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RESUMO

GAVILANO FAJARDO, F. A. Aplicacao da eletroforese capilar - espectrometria de
massas para identificacao dos produtos de degradacao do aripiprazol em
medicamentos. 2022. 125 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Diretrizes internacionais e nacionais como a FDA (Food and Drug Administration), ICH
(International Council for Harmonisation) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) estabelecem a exigéncia de testes de estabilidade para entender melhor a
qualidade de um medicamento. O estudo de estabilidade deve ser realizado usando
métodos indicativos de estabilidade que possam qualificar e quantificar os insumos
farmacéuticos do medicamento, bem como as impurezas e produtos de degradacao
nele contidos. O aripiprazol é um antipsicético atipico de segunda geragéao aprovado
para o tratamento de esquizofrenia, transtorno bipolar, depressao e transtornos do
espectro do autismo. Os métodos oficiais descritos nas farmacopeias para avaliar o
aripiprazol e suas impurezas utilizam a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
como técnica principal. Nesta pesquisa, objetivou-se desenvolver um método
indicativo de estabilidade por eletroforese capilar de zona (CZE) para o aripiprazol na
forma farmacéutica de comprimidos, e identificacdo dos produtos de degradacao por
espectrometria de massas. O estudo de degradacao forcada e a optimizacdo do
método desenvolvido por CZE foram realizados utilizando o conceito de delineamento
de experimentos (DoE). A separacéo do aripiprazol de seus produtos de degradacao
foi conseguida usando uma coluna capilar de silica fundida (30,2 cm x 75 um ID),
eletrolito de formiato de aménio 6 mmol/L (pH 3) com 5% de metanol sob um potencial
de 15 kV e deteccao em 214 nm. A capacidade indicativa de estabilidade do método
foi investigada pela analise do aripiprazol ap6s ser submetido a condicdes de estresse
acido, alcalino, térmico, fotolitico e oxidativo, de acordo com as diretrizes ICH. A
oxidagdo foi a principal via de degradacao entre as condi¢des de estresse avaliadas.
O aripiprazol foi separado dos seus produtos de degradacao oxidativa em tempo de
corrida abaixo de 5 minutos. O método por CZE mostrou ser linear na faixa de 60 -
140 pyg/mL, R? = 0,9980, precisio calculada como desvio padréo relativo (DPR) menor
que 2% e exatidao calculada como recuperagcao média de 100,93 £ 0,77%. Os
resultados obtidos demonstram que o método por HPLC-RP em modo gradiente,
separou o aripiprazol e seus produtos de degradacdo em um tempo de corrida de 30
minutos. Quatro produtos de degradacao foram detectados pelo método LC-MS e o
principal produto de degradacao oxidativo foi identificado. O aripiprazol mostrou-se
suscetivel a oxidacdo no grupo piperazina, gerando principalmente o composto
aripiprazol-1-N-éxido.

Palavras chave: Aripiprazol, eletroforese capilar, degradacgao forcada, espectrometria
de massas.



ABSTRACT

GAVILANO FAJARDO, F. A. Application of capillary electrophoresis - mass
spectrometry to identify aripiprazole degradation products in drugs. 2022. 125 p.
Dissertation (Master) — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo,
Sao Paulo, 2022.

International and national guidelines such as the FDA (Food and Drug Administration),
ICH (International Council for Harmonization) and ANVISA (National Health
Surveillance Agency) establish the requirement for stability tests to better understand
quality of a medicine. The stability study must be carried out using stability indicating
methods that can qualify and quantify the pharmaceutical ingredients of the drug, as
well as the impurities and degradation products contained therein. Aripiprazole is a
second-generation atypic antipsychotic drug approved for the treatment of
schizophrenia, bipolar disorder, depression, and autism spectrum disorders. The
official method described in the pharmacopoeias to evaluate aripiprazole and its
impurities is high performance liquid chromatography (HPLC) as the main technique.
In this research, the objective was to develop an indicative method of stability by
capillary zone electrophoresis (CZE) for aripiprazole in the pharmaceutical form of
tablets, and identification of degradation products by mass spectrometry. The forced
degradation study and the optimization of the method developed by CZE were carried
out using the concept of design of experiments (DoE). The separation of aripiprazole
from its degradation products was achieved using a fused silica capillary column (30,2
cm x 75 ym ID), 6 mmol/L ammonium formate electrolyte (pH 3) with 5% methanol
under a potential of 15 kV and detection at 214 nm. The indicative stability of the
method was investigated by analyzing aripiprazole after being subjected to acid, alkali,
thermal, photolytic and oxidative stress conditions, according to the ICH guidelines.
Oxidation was the main degradation pathway among the stress conditions evaluated.
Aripiprazole was separated from its oxidative degradation products at run times below
5 minutes. The CZE method proved to be linear in the range of 60 - 140 pg/mL, R? =
0,9980, precision calculated as a relative standard deviation (DPR) of less than 2%
and accuracy calculated as a mean recovery of 100,93 + 0,77%. The results obtained
demonstrate that the HPLC-RP method in gradient mode separated aripiprazole and
its degradation products in a run time of 30 minutes. Four degradation products were
detected by the LC-MS method and the main oxidative degradation product was
identified. Aripiprazole was shown to be susceptible to oxidation in the piperazine
group, generating mainly the compound aripiprazole-1-N-oxide.

Keywords: Aripiprazole, capillary electrophoresis, forced degradation, mass
spectrometry
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1. INTRODUCAO



A esquizofrenia € um transtorno mental grave que afeta mais de 21 milhées de
pessoas em todo o mundo. Embora esta doenca seja um disturbio tratavel, uma em
cada duas pessoas que vivem com esquizofrenia nao recebe cuidados para a
condigdo (WHO (1), 2018). A esquizofrenia € caracterizada por uma distor¢cdo de
pensamento, percepgdes, emogodes, linguagem, autoconsciéncia e comportamento.
Algumas das experiéncias mais frequentes sao alucinagdes (ouvir vozes ou ver coisas
inexistentes) e delirios (crencas erréneas e persistentes) (WHO (2), 2018). Estima-se
que a prevaléncia internacional de esquizofrenia é de 0,33% a 0,75% (MORENO-
KUSTNER; MARTIN; PASTOR, 2018), e que 4,9% das pessoas com esquizofrenia
morrem por suicidio (PALMER; PANKRATZ; BOSTWICK, 2005).

Por ser uma condicdo cronica, a esquizofrenia demanda tratamento
medicamentoso prolongado e este se da, principalmente, pela utilizagdo de
antipsicéticos (GILLESPIE et al., 2017). O manejo farmacolégico mudou na ultima
década para esse transtorno mental, em parte devido a aceitagdo de uma nova classe
de medicamentos, geralmente denominados antipsicéticos atipicos ou de segunda
geracao. Esses medicamentos tém uma menor incidéncia de efeitos colaterais do que
os antipsicéticos mais antigos, e seu uso provavelmente se tornou de primeira linha
(OWEN; SAWA; MORTENSEN, 2016).

O aripiprazol (ARP) é um antipsicético de segunda geracgéo (atipico) aprovado
para o tratamento de esquizofrenia, transtorno bipolar, depressao e transtornos do
espectro do autismo (FDA, 2015). O ARP combina atividade agonista parcial nos
receptores dopamina-2 (D2), dopamina-3 (D3) e serotonina-1A (5-HT1A) com
atividade antagonista nos receptores serotonina-2A (5-HT2A) e D2 (NABER;
LAMBERT, 2004).

A seguranca de um farmaco € determinada pelo seu perfil farmacolégico-
toxicoldgico, bem como pelos efeitos adversos causados pelas impurezas tanto em
matérias-primas como formas farmacéuticas (ICH, 2006; KATNY; FRANKOWSKI,
2017). Assim, as atividades analiticas relativas ha impurezas nos ativos farmacéuticos
e medicamentos estdo entre as questdes mais importantes na analise farmacéutica

moderna. Portanto, é indispensavel que os produtos destinados ao consumo humano,



principalmente os medicamentos, devem ser caracterizados o0 mais completamente
possivel. (NAGESWARA RAO; NAGARAJU, 2003).

Devido a isso, para que medicamentos contendo aripiprazol cumpram sua
funcéo, deve-se garantir sua estabilidade em funcdo de ndo perder poténcia € ndo
exceder limites de impurezas, fatos estes que podem-lhe conferir um aumento de
toxicidade. As impurezas podem ser classificadas em: impurezas inorgéanicas,
solventes residuais e impurezas organicas (ICH, 2006). Entre os tipos de impurezas
organicas, os produtos de degradacao merecem especial atencao devido ao fato de
apresentam limites especificos estabelecidos pelas agéncias regulamentares como a
International Conference on Harmonization (ICH) (Q3B R2) e RDC n° 58 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ICH, 2006; BRASIL (2), 2015).

Com o objetivo de monitorar a presenca de impurezas, é necessario
desenvolver métodos quantitativos indicadores de estabilidade. Esses métodos
atendem as diretrizes do ICH e Food and Drug Administration (FDA). (ICH, 2003; FDA,
2015). Para avaliar as condi¢cées de um determinado farmaco durante o periodo de
estudo, € necessario que estes métodos sejam totalmente validados (ICH, 2003). O
FDA define um método indicativo de estabilidade como um procedimento analitico,
preciso e exato, capaz de determinar seus constituintes ativos e seus produtos de
degradacao (ICH, 20083).

Para determinar a estabilidade de uma molécula, realizam-se degradacoes
forcadas ou testes de estresse, processos que envolvem a degradacdao de
substancias ativas e medicamentos em condicdes como aquecimento, umidade,
hidrélise acida, hidrélise basica, oxidacao, exposicao fotolitica e metais de transicao
(Brasil (1), 2015). Uma abordagem recente no campo da degradacao forcada de
farmacos e medicamentos é avaliar a interdependéncia de parametros de degradacao
forcada aplicando o conceito de planejamento de experimento (Design of Experiment,
DoE) (ICH, 2009). O planejamento de experimento, também € uma ferramenta
estabelecida para desenvolver e otimizar métodos indicativos de estabilidade e
métodos de perfis de impurezas envolvendo a separacdao de muitos componentes
(PERAMAN; BHADRAYA; PADMANABHA REDDY, 2015).



Na industria farmacéutica, existe a necessidade de desenvolver métodos
analiticos rapidos e simples que permitam avaliar o perfil de impurezas e produtos de
degradacao. A cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC-RP) é
extensivamente aplicada e altamente recomendada pela ANVISA para o
acompanhamento de estudos de estabilidade de medicamentos (Brasil (1), 2015). Nos
ultimos anos, varios estudos tém surgido sobre o uso da eletroforese capilar (CE) para
a determinacdo de produtos de degradagcdo e impurezas de farmacos, devido ao
advento de sistemas de eletroforese capilar altamente automatizados e sensiveis
(KLAMPFL, 2006). A CE é uma técnica rapida e de utilizacdo de pequenos volumes
de amostra e solventes organicos, diminuindo desta forma seu impacto ambiental

através da reducao de geracao de residuos organicos (ROCHET, 2006).

A utilizacdo de técnicas hifenadas como CE-MS, permite a identificacdo e
elucidacao estrutural de produtos de degradacdo de forma rapida e inequivoca
(ROCHET, 2006). O uso de espectrometria de massas, um modo de deteccao mais
universal, complementa ou substitui favoravelmente a detec¢do UV, fornecendo
algumas informagbes estruturais e de massa molar (m/z). Além disso, o CE-MS é
extremamente seletivo e permite discriminar entre as moléculas coeluentes de
diferentes massas nominais extraindo m/z particular dos eletroferogramas de ions
totais (VON BROCKE; NICHOLSON; BAYER, 2001).

O presente trabalho propde desenvolver um método indicativo de estabilidade
por CE e identificacdo dos produtos de degradacao do farmaco e comprimidos de
aripiprazol por espectrometria de massas, aplicando-se o conceito de planejamento
de experimento no estudo de degradacdo forcada e na otimizacdo do método
analitico. Como resultado disso, procura-se demonstrar as vantagens e aplicabilidade
da eletroforese capilar como técnica analitica rapida, versatil e confidvel em anélises

de rotina em laboratérios em geral e na industria farmacéutica.



2. OBJETIVOS



2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo aplicar um método por eletroforese

capilar e espectrometria de massas, para identificar os produtos de degradacédo do

aripiprazol em medicamentos.

2.2 Objetivos especificos

Realizar o estudo de degradacdo forcada do insumo farmacéutico ativo,
placebo (IFA) e comprimidos de aripiprazol aplicando DoE, seguindo as
diretrizes da ANVISA;

Desenvolver um método indicativo de estabilidade para determinar aripiprazol
em comprimidos por eletroforese capilar seguindo as diretrizes da ICH, USP e
ANVISA;

Adequar um método por HPLC para avaliar o aripiprazol e seus produtos de
degradacao;

Otimizar o método analitico desenvolvido aplicando DoE;

Validar o método indicativo de estabilidade por eletroforese capilar seguindo as
diretrizes da ICH, USP e ANVISA;

Identificar e realizar a elucidacdo estrutural dos possiveis produtos de
degradacao do aripiprazol por espectrofotometria de massas.



3. REVISAO DA LITERATURA



3.1 Aripiprazol

O aripiprazol (ARP) é um IFA desenvolvido pela companhia Otsuka
Pharmaceutical e comercializado pela Bristol Meyers-Squibb sob a marca Abilify®
(OTSUKA, 2018). O ARP foi aprovado pelo FDA para esquizofrenia em 15 de
novembro de 2002, como uma formulagéao de comprimido oral na faixa de dose de 2
a 30 mg. Atualmente o ARP apresenta-se nas formas farmacéuticas de comprimido
oral, comprimidos de desintegragao oral, solucéo oral, e solucdo aquosa para injecao
intramuscular (CASEY; CANAL, 2017). Esse farmaco é um antipsicético de segunda
geracao e seu mecanismo de agao caracteriza-se pela sua atividade agonista nos
receptores dopaminérgicos D2, D3 e serotoninérgicos 5-HT1A, bem como pela
atividade antagonista nos receptores serotoninérgicos 5-HT2A. O ARP tem um risco
significativamente menor de efeitos colaterais do movimento comparado com o0s
antipsicéticos de primeira geracdao, como o haloperidol (DE BARTOLOMEIS;
TOMASETTI; IASEVOLI, 2015; RIBEIRO et al., 2018).

Na atualidade, o ARP esta aprovado para as seguintes indicacoes: 1)
esquizofrenia, 2) transtorno bipolar | (episédios maniacos e mistos), 3) transtorno
depressivo maior em adultos, como terapia adjuvante, 4) irritabilidade associada ao
transtorno do espectro do autismo em pacientes pediatricos, e 5) tiques vocais e
motores associados a sindrome de Tourette em pacientes pediatricos. Além disso, a
formulacao intramuscular é aprovada para tratar a agitacao associada a esquizofrenia
ou a mania bipolar em adultos. Geralmente, para as criangas sao iniciadas dose de
aripiprazol de 2 mg/dia, e pode ser utilizada até 10 mg/dia, dependendo do disturbio e
gravidade. Os adultos, por outro lado, geralmente comegam com 10 mg/dia e pode
ser prescrito até o maximo de 30 mg/dia dependendo da sua resposta (DI SCIASCIO;
RIVA, 2015; OTSUKA, 2018).

O aripiprazol, 7-[4-[4-(2,3-Dichlorophenyl)-1-piperazinyl]butoxy]-3,4-
dihydrocarbostyril (Figura 1) € um composto derivado de piperazina e quinolona de
massa molar 448,39 g/mol (C2sH27CI2N3O2). O ARP € um composto pertencente a
Classe IV do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), ou seja, é um
composto de baixa solubilidade e permeabilidade. Apresenta-se como um pé cristalino

de cor branca ou quase branca, sendo facilmente solivel em diclorometano,
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moderadamente sollvel em tolueno, e insolivel em metanol e agua. Apresenta
coeficiente de particdo octanol/agua (Log P) de 4,9 e constantes de dissociacao de
7,46 e 13,51. Possui um unico doador de ligacao de hidrogénio e quatro aceitadores
de hidrogénio. Essas propriedades fisico-quimicas estao de acordo com a regra de
cinco de Lipinski e fornecem ao composto alta biodisponibilidade (87%, independente
de ingestao de alimentos), alta ligagao as proteinas plasmaticas (> 99%) e um perfil
metabolico aceitavel (CASEY; CANAL, 2017; UNITED, 2018; PUBCHEM, 2019;
CHEMICALIZE, 2019).

Figura 1 — Estrutura quimica do Aripiprazol

H
A0 N o)

Fonte: (UNITED States Pharmacopeia, USP 45)

3.2 Impurezas e produtos de degradacao

Seguranca e eficacia de produtos farmacéuticos sdo duas questdes principais
de importancia na terapia medicamentosa. A seguranca de um medicamento é
determinada pelo seu perfil farmacolégico-toxicolégico e depende ndao apenas das
propriedades toxicolégicas da substdncia, mas também das impurezas que ela
contém (KATNY; FRANKOWSKI, 2017). Segundo a ANVISA, a eficacia de um
medicamento € a capacidade de um medicamento de produzir os efeitos benéficos
pretendidos em um individuo de uma determinada populag¢édo, em condi¢des ideais de
uso (Brasil, 2009).

De acordo com o ICH (2006), as impurezas sao classificadas como solventes
residuais, impurezas inorganicas, impurezas organicas e outros materiais (Figura 2)
(ICH, 2006; MATVEEVA; KOVALEVA, 2016). Os solventes residuais sdo produtos
quimicos organicos volateis utilizados ou produzidos durante a fabricacdo de
substancia, ou excipientes empregados na sintese do principio ativo, ou na fabricacao



de medicamentos (ICH, 2006). O guia Q3C (R6) do ICH descreve os limites
toxicologicos desses solventes (ICH (1), 2016).

As impurezas inorganicas sédo derivadas do processo produtivo e normalmente
sdo conhecidas e identificadas como reagentes, ligantes, sais inorganicos, metais
pesados, catalisadores e filtros. Estes compostos s&o pouco encontrados nas
matérias-primas, contudo, em alguns casos, podem causar problemas sérios de
contaminacdao. Além disso, muitas reagdes sao promovidas por catalisadores
metélicos e, em conjunto com reagentes, podem reagir com os intermediarios ou
produtos finais e formar subprodutos (GOROG, 2003; ICH, 2006). O guia Q3D do ICH
estabelece as avaliagdes necessarias para o controle dessas impurezas (ICH, 2014).

Figura 2 — Classificagdo de impurezas segundo a ICH

IMPUREZAS
|
| | 1 |
ORGANICAS INORGANICAS SOLVENTES OUTROS
RESIDUAIS MATERIAIS
Materiais de Sais Liquidos Ajudas de
u partida o organicos e filtros
inorganicos
|
mpgrezas Catalisadores Carvao
L] relacionadas - -
a0 processo

|| Intermediarios

Ligantes

Produtos de
—1 degradacgao

Metais

- pesados

Fonte: Adaptado de (ICH, 2006).

As impurezas organicas incluem materiais de partida, intermediarios sintéticos,
subprodutos de sintese, e produtos de degradacdo. Materiais de partida e

intermediarios sintéticos abrangem aqueles compostos usados para sintetizar a forma
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final do principio ativo, e aqueles relacionados a etapa de purificagdo. As impurezas
presentes nos materiais de partida também contribuem para a contaminagdo do
produto final. A determinacao dos materiais de partida e intermediarios sintéticos pode
auxiliar na identificagdo das impurezas presentes no produto final e contribuir na

compreensao dos mecanismos de formacao destas impurezas (GAVIN et al., 2006).

Os subprodutos de sintese sao impurezas de sintese mais comuns em
matérias-primas. Esses tipos de impurezas podem ser formados a partir de uma
variedade de rea¢des secundarias como isomerizacao, dimerizacao, rearranjo, reacao
incompleta, e reagdes indesejadas entre os materiais de partida e catalisadores (QlU;
NORWOOD, 2007).

Os produtos de degradacédo, na area farmacéutica, sdo moléculas resultantes
de modificacbes quimicas causadas pela exposicdo do principio ativo ou
medicamento a fatores como hidrolise, oxidacéo, calor, luