, segundo seu DMF,
sdo o amino &lcool e a quinolina. Porém, observando os resultados apresentados,
verifica-se que o amino alcool ndo foi detectado em nenhuma das amostras
analisadas desse fabricante, o que pode sugerir que 0 processo de purificacdo esta
sendo eficiente.

Todas as amostras analisadas do fabricante B apresentam resultado
satisfatorio conforme o especificado pela Farmacopeia Brasileira (2010a): nenhuma
das amostras apresentou a impureza trans-alqueno e as outras impurezas
encontradas nao tiveram teor acima de 0,5%.

Ao analisar o resultado das impurezas frente aos resultados obtidos do teor
(Figura 29), observamos que as amostras B — 4 (geladeira), B — 5 e B — 6 nas duas
condicBes de armazenamento tiveram comportamentos similares uma vez que o teor
guase ndo mostrou alteracdo e a soma das impurezas foi de aproximadamente
0,1%. J& para amostra B — 4 dessecador verifica-se uma queda no teor (101,0 para
98,7%) e um total de impurezas no final do estudo de 0,29%. A queda no teor pode
ser explicada pelo aumento nas impurezas, sugerindo uma possivel degradacao da
amostra.

Para a construcdo do grafico o resultado do teor foi dividido por 100 para

facilitar a visualizagdo do somatério das impurezas.

Figura 29: Graficos comparativos do teor x impurezas do Fabricante B

(dessecador e geladeira).
B-4 ) B-5 ) B-6
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[=]
[u]

0,09 0,10 0,10

Inicial 1 & =] 15 Inicial 3 6 1z Imicial 3 =1 1z

Resultado (%)

1,004 1,003 1,005 1,002 1,004 1,012 1,008 1,010

L010 1010 1009 1008 1012

Geladeira

Inicial 1 & el 15 Inicial 3 & 12 Inicial 3 5 12
Meses
Legenda: m————— — Teor f Impurezas 7/ Tendéncia Teor / messss Tendé&ncia Impurezas
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O fabricante C é o que apresenta menor numero de impurezas, quatro no total
(Figura 30). Segundo o DMF do fabricante as impurezas principais sao o trans-
alqueno, que nao foi detectado, o amino alcool e a quinolina. As outras duas
impurezas detectadas foram as impurezas 2 e 3.

Figura 30: Perfil das impurezas da amostra C - 7 (geladeira) nos tempos de 1, 6,9 e
12 meses.

(condigbes cromatograficas — coluna: Zorbax® SB-CN, 15cm x 4,6mm; fase moével: (A) 90% agua/10% metanol com 0,05%
acido trifluoracético, (B) 90% metanol/10% agua com 0,05% acido trifluoracético; gradiente: linear de 60:40 (A:B) até 50:50 por
16 minutos, 35:65 por 7 minutos, 30:70 por 5minutos, 20:80 por 1 minuto e manter esta condigdo por 2 minutos e retornar em 1
minuto a condigdo inicial de 60:40 (A:B), equilibrar por no minimo 8 minutos antes da proxima injecdo; fluxo: 1,5 ml/minuto;
temperatura do forno: 40°C e detector UV a 250nm).
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A amostra C — 7 apresentou o0 mesmo comportamento nas duas condi¢des de

armazenamento para todas as impurezas (Tabela 20, pagina 117), exceto a
impureza 3 na amostra da geladeira que teve um aumento de 0,02 para 0,03% no 6°
més de analise e esse valor se manteve até o final do estudo.

Apesar de apresentar poucas impurezas essa amostra teve um resultado alto
guando comparado aos outros fabricantes para as impurezas 2 e quinolina. A

impureza 2 apresentou um resultado de 0,06% engquanto a quinolina teve como
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resultado de teor de impureza 0,15%, ambos os resultados desde o primeiro més de
andlise. Porém, tais impurezas ndo tiveram aumento no percentual ao longo dos

meses de analise, 0 que sugere que essas impurezas nao sofreram degradacéao.

Tabela 20: Teor das impurezas da amostra C - 7 (dessecador e geladeira).

Tempo (més) / Resultados (%)
cC-7 Impurezas
Inicial 1° 30 6° 9o 12° 15°
Trans-alqueno nd nd nd nd nd
1-Amino alcool | 0,01 0,01 0,01 | 0,01 0,01
g 2 0,06 0,06 0,06 | 0,06 0,06
o e —
I 3 0,02 0,02 0,02 | 0,02 0,02
o XXX XXX —————
% 4 nd nd nd nd nd
3 -
5 - Quinolina 0,15 0,15 015 | 0,15 0,15
6 nd nd nd nd nd
7 nd nd nd nd nd
Trans-alqueno nd nd nd nd nd
1-Amino alcool 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
2 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
. -
-5 3 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03
g XXX XXX
© 4 nd nd nd nd nd
O
5 - Quinolina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
6 nd nd nd nd nd
7 nd nd nd nd nd

Legenda: nd — ndo detectado / xxx — ndo analisado

A amostra C — 8 apresentou comportamento semelhante para todas as
impurezas nas duas condi¢cdes de armazenamento, exceto a impureza 3. Ao final do
estudo a amostra do dessecador apresentou resultado de 0,03% enquanto a
amostra da geladeira teve como resultado 0,04% (Tabela 21, pagina 118).



Tabela 21: Teor das impurezas da amostra C - 8 (dessecador e geladeira).

Tempo (més) / Resultados (%)

C-8 Impurezas
Inicial 1° 3° 6° 9o 12°
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool 0,01 0,01 0,01 0,01
- 2 nd 0,01 0,01 0,01
o
® 3 0,02 0,03 0,03 0,03
] XXX XXX
§ 4 nd nd nd nd
a
5 - Quinolina 0,06 0,06 0,06 0,06
6 nd nd nd nd
7 nd nd nd nd
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool 0,01 0,01 0,01 0,01
2 nd 0,01 0,01 0,01
©
'z 3 0,02 0,03 0,04 0,04
) XXX XXX
© 4 nd nd nd nd
V]
5 - Quinolina 0,06 0,06 0,06 0,06
6 nd nd nd nd
7 nd nd nd nd

Legenda: nd — ndo detectado / xxx — ndo analisado
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Na ultima amostra analisada (C — 9) o comportamento das impurezas foi

parecido com as demais impurezas desse fabricante. Em ambas as condi¢cfes de

armazenamento a quinolina teve um aumento no 3° més de analise e se manteve

constante até o final do estudo (0,05 para 0,06%); 0 mesmo aconteceu com a

impureza 2, que inicialmente n&o havia sido detectada e no terceiro més apresentou

um teor de 0,01% que foi mantido ao longo do estudo.

Ao comparar as condigcbes de armazenamento, somente a impureza 3 que

teve comportamento diferente e ao final do estudo tem-se como resultado 0,03%

para a amostra do dessecador e 0,04% para a amostra da geladeira (Tabela 22,

pagina 119).



Tabela 22: Teor das impurezas da amostra C - 9 (dessecador e geladeira).

Tempo (més) / Resultados (%)

C-9 Impurezas
Inicial 1° 3° 6° 9o 12°
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool 0,01 0,01 0,01 0,01
- 2 nd 0,01 0,01 0,01
o
® 3 0,02 0,03 0,03 0,03
] XXX XXX
§ 4 nd nd nd nd
a
5 - Quinolina 0,05 0,06 0,06 0,06
6 nd nd nd nd
7 nd nd nd nd
Trans-alqueno nd nd nd nd
1- Amino alcool 0,01 0,01 0,01 0,01
2 nd 0,01 0,01 0,01
©
'z 3 0,02 0,03 0,04 0,04
) XXX XXX
© 4 nd nd nd nd
V]
5 - Quinolina 0,05 0,06 0,06 0,06
6 nd nd nd nd
7 nd nd nd nd

Legenda: nd — ndo detectado / xxx — ndo analisado
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Todas as amostras analisadas do fabricante C apresentam resultado

satisfatorio conforme o especificado pela Farmacopeia Brasileira (2010a), nenhuma

das amostras apresentou a impureza trans-alqueno e as outras impurezas

encontradas nao tiveram teor acima de 0,5%.

Ao analisar o resultado das impurezas frente aos resultados obtidos do teor

observamos que as amostra C — 7 (geladeira e dessecador) e C — 9 (dessecador)

tiveram uma queda no teor, porém sem alteracdo no total de impurezas. Ja as outras

trés amostras apresentaram comportamento parecido uma vez que o teor e as

impurezas se mantiveram praticamente constantes (Figura 31, pagina 120).
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Figura 31: Gréaficos comparativos do teor X impurezas do Fabricante C
(dessecador e geladeira)
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Ao longo do estudo de estabilidade de substancias relacionadas todas as
amostras (dessecador e geladeira), apresentaram um total de impurezas de
aproximadamente 0,1%, exceto as amostras B — 4 (dessecador) e C — 7
(dessecador e geladeira), cujo total foi de aproximadamente 0,3%. Para a amostra B
— 4 esse aumento é resultado do aumento das impurezas 2 e 4. J4 a amostra C — 7
apresenta uma soma de impurezas alta devido a presenca da quinolina, com um
teor de 0,15% desde o inicio do estudo, o que nao foi observado nas outras
amostras analisadas.

A Farmacopeia Brasileira (2010a) ndo especifica um valor para a soma das
impurezas encontradas, sua avaliacao € somente individual. Assim, com o estudo de
estabilidade das amostras de efavirenz, observa-se que nenhuma das impurezas
encontradas apresentou teor maior que 1,0% conforme o especificado pela literatura

utilizada.
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Quando séo comparadas as condi¢cbes de armazenamento, néo foi observada
nenhuma alteracdo significativa entre as duas formas de acondicionamento, tendo
os IFAs dos trés fabricantes apresentado 0 mesmo comportamento tanto em
geladeira quanto em dessecador - exceto a amostra 4 do fabricante B, que
apresentou um aumento de impurezas e queda no teor quando armazenada no

dessecador.

6.2.3 Excesso enantiomérico

Antes de avaliar os resultados do excesso enantiomérico das amostras
analisadas, foram verificadas as condi¢cdes de andlise do equipamento pelo system
suitability da solucdo de adequacao do sistema. Essa andlise foi realizada em todos
0s tempos do estudo.

A partir da analise do cromatograma da solucdo de adequacado, o qual esta
representado pela figura 32 (pagina 122), observam-se dois picos bem definidos
com tempos de retencdo de aproximadamente 9,1 minutos para o efavirenz e de
15,4 minutos para o enantibmero R. A assimetria para cada pico foi de 1,12 e 1,05,
respectivamente e ambas encontram-se dentro do critério de aceitacdo de
adequacdo do sistema que varia de 0,9 a 1,5 (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH,
1997). O critério de resolucdo previsto no método € de no minimo 2, o valor obtido

foi de 6,94 estando dentro do limite especificado.
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Figura 32: Cromatograma solucdo de adequacao do sistema.

(condigbes cromatogréaficas — coluna: Chiralpak AS 25cm x 4,6 mm; fase movel: acetonitrila: agua (53:47); gradiente:
isocratico; fluxo: 1,0 ml/minuto; temperatura do forno: 25°C e detector de UV a 245nm).

Perfil Cromatografico

Fal
EFAUTRENS —~~
R CICHAE RO
Z

(] (.1
g J%“%
. Jo\_| AN .
0 'I: 1I: :‘{ :I"- :lr 3
TR
12 245 m, 4
nm Fesults
Pk Name Retention Area Theoretical plates Resolution (USP) Asvmmetry (10%)
Time (USSP
| EFAVIREN 9093 11091623 87278 0,00 .12
Z 2805.30 6.94 1.05
2 EMANCIOM 15427 10870193
EROD
Totals
961816

A pureza total do pico do efavirenz e do seu enantiomero foi avaliada
empregando a analise espectral com detector na regido do UV realizando varredura
na faixa de 200 a 350nm e adotando uma resolucdo de 1nm. O teste de pureza de

pico esta representado pelas figuras 33 e 34 (pagina 123).



Figura 33: Pureza de pico do efavirenz na solucéo de adequacéo do sistema.
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A partir da andlise das figuras 33 e 34 (pagina 123), observa-se que o valor
do indice de pureza obtido tanto para o pico de efavirenz como do enantibmero foi
de 1,000, os quais foram superiores ao indice de pureza minimo especificado de
0,980 (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997). O resultado sugere se tratar de
compostos puros, ou seja, ndo estda havendo coeluicio de nenhuma outra
substancia no mesmo tempo de retencdo dos picos avaliados.

Conforme especificacdo do método desenvolvido por Farmanguinhos, o limite
aceitavel de enantiomero é de 1,0%, em todas as amostras analisadas néo foi
detectado o isomero R de efavirenz. Portanto, pode-se concluir que as amostras

estdo enantiomericamente puras.

6.2.4 Solventes Residuais

O teste de solventes residuais € conduzido para avaliar a quantidade de
solvente organico presente em um determinado IFA ou formulagdo, segundo
concentracdo permitida pela legislacdo. Estes testes ndo s&o, geralmente,
mencionados em monografias especificas, pois os solventes empregados variam de
um fabricante a outro (USP, 2013b). No Brasil, o teste de solventes residuais tornou-
se obrigatorio através da Resolugcdo RDC n° 57/2009, que visa regulamentar o
registro de insumos farmacéuticos ativos.

Uma das técnicas mais utilizadas para analisar a presenca ou auséncia de
solventes residuais é a de cromatografia gasosa de alta resolu¢cdo empregando um
amostrador automético (headspace). Esta técnica é suficientemente sensivel para
detectar a presenca ou nao destes solventes residuais (JACQ et al., 2008).

Como cada fabricante utiliza um tipo de solvente na rota de sintese, 0s
resultados foram analisados separadamente para cada fabricante, tendo como base
o certificado de analise de cada lote fornecido pelo fabricante.

Nas analises das amostras do fabricante A foram investigados os seguintes
solventes: cicloexano, t-butil-etil-éter e isopropanol; nenhum dos solventes foi
detectado, estando dentro da especificacdo do fabricante (méximo de 3880ppm para

cicloexano e maximo de 0,5% para t-butil-etil-éter e para o isopropanol).
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O fabricante B tem como solventes de sintese o etanol, t-butil-metil-éter
(MTBE), heptano e tolueno e nas trés amostras analisadas nenhum desses
solventes foi detectado, estando o resultado dentro da especificacdo do fabricante
(méaximo de 2400ppm para o etanol, maximo de 2000ppm para o MTBE, maximo de
5000ppm para o heptano e maximo de 890ppm para o tolueno).

Os solventes de sintese do fabricante C sdo o hexano e o tolueno, e suas
especificacdes sdo maximo de 290ppm e maximo de 890ppm, respectivamente. O
anico solvente detectado foi o tolueno (109ppm) presente somente na amostra C — 9
(Figura 36, pagina 126). Como todas as outras amostras ndo tiveram nenhum dos
solventes detectados, conclui-se que os resultados dos lotes do fabricante C

também foram inferiores a especificacao.

Figura 35: Cromatograma da solucdo padréo do teste de solventes residuais.
(condig6es cromatogréaficas — coluna: DB-624 - 30m x 0,32mm x 1,8um; gés de arraste: Hélio; gradiente isocratico; fluxo:
1,8 ml/minuto; temperatura do forno: Isoterma de 40°C por 5 minutos - rampa 1: 5°C/minuto até 120°C - rampa 2:
20°C/minuto até 200°C, isoterma de 3 minutos e detector: lonizagdo em chama a 200°C; programacéo dos fluxos de gases
do detector: Hélio — 45mL/minuto, Ar sintético - 450mL/minuto e Nitrogénio - 45mL/minuto).
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Figura 36: Cromatograma da solucdo amostra C — 9 do teste de solventes

residuais.

(condigbes cromatograficas — coluna: DB-624 - 30m x 0,32mm x 1,8um; gas de arraste: Hélio; gradiente isocratico;
fluxo: 1,8 ml/minuto; temperatura do forno: Isoterma de 40°C por 5 minutos - rampa 1: 5°C/minuto até 120°C - rampa 2:
20°C/minuto até 200°C, isoterma de 3 minutos e detector: lonizacdo em chama a 200°C; programacéo dos fluxos de
gases do detector: Hélio — 45mL/minuto, Ar sintético - 450mL/minuto e Nitrogénio - 45mL/minuto).
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6.3 Andlises Fisico-quimicas

6.3.1 Teor de aqua
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Muitos insumos farmacéuticos encontram-se na forma hidratada ou contém

agua adsorvida, tornando-se relevante sua determinagdo por métodos especificos

como o método titulométrico por Karl Fischer.

A monografia do efavirenz na Farmacopeia Brasileira (2010a) determina que

a matéria-prima pode apresentar no maximo 0,5% de teor de agua por titulacéo de

Karl Fischer. Todas as amostras apresentaram resultados abaixo do especificado

para o referido ensaio. Os resultados encontrados estdo apresentados na tabela 23

(pagina 127).
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Tabela 23: Resultados de teor de agua por titulacdo de Karl Fischer, em todos os
tempos de andlise, das amostras de efavirenz acondicionadas em dessecador e

geladeira.
Inicial 1° més 3°meés 6° més 9° més 12° més
Amostras Acondicionamento

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2

A-1 0,1
Geladeira 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3
Dessecador 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2

A-2 i 0,1
Geladeira 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

A-3 i 0,1
Geladeira 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

B-4 0,1
Geladeira 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Dessecador 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2

B-5 0,1
Geladeira 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

B-6 0,1
Geladeira 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Dessecador 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

cC-7 0,1
Geladeira 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

c-8 0,1
Geladeira 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Dessecador 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

CcC-9 0,1
Geladeira 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Analisando a tabela 23, observa-se que as amostras acondicionadas em

geladeira tiveram valores de teor de agua superiores aos encontrados nas amostras

do dessecador, exceto as amostras do fabricante C que tiverem 0 mesmo

comportamento nas duas condi¢cdes de armazenamento. Portanto, pode-se supor

que a geladeira, por ser um ambiente Umido, pode estar favorecendo a adsor¢cao de

agua na amostra.
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6.3.2 Rotacdo especifica a 20°C

Muitas substancias farmacéuticas s&o opticamente ativas, logo desviam a luz
plano-polarizada de modo que a luz transmitida é desviada em um determinado
angulo em relacéo a incidente. Um dos enantibmeros desvia a luz plano-polarizada
para a direita (+) e € chamado de dextrdgiro; o antipoda desvia para a esquerda (-) e
€ conhecido como levogiro. O angulo desse desvio é igual em moddulo para os
enantibmeros, porém com sinais opostos (Farmacopeia Brasileira, 2010Db).

A polarimetria € a medicado do poder rotatorio de uma substancia e € um dos
métodos mais praticos para distinguir os enantibmeros e, portanto, € um importante
critério de identificacdo, caracterizacdo e de determinacdo de pureza enantiomérica
dos farmacos. O poder rotatério varia com a temperatura, o comprimento de onda da
luz incidente, o solvente utilizado, a natureza da substancia e sua concentracao
(Farmacopeia Brasileira, 2010b).

De acordo com a esta mesma referéncia, o teste de rotacdo especifica do
efavirenz tem como especificagdo a faixa de -86° a -98° Todas as amostras
analisadas estdo dentro do limite especificado e os resultados estdo apresentados

na tabela 24.

Tabela 24: Resultados da rotacao especifica a 20°C de todos os lotes analisados.

Fabricante A Fabricante B Fabricante C
Lote Resultado (°) Lote Resultado (°) Lote Resultado (°)
1 - 94 4 -95 7 - 94
2 -95 5 - 96 8 -96
3 -89 6 - 88 9 -95

Os resultados do teste de rotacdo especifica confirmam que s6 se tem um
enantiomero nas amostras, assim como ja foi verificado no teste de excesso

enantiomérico, os lotes analisados encontram-se enantiomericamente puros.
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6.3.3 Cinzas sulfatadas

Cinzas sulfatadas compreendem o residuo nao volatil a incineracdo na
presenca de acido sulfurico, conforme a técnica especificada. Em geral, o ensaio
visa a determinar o teor de constituintes ou impurezas inorganicas contidos em
substancias organicas (Farmacopeia Brasileira, 2010b).

Em todos os lotes analisados dos diferentes fornecedores ndo foram
encontradas nenhuma cinzas, sendo o resultado de zero para todos os IFAS,
estando de acordo com a especificacdo de no maximo 2,0% que é o limite

preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010a).

6.3.4 Metais pesados

O ensaio limite de metais pesados consiste na formacgéo de particulas solidas
dos sulfetos de metais pesados, em suspensao, e posterior comparacao visual da
intensidade da cor nas preparagdes amostra e padrdo em tubo de Nessler. O ensaio
€ semiquantitativo e possibilita inferir se a amostra passa ou nao no teste.

Todas as amostras analisadas foram preparadas segundo o teste de ensaio
limite de metais pesados proposto pela Farmacopeia Brasileira (2010a), os
resultados foram satisfatorios uma vez que apresentaram limite inferior a 0,02%,

como o especificado na referéncia utilizada (maximo 0,02% - 20ppm).

6.4 Avaliacdo da estabilidade das solug¢des

A estabilidade das solucfes foi avaliada com a andlise da solucdo-mée do
padrao de referéncia de efavirenz e a solucao padréo diluida. Estas solu¢cbes foram
analisadas segundo os métodos de teor e substancias relacionadas, descritos no
item 5.3.2.1 (Pégina 73). As solucfes dos padrbes foram injetadas imediatamente

apos seu preparo e 24 horas depois da estocagem a temperatura ambiente e em
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geladeira. A diferenga percentual entre as areas médias do efavirenz nas solucdes
foram avaliadas e, caso a diferenca fosse menor que +2%, seria realizada uma
verificacdo diaria até que a diferenca ultrapassasse esse limite. Esse procedimento
foi realizado tanto para solucfes padrbes do teste de teor como para as solucdes

padrdes do teste de substancias relacionadas.

6.4.1 Solucdes diluidas do teste de teor

Nas tabelas 25 e 26 encontram-se os resultados das diferencas percentuais
das areas ap0s analise da solucéo diluida, a temperatura ambiente (18 a 25°C) e em

geladeira (2 a 8°C), do padréo de teor do efavirenz, respectivamente.

Tabela 25: Resultados do teste de estabilidade da solucdo padréo diluida do
teste de teor armazenada a temperatura ambiente (18 a 25°C).

Injeces Resultados (Areas)

Oh 24h 48h 72h

1 4073222 4106462 4138757 4147894

2 4052858 4100488 4120029 4161101

3 4053203 4105774 4132976 4149235

Média 4059761 4104241 4130587 4152743
DPR (%) 0,29 0,08 0,23 0,18
Diferenca (%) XXX 1,10 1,74 2,29

Tabela 26: Resultados do teste de estabilidade da solucdo padréo diluida do

teste de teor armazenada em geladeira (2 a 8°C).

Iniegtes Resultados (Areas)

Oh 24h 48h 72h

1 4109273 4144725 4170484 4201683

2 4102700 4137950 4170864 4209866

3 4105314 4142799 4170456 4208435

Média 4105762 4141825 4170601 4206661
DPR (%) 0,08 0,08 0,01 0,10
Diferenca (%) XXX 0,88 1,58 2,46
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Apbs avaliar os dados das tabelas 25 e 26 (P4gina 130), pode-se afirmar que
para as duas solucdes avaliadas as diferencas percentuais entre as areas médias
obtidas foi inferior a +2% até o tempo de 48 horas. Esse limite de £+2% foi adotado a
partir do procedimento de validacdo de métodos analiticos do laboratorio de controle
de qualidade de Farmanguinhos.

Portanto, as solu¢des analiticas diluidas de efavirenz teor podem ser
analisadas em até 48 horas (2 dias) ap6s seu preparo, quando guardadas em

geladeira (2 a 8°C) ou sob temperatura ambiente (18 a 25°C).

6.4.2 Solucdo-mae do teste de teor

Apbés uma semana de preparo da solucdo-mae, foi avaliada a estabilidade
dessa solucdo armazenada em geladeira, o teste decorreu diariamente apos sete
dias, até a diferenca percentual das areas da solucéo estar dentro do limite de £2%.

Os resultados sao observados na tabela 27.

Tabela 27: Resultados do teste de estabilidade da solucdo padrao mae do
teste de teor armazenada em geladeira (2 a 8°C).

Injectes Resultados (Areas)
Oh 7 dias 8 dias 9 dias
1 4109273 4143955 4189762 4190417
2 4102700 4145681 4183004 4193387
3 4105314 4137390 4187427 4191869
Média 4105762 4142342 4186731 4191891
DPR (%) 0,08 0,11 0,08 0,04
Diferenca (%) 0,89 1,97 2,10

As solugdes analiticas concentradas do teste de teor podem ser analisadas
em até oito dias apos seu preparo, desde que acondicionadas em geladeira (2 a
8°C).
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6.4.3 Solucdes do teste de substancias relacionadas

Como a solucédo diluida do padrdo de efavirenz no teste de substancias
relacionada tem uma concentracdo baixa (0,00125mg/mL), sua estabilidade foi
avaliada a 1, 3, 6, 9, 12 e 15h apds seu preparo. Ja a solucao-mae foi armazenada
em geladeira e apdés 24h foi diluida e analisada. Na tabela 28 encontram-se os
resultados das diferencas percentuais das areas das solu¢des padrao do teste de

substancias relacionadas.

Tabela 28: Resultados do teste de estabilidade das solu¢des padréo do teste de
teor substancias relacionadas.

Resultados (Areas)
Nova
InjecBes Mesma diluicédo o
diluicao
Oh 1h 3h 6h 9h 12h 15h 24h
1 451392 | 459328 | 450710 | 450875 | 449973 | 447668 | 432727 | 385169
2 467917 | 448410 | 441139 | 450922 | 448736 | 446905 | 428238 | 384781
3 449116 | 449865 | 450987 | 440813 | 446809 | 447226 | 439606 | 397625
Média 456141 | 452534 | 447612 | 447537 | 448506 | 447266 | 433524 | 389191
DPR (%) 2,25 1,31 1,25 1,30 0,36 0,09 1,32 1,88
Diferenca
%) -0,79 -1,87 -1,89 -1,67 -1,95 -4,96 -14,68
0

Foi relatado por Montgomery, em 2001, que as solu¢cbes padrdo de
compostos relacionados de efavirenz foram estaveis por até nove dias e a mudanca
na resposta da area do pico efavirenz para os padrées de ensaio com mais de 216
horas foi maior que 2,0%. Porém, Ribeiro e colaboradores (2007) verificaram que as
solucbes preparadas para o ensaio de efavirenz substancias relacionadas devem
ser analisadas imediatamente ap0s preparacao.

Nesse mesmo trabalho, os autores relatam que embora as areas dos picos de
efavirenz e das impurezas SR695, SP234 e SE563 ndo sofreram alteracdes, as
areas dos picos de alcool amino e quinolina aumentaram significativamente durante
24 horas. Porém, na solugédo padrédo analisada ndo houve alteragdo no padréo de

impurezas (Figura 37, pagina 133).
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Figura 37: Perfil de impurezas ao longo da estabilidade da solucdo padrdo de
substancias relacionadas.
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Com base nos resultados da tabela 28 (Pagina 132) e no trabalho de Ribeiro
e colaboradores (2007) pode-se concluir que as solucbes analiticas do teste de
substancias relacionadas, tanto as concentradas como as diluidas, s6 podem ser

analisadas até 12 horas ap0s seu preparo.
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7 Consideracdes Finais

O trabalho realizado prop6s uma logica de avaliacdo da estabilidade de IFAs
candidatos a padrdo secundarios satisfatoria, uma vez que além das analises
exigidas pela literatura de referéncia foram utilizadas técnicas complementares que
colaboraram para as conclusdes tomadas.

Segundo a RDC n° 17 de 2010, os procedimentos analiticos utilizados para
caracterizar um padrdo de referéncia ndo se devem basear apenas em testes de
comparacdo a um padrdo de referéncia anteriormente caracterizado. Esses
procedimentos devem ser qualitativamente e quantitativamente mais extensos do
que os utilizados para controlar a identidade, teor, qualidade, pureza e poténcia do
farmaco ou medicamento.

Apesar de ser um trabalho extenso e demorado, é extremamente vantajoso
para o laboratério uma vez que pode garantir resultados de alta confiabilidade
analitica, somado ao conhecimento mais aprofundado de todo o seu portfélio de

trabalho.
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8 CONCLUSAO

Diante de todos os resultados obtidos neste trabalho, muitas conclusdes
puderam ser tomadas em relacdo a matéria-prima efavirenz candidata a padrao
secundario e foi possivel avaliar as nuances entre os trés fabricantes avaliados,
além das duas condi¢Bes de armazenamento (dessecador e geladeira).

Para a caracterizagdo da matéria-prima foram utilizadas técnicas
termoanaliticas, espectroscopicas e difracdo de raios X de pd. Nas andlises
espectroscopicas todos os IFAs foram confirmados frente ao padrdo de referéncia,
comprovando a identidade quimica das moléculas e nenhum espectro no 1V indicou
formacéo de ligagdes de hidrogénio. Os resultados encontrados na difratometria de
raios X e com DSC, confirmam que as amostras sdo do polimorfo I, o mais estavel.
Além disso, a analise por termogravimetria confirma que as amostras correspondem
a materiais anidros, eliminando a existéncia de formas solvatadas.

As andlises cromatogréaficas das dezoito amostras analisadas apresentaram
resultados dentro das especificacdes da matéria-prima, exceto as duas condicdes de
armazenamento da amostra C — 7 que, no 15° més, apresentou resultado de teor
fora do especificado na Farmacopeia Brasileira (2010a).

Com relagao ao teste de teor, nenhum dos fabricantes apresentou resultado
para todas as amostras dentro da proposta descrita na fundamentacao tedrica, que
€ uma variacdo maxima de DPR de 0,5% para teores acima de 98%. Com isso,
todas as amostras do fabricante A devem ser repadronizadas antes de um ano,
assim como as amostras B — 4 (dessecador), B — 6 (geladeira), C — 7 (dessecador e
geladeira) e C — 9 (dessecador) dos outros dois fabricantes.

Ao longo do estudo de estabilidade de substancias relacionadas todas as
amostras (dessecador e geladeira), apresentaram um total de impurezas de
aproximadamente 0,1%, exceto as amostras B — 4 (dessecador) e C — 7
(dessecador e geladeira), cujo total foi de aproximadamente 0,3%. Para a amostra B
— 4 esse aumento € resultado do aumento das impurezas 2 e 4. J4 a amostra C — 7
apresenta uma soma de impurezas alta devido & presenc¢a da quinolina, com um
teor de 0,15% desde o inicio do estudo, o que nao foi observado nas outras

amostras analisadas.
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O teste de substancias relacionadas foi importante ndo s6 pelo carater
quantitativo como pelo qualitativo, no qual foi possivel verificar as diferencas entre
cada fabricante, uma vez que séo sintetizadas de maneiras diferentes e apresentam
impurezas diferentes entre si. Ao compararmos as impurezas presentes nos trés
fabricantes avaliados, nenhum dos lotes apresentou a impureza principal
mencionada no método da Farmacopeia Brasileira (2010a), que € o trans-alqueno.
Considerando as outras duas impurezas mais conhecidas, a quinolina esta presente
em todos os fabricantes enquanto o amino alcool s6 ndo esta presente no fabricante
B. Em relacdo as demais impurezas, cada fabricante tem sua particularidade, como
no caso do fabricante A que € o Unico que apresenta todas as impurezas descritas
na literatura. J4 a impureza 4 s6 esta presente no IFA do fabricante B.

Com os resultados do teste de estabilidade de solu¢céo padréao, conclui-se que
as solucdes diluidas do teste de teor s6 podem ser utilizadas em até 48 horas apos
seu preparo, quando guardadas em geladeira (2 a 8°C) ou sob temperatura
ambiente (18 a 25°C). Ja as solucdes concentradas desse mesmo teste podem ser
analisadas em até oito dias apds seu preparo, desde que acondicionadas em
geladeira. Para as solucdes do teste de substancias relacionadas, tanto as
concentradas como as diluidas, o tempo maximo de utilizacdo é de 12 horas apés
seu preparo.

Em relacdo ao acondicionamento da matéria-prima candidata a padrédo foram
poucas as variacdes observadas nos testes de perda por secagem e no teste de
titulacdo de Karl Fischer.

No teste de perda por secagem, ao se comparar as amostras do dessecador
com as da geladeira, observa-se que das nove amostras do dessecador somente
duas, do fabricante C, apresentaram percentual de perda de massa maior que 0,1%.
As nove amostras de geladeira tiveram o resultado de 0,2%, exceto a amostra A — 2
que, ao final dos 12 meses, apresentou 0,1% de perda de umidade. O mesmo foi
observado na analise titulométrica por Karl Fischer, as amostras acondicionadas em
geladeira tiveram valores de teor de agua superiores aos encontrados nas amostras
do dessecador, exceto as amostras do fabricante C que tiverem 0 mesmo
comportamento nas duas condicdes de armazenamento.

Além disso, ndo houve grande diferenca nos testes de teor e de substancias

relacionadas quando comparadas as duas condi¢bes de armazenamento. Portanto,
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a melhor condicdo de armazenamento do IFA de efavirenz € em dessecador (18 a
25°C e UR < 75%).

Como concluséo final do trabalho, frente a todos os resultados obtidos, o
fabricante B é o melhor candidato a padrdo secundario, pois foi 0 que apresentou
menor teor de impurezas totais e individuais e menores variagdes no teor e na perda
por secagem. Além disso, todas as amostras do fabricante A devem ser
repadronizadas antes de um ano, o que ndo é vantajoso para o laboratério de
controle de qualidade. O fabricante C, apesar de ter s6 quatro impurezas, apresenta
teores maiores quando comparado ao fabricante B. Segundo a ANVISA (2010), um
padrao de referéncia ndo adquirido de uma farmacopeia reconhecida deve ser do
mais elevado grau de pureza possivel e cuidadosamente caracterizado, a fim de
garantir identidade, teor, qualidade, pureza e poténcia.

Apbs a escolha do melhor fabricante do IFA para padrao secundéario e com
base nos resultados obtidos dessas amostras, pode-se determinar que o prazo de
validade do Efavirenz do fabricante B potencialmente selecionado como padréo
secundario é de um ano, podendo ser estendido com a continuacéo do trabalho.

O trabalho deixa ainda como perspectivas o possivel desenvolvimento de um
protocolo de avaliacdo da estabilidade de substancias candidatas a padrdo que
podera servir como base para os demais IFAs do portfélio de Farmanguinhos, com a
finalidade de garantir cada vez mais a confiabilidade analitica dos testes realizados
pelo controle de qualidade. O conhecimento adquirido com o teste de impurezas
relacionadas pode servir como ajuda para o grande desafio que o laboratério de
controle de qualidade tem em relacdo ao estudo de degradacéao forcada exigido pela
ANVISA para todos os produtos registrados. Além disso, o trabalho apresenta dados
gue podem ser utilizados no estudo de estabilidade de frascos abertos de padrdes

que também foi exigido pela Vigilancia Sanitaria na dltima inspecéo realizada.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Sobreposicao dos padrdes de difracdo da amostra A — 1, dessecador e geladeira, no tempo inicial e 12 meses.
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DRXP - EFAVIRENZ
A-1
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12° més - dessecador
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ANEXO 2 - Sobreposicao dos padrdes de difracdo da amostra B - 4, dessecador e geladeira, no tempo inicial e 12 meses.
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ANEXO 3 - Sobreposicao dos padrdes de difracdo da amostra C - 7, dessecador e geladeira, no tempo inicial e 12 meses.
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ANEXO 4 - Sobreposicao das curvas de DSC da amostra A — 1 (Dessecador) nos tempos analisados.

154

rexo Efavirenz A — 1 (Dessecador) - DSC@10 04.04.2014 17:20:36
Module: DSCE222/700/288/FR S 5 Sample Holder: Aluminium Standard 40pL
Method: Dry n25_ 210@10- N 2=80mL
dt: 1,00s
[1]25,0__210°C, 10,00K/min, N 280mL/min
Synchronization enabled . .
L3 4
i

o,

ale

-22743 mJ

136,93°C

e 1° Més — TLN2, 4,2280m Integral Onset
! g » \U[ normalized  -53,79 Jg'-1 Peak 138,77°C
fpe—— 3 ? 3 * Integral 219,23 mJ Onset 136,85°C
0
1° Més — TLN2, 4,0790mg \\ /[ normalisd £374ighi  Pesk  13861%C
\ — = ¢ = ntegral 53331 mJ Onset 135,34°C
0 v v
3°Més — TLNZ, 4,3920mg \U normalized -53,12 Jg*-1 Peak 137,99°C
A f : Integral -22960 mJ Onset 136,01°C
= 0 £ ;
\ 3°Mes - TLN2, 4,2930mg XV( normalized -53,48 Jg"-1 Peak 138,12°C
4 6° Més — TLN2, 4. 4710mg ; * Integral -224 28 mJ Onset 136,10°C
' normalized -52,40 Jg*-1 Peak 138,49°C
g ~0 MAc 1N A JAR ; o Integral -223.66 mJ Onset 136.19°C
6°Mes — TLNZ, 4,2460mg \/ normalized -52,68 Jg-1 Peak  138,35°C
wl ; 2
wgr
»n 40 0 44 70 0 S0 1?0 10 120 130 140 150 1€0 170 ‘Ifo 150 20 °C
R T T T T T T R R N N S N D A T

FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES

STAR® SW 10.00




155

ANEXO 5 - Sobreposicdo das curvas de DSC da amostra A — 1 (Geladeira) nos tempos analisados.

Aexo Efavirenz A — 1 (Geladeira) - DSC@10 04._ 04.2014 18-40-46
?ﬂ% %?é:sée’éﬁggi%s;: 20mL Sample Helder: Aluminium Standard 40pL
11250 210°C, 10,00K/min, N 280mLimin
Svnchronization enabled ! IS T AL R S LT 4
'\\/_’_'__ ¥ \ ( )
} 3 ¥
1° Més — TLN2. 4.1850m Integral -22641mJ Onset 136,77°C
o v ; 9 ' WU( normalized  -54,10 Jg*-1 Peak 138,63°C
V-———— » ' © Integral 230,67 mJ Onset 136,76°C
° Més —
1° Més — TLN2, 43410mg \\//’ normalized  -53,14 Jg’-1 Peak 138,61°C
J ¥ ] Onset 135,45°C
= Integral -209,28 mJ '
0 — d o
Ve 3° Més — TLN2, 4,2020mg X\( normalized  -49.81 Jg*1 Peak 137,90°C
= J * Integral -202,01 mJ Onset 135,63°C
V— 3° Més — TLN2, 4,0960mg \\][ normalized 49 32 Jgh1 Peak  138,00°C
Tk ; ' 7 Integral 21038 mJ Onset 135,94°C
/ 6° Més — TLN2, 4,1170mg normalized -51,10 Jg*-1 Peak 138,23°C
~O A y 4 : Integral -208,19 mJ Onset 136,11°C
Y — 6° Més — TLN2, 4,0810mg SOmaliEE 5400 Jgh Peak: 438215
wl .
wgr
ﬂ; llo SIO &0 TIO 0 100 10 120 130 140 150 160 170 180 1?0 2?0 °C
o 1 2 3 4 s & 1 & 9 1 M 12 15w 15 % 1w 135 mm

FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES

STAR® SW 10.00 |




ANEXO 6 - Sobreposicao das curvas de DSC da amostra B — 4 (Dessecador) nos tempos analisados.
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Aexo Efavirenz B - 4 (Dessecador) - DSC@10 04.04.2014 18:57:40
Mudule. DSC822¢e/700/288/FR S S i R
Method: Dry n25__ 210@10 — N 2 = 80mL Sample Holder: Aluminium Standard 40uL
dt: 1,002
11} 25,U__210%C, 10,0UK/min, N Z8UmL/min
Synchronization enabled
N :
Inicial - TLN2, 4,4100mg
(Va ° ma ¢ Integral 24131 mJ Onset 138,01°C
RRES=TLHE At normalized -54,42 Jg*-1 Peak 139,11°C
= °ma ’ Integral 234,00 mJ Onset 137,89°C
1°més - TLN2, 4,3070mg normalized -54,33 Jg*-1 Peak 139,16°C
Va 3°més - TLN2, 4,3390mg ) " Integral 231,68 mJ Onset 138,02°C
normalized -53,40 Jg"-1 Peak 139,14°C
& 3°més - TLN2, 4,4980mg V Integral -244,70 mJ Onset 138,11°C
ot normalized -54,40 Jg"-1 Peak 139,26°C
i 6°més - TLN2, 4,3970mg {7 Integral 23526m)  Onset 138,02°C
’ normalized -53,51 Jg"1 Peak 139,31°C
T A : 5 Onset 138,07°C
6° més - TLN2. 4.3480m Integral -233,46 mJ nse 3
¢ 9 normalized -53,69 Jg*-1 Peak 139,29°C
10
gt
SIO 4'0 SIO CIO 7|9 ? 9]0 10[0 1:0 |2I0 150 1‘I0 13@ lfO 1$I0 2;“ ’g
o 1 2 3 H s c 10 1 12 13 14 15 1 17 1 min
FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES STAR® SW 10.00
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ANEXO 7 - Sobreposicao das curvas de DSC da amostra B - 4 (Geladeira) nos tempos analisados.

Aexo Efavirenz B - 4 (Geladeira) - DSC@10 04.04.2014 19:01:44
m :qm_m::?-m Sample Holder: Alumnium Standard 40pL
:);s?_:ﬁo‘c. 10.00KmIn, N 250mLmin
FNCNONTIION enaed
b Inicial - TL N2, 4,4100mg S o
v Y Integral 22140 mJ Onset 137,98°C
1°Més - TL N2, 4'0580mg normalized -54.56 Jg*-1 Peak 139,12°C
N or
5 Integral -24499 mJ Onset 13791°C
1°Més - TL N2, 4,500mg normalized -54.44 Jg*-1 Peak 13916°C
Xz Integral -221,09mJ Onset 137,78°C
3° Més - TL N2, 4,1070mg nomalized 5383Jgn1  Peak  139.19°C
\ Integral 23303 mJ Onset 137,98°C
3° Més - TL N2, 4,2890mg honaized 24sigwr  Peak 13916
¥ A Integral -23301mJ Onset 137.84°C
6° Més - TL N2, 4,3280mg normalized  -53.84 Jg*-1 Peak 139,16°C
e 0 Ma Integral 231,14 m) Onset 13795°C
6°Més - TL N2, 4,0040mg normalized -53,23 Jgi-1 Peak 139,18°C
10’ — J —_—t SR
v |
|
\
|
W @ » 1] ™ ® %0 100 1ne » 130 ue 15 wo m 130 " 20 'c
.‘ 1 2 3 4 $ s 7 $ L » " 12 " " 15 " 17 % min
FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES STAR® SW 10.00




ANEXO 8 - Sobreposicao das curvas de DSC da amostra C - 7 (Dessecador) nos tempos analisados.
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Aexo Efavirenz C - 7 (Dessecador) - DSC@10 04.04.2014 18:57:40
Module: DSCE22e/700/288/FR S 5 Sample Holder: Aluminium Standard 40pL
Method: Dry n25_ 210@10- N 2 = 80mL
dt: 1,00s
[1]125,0__210°C, 10,00K/min, N 280mL/min
Synchronization enabled F
o .
L i 1°Més—T 4 ¢ Integral -227,04 mJ Onset 137,26°C
o LKZ, 4,2800mg normalized -53,05 Jg-1 Peak 138,92°C
N T * U °  Integral -22973mJ Onset 137,42°C
TP Mes ~TLNZ, 4,4300mg normalized -52,93 Jg’-1 Peak 13873°C
Y — ’ v * Integral 221,16 mJ Onset 137,35°C
3°Mes ~TLNZ, 4,1850mg normalized  -52,85 Jg-1 Peak 138,76°C
o ORAR € U ? Integral -23520 mJ Onset 137.35°C
3% Més — TLNZ, 4,4510mg normalized -5284 Jg"-1 Peak 138,73°C
1 "0 A N ) ~ 3 = Integral 226,28 mJ Onset 135.94°C
6° Més — TLN2, 4,4860mg WV{ normalized -50,44 Jg™1 Peak 138,12°C
T 6° Més — TLN2, 4,1460mg U Integral ‘ -2_15 11 md Onset 1;':7.!-I9°C
normalized -51,88 Jg"-1 Peak 138,58°C
10 I3 I —
w1 ' : -
) SIO 4I0 510 clo 7I0 ﬂ; 9I0 10IO 1:0 1?0 1?0 MIO 1?0 1CI0 1{0 1810 1?0 2;” ’(‘:.
0 1 2 3 H 5 c 7 H 9 10 11 12 13 1 15 18 17 18 min

IFIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES

STAR® SW 10.00




ANEXO 9 - Sobreposicao das curvas de DSC da amostra C — 7 (Geladeira) nos tempos analisados.
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rexo Efavirenz C - 7 (Geladeira) - DSC@10 04.04.2014 18:53:19
e g‘;ﬁ?”fgggjﬁ i Sample Holder: Aluminium Standard 40pL
005 T
g]'lso_zwﬂc 1000C/min, N 280mUmin  m ¥min
Synchronization enabled = A
3 . :
| ° Méas _ : *Integral 211,47 mJ Onset 137,06°C
19 Més — TLNZ2, 4,1460mg U normalized -51,01 Jg*1 Peak 138,63°C
\— r 4 " Integral -230,08 mJ Onset 137,06°C
1°Més — TLN2, 4,4440mg U normalized -51,77 Jg*-1 Peak  138,63°C
\— o Més — TLN? 4 = * v * Integral -230,17 mJ Onset 137,45°C
3 Mes LN2, 4,3830mg normalized -52,52 Jg"-1 Peak 138,72°C
S ST ) U " Integral 22110 mJ Onset 137,38°C
3° Més - TLN2, 4,2310mg normalized  -52,26 Jg#-1 Peak 13873°C
N ~0 A TN . . ° Integral -223,96 mJ Onset 137,35°C
b [/1eS“TLr‘l2 42810n1g nl:lfw'ﬂali:ec _,_—.:?1 Jgf‘_J‘ P‘E‘a}‘-'. 1:‘8750(:
S S T ) " Integral 226,18 mJ Onset 137,33°C
6° Més — TLNZ2 4.29-_IOITIQ normalized -52,66 Jg"-1 Peak 138,70°C
10
w1 & . —
0 40 S0 4 70 90 10IO 110 120 130 140 150 10 170 1Sl0 150 200 °C
R T RS s RS R N N N L S N R T
FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES STAR® SW 10.00




ANEXO 10 - Sobreposicdo das curvas de DSC dos fabricantes A, B e C (dessecador) no 12° més.
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Aexo Amostras 12° més (Dessecador) - DSC@5 06.11.2014 21:24:25
Module: DSC822e/700/288FR S 5 Sample Holder: Aluminium Standard 40pL
Method: Dry n25_210@10 - N 2 = 80mL
gt 1,008
{1] 25.0__210°C, 10,00Kimin, N 280mLimin
Synchronzation enabled
t 3
B -4-TLN2 4 0020mg Integral 20473 mJ Onset 138,25°C
normalized -51,16 Jg*-1 Peak 139,04°C
B - 4 - TLN2, 4,0700mg Integral -209,35 mJ Onset 138,15°C
normalized -51.44 Jg*-1 Peak 139,24°C
! * o Onsel 137,39°C
A-1-TLN2, 4,3020m Integral 212,28 mJ i e
9 normalized -49,34 Jg*-1 Peak  139,09°C
s A-1-TLN2, 4,0040mg Integral 201,74 mJ onet 431 es
normalized -50,38 Jg*-1 Peak 138.73°C
7 WP e " - N » ~ » g i it i ue . 1 bt e o 2o
0 R € 8 10 @ w % w 0w @ w6 0w  »  0m M4 % min
FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES STAR® SW 10.00
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ANEXO 11 - Sobreposicdo das curvas de DSC dos fabricantes A, B e C (geladeira) no 12° més.

Aexo Amostras 12° més (Geladeira) - DSC@5 06.11.2014 21-39-30
Module: DSC822e/T00/288/FR S § y e
Method: Dry n25_ 210@10 - N 2 = 80mL Sample Holder: Aluminium Standard 40pL
dt: 1,00s

[1] 25,0__210°C, 10,00K/min, N 280mL/min
Synchronzation enabled

e

B -4-TLN2, 4, 2440mg " Integral 219,99 mJ Onset 138,14°C
normalized -51,84 Jg*-1 Peak 139,17°C
B-4-TLN2, 4,4890mg Integral -233,87 mJ Onset 138,13°C
normalized -52,10 Jg*-1 Peak 139,01°C
A-1-TLN2, 4,3990mg Integral -223,74 mJ Onset 136,56°C
normalized -50,86 Jg"-1 Peak 138,51°C
5 : B
b A-1-TLN2, 4,2450mg Integral -206,83 mJ Onset 136,81°C
normalized -48.72 Jg'1 Peak 13849°C
n 40 0 0 70 0 «0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 1950 20 °C
OF 2 4 & 8 10 12 14 18 13 20 22 24 2 28 30 32 4 ¥ min

FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES STAR® SW 10.00 |




ANEXO 12 - Perfil termogravimétrico do fabricante A - 1 (Dessecador).
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Efavirenz A — 1 (Dessecador) - TGA@10

04.04.2014 19:07:09

Module TGAJS DTA 8851eLF1 100/440, 17.11.2010
Meth%% BL100uL Dyn25.300@10- N2 = SOmL
11 25,0..300°C, 10,00K/min, N SOmL/min
- & ynchronization enabled
: 19 Més — TEG N2, 10,0820mg Step  30,0522e-03%  LeftLimt 25,35°C Ample Hoidor- ANk 0P
3,0259e-03 mg Right Limit 150,20°C
' 1° Més — TFG N2, 9,8950mg Step 14,7085e-03 % Left Limt  25,27°C
e 1,4555e-03 mg Right Limit 150,35°C
3° Més — TFG N2, 9,9860mg Step  -581360e03%  LefiLimt  25,17°C
= -5,8055e-03 mg Right Limit 150,40°C
0 Mac _ Step -57,5638e-03 % Left Limt 25,17°C
3% Més — TFG N2, 9,9870mg 57489e-03mg  Right Limt 150,01°C
2 1
6° Més — TEFG N2. 9 6480mg Step -0,1194 % Left Limt 25,18°C
200 -11,5175e-03 mg Right Limit 150,05°C
% | 2 4
6° Més — TFG N2, 9,2680mg Step Left Limt  25,06°C
Right Limit 150,25°C
i 4 —_—
» 0 s0 o 70 = S8 10 M0 120 130 140 150 180 170 180 150 200 210 220 230 240 250 20 20 280 26 °C
L5 5 e s A 1 7K A o A 2 U A s s L U A A R M

FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES

STAR® SW 10.00




ANEXO 13 - Perfil termogravimétrico do fabricante A - 1 (Geladeira).
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Efavirenz A - 1 (Geladeira) - TGA@10

04.04.2014 19:23:58

!{1?%%I§9TGA!S DTA 8851eLF1 100/44C, 17.11.2010
gé%hg%: BL100uL Dyn25.300@10- N2 = 50mL
. 1,008
1125,0..300"C, 10,00IK/min, N SOmL/min
r 1 Svnchranizatinn enabled
1° Més — TFG N2. 10 4080mg Step -30,0217e-03 % Left Limit 25.23°C Sample Holder: Aluminium 100uL
PN -3,1247e-03 mg Right Limit 150,27°C
: 1°Més — TFG N2, 9,7710mg Step ~ 7476807e-06%  |eftilimt 2502°C
73,0559e-06 mg Right Limit 150,08°C
L 3
3°Més — TFG N2, 9,9530mg Step -0,1674 % LeftLimt  25,13°C
, : . -16,6663e-03 mg Right Limit 150,32°C
3°Més — TFG N2, 9,5910mg Step  -0,1311% LeftLimt 2514°C
-12,5690e-03 mg Right Limit 150,60°C
L 1
6° Més — TFG N2, 9,9800mg Step 0,175 % Left Limt  2544°C
-11,7220e-03 mg Right Limit 150,04°C
200 ) 1
u 6° Més — TFG N2, 9,8310mg Step Left Limit  25,29°C
Right Limit 150,15°C
-y 1 4
n 40 S0 &0 70 0 «0 100 1o 120 130 140 150 160 170 1350 150 200 210 20 230 240 25 260 270 280 230 *C
et L b s e s b b g s b bl b i b b o b b s b bt b b e
0 1 2 3 4 S 3 I 8 9 10 1 12 13 14 15 1€ 17 13 19 2 21 2 23 24 25 2 min

FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES

STAR® SW 10.00




ANEXO 14 - Perfil termogravimétrico do fabricante B - 4 (Dessecador).
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Efavirenz B — 4 (Dessecador) - TGA@10

04.04.2014 19:28:58

Muduke, TGA/S DTA 83515LF1 100/440, 17.1°.2010
gtet?%% BL100uL Dvn25.300@10- N2 = 50mL
[11 250..300°C. "10.00K/min, N SomL/min
x 4 Synchronization cnablcd
g 1° Més — TEG N2. 10_2250mg Step 44 5023e-03 % Left Limt 2527°C Sample Holder: Aluminium 100pL
‘ 4,5504e-03 mg Right Limit 150,04=C
5o L]
i 1°Més — TFG N2, 9,8020mg Step 53,5812e-03 % LeftLimt  25,09°C
) 5,2520e-03 mg Right Limit 150,28°C
13 i
' 3°Més — TFG N2, 9,9410mg Step -18,2648e-03 % Left Limt  25,22°C
) -1,8157e-03 mg Right Limit 150,12°C
. 3° Més — TFG N2, 9,7520mg Step -20,8359e-03 % Left Limt  25.26°C
-2,0319e-03 mg Right Limit 150,21°C
6° Més — TFG N2, 10,3690mg Step Left Limt  25,17°C
20|, . Right Limit 150,24°C
- 6° Més — TFG N2, 10,0370mg o e St
Right Limit 150,22°C
‘¢ Y o =
0 40 0 0 70 g « 100 10 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 230 24 250 260 7 280 230 °C
At L b e b b et bt b b s b e b e e b s e e b b Lo b b e e s bl b b Lt
0 1 2 3 4 5 e 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 1 17 13 19 20 21 2 24 25 2 min
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ANEXO 15 - Perfil termogravimétrico do fabricante B - 4 (Geladeira).
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Efavirenz B - 4 (Geladeira) - TGA@10

04.04.2014 19:44:30
Module: TGAJS DA 8E51eLF1 100/240, 17.11.2010
gletn%% EL100UL DYn25.300¢L10- N2 = SomL
1125.0..300°C, 10,00K/min, N SOmL/min
o 1 y1cnronlzanon enabled
: 1° Més — TEG N2. 9.9690mg Step 7,1716e-03 % Left Limit 25.04°C Sample Holder: Aluminium 100pL
714,9389¢-06 mg Right Limit 150,07°C
L 3
' 1°Més — TFG N2, 10,0230mg Step -11,18472-03 % LeftLimt  25,05°C
-1,1210e-03 mg Right Limit 150,44°C
3°Més — TFG N2, 9,7220mg Step -40,6189e-03 % Left Limt  25,24°C
-3,9490e-03 mg Right Limit 150,12°C
y B 4
3°Més — TFG N2, 10,0030mg Step -36,4509e-03 % LeftLimt 2511°C
-3,6472e-03 mg Right Limit 150,25°C
6° Més — TFG N2, 9,.8870mg Step Left Limit
200 Right Limit
% |x — — - 4 .
6° Més — TFG N2, 10,2690mg Step Left Limit
Right Limit 15 CL,._ C
£ 40 0 0 70 0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 13 190 20 210 0 0 40 250 %0 270 20 20 *C
. I 2 e e e e o e o e e e e e e e e e
0 1 2 3 4 5 € 7 g 9 10 1 12 13 14 15 16 17 13 13 20 21 2 23 24 25 2 min
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ANEXO 16 - Perfil termogravimétrico do fabricante C - 7 (Dessecador).
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Efavirenz C - 7 (Dessecador) - TGA@10

y|.1_lc>_%15n_e4:9TGA/s DTA 8851eLF1 100/440, 17.11.2010
Method: DL1004L Dyn25.200@10- N2 - S0mL
dt: 1 00s
1123,0..200°C 10,00K/min, N S0mL'min
n i vnchronization enabled
: 12 Més Step 29,4647e-03 % Left Limt 25.21°C Sampie Hoiger: Aluminium 100uL
2.8575e-03 mg Right Limit 150,27°C
A i
; 1° Més Step 38,5895¢-03 % Left Limt  25,14°C
% 3,9689¢-03 mg Right Limit 150,31°C
1
| 20 Més Step -8,0566e-03 % Left Limt  25,38°C
& . -832,9760e-06 mg Right Limit 150,10°C
' 3° Més Step  -36,9263e-03 % LeftLimt  25,48°C
-3,6118e-03 mg Right Limit 150,75°C
6° Més Step Left Limit
200 Right Limit
%|* T
6° Més >lep Left Limit
Right Limit
8 T —
L 1 e
n - ® 100 110 120 130 140 150 1€0 170 180 150 210 220 230 240 250 260 e 280 250 °C
0 1 e 7 3 9 10 1 12 13 14 15 1€ 17 15 13 2 21 2 3 24 25 3 min
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ANEXO 17 - Perfil termogravimétrico do fabricante C - 7 (Geladeira).
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IGA/S UDIA o8b1elk1 T00/440.1/.11.2L
Mcthod BL1001L Dyn25.200@10- N2 = S0mL

[51125 o 30000 10, OtKlmm N SOmL/min
ynchranization enatled

Sample Holder: Aluminium 100pL

260 e 280 20 °C

21 2 3 24 25 2% min

Efavirenz C - 7 (Geladeira) - TGA@10
MOOUIE'
L i
1° Més - Step  -48,7595e-03 % LeftLimt 2501°C
-4,9866e-03 mg Right Limit 150,23°C
1° Més - Step -38,0478e-03 % LeftLimt 25,24°C
) -3,7899e-03 mg Right Limit 150,28°C
q 20 Més - Step -44 9524e-03 % LeftLimt 2525°C
_ -4,6247e-03 mg Right Limit 150,23°C
30 Més - Step -54,0619e-03 % Left Limt  25.26°C
, -5,6560e-03 mg Right Limit 150,12°C
6° Més Step LeftLimt  25,01°C
Right Limit 150,04°C
200 [F 4
% 6° Més Step Left Limt  25,16°C
Right Limit 150,38°C
L 1
0 40 S0 &0 70 ] 90 10 10 120 130 140 150 160 170 150 150 200 210 0 230
R A R L S A S N R A e A R
0 1 2 3 4 5 3 7 3 9 10 1 12 13 14 15 1€ 17 13 15 20
FIOCRUZ:FAR:CTM:CDT: LEES

STAR® SW 10.00




ANEXO 18 - Espectros no UV de todas as amostras analisadas.

205 205 205
1,0 4 1,0 1,0 4
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0.2+ 0.2+ 0.2+
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ANEXO 19 - Espectro de absorcéo no IV das amostras do fabricante A.

PerkinElmer Spectrum Version 10.03.09
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ANEXO 20 - Espectro de absorcéo no IV das amostras do fabricante B.
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ANEXO 21 - Espectro de absorgcéao no 1V das amostras do fabricante C.
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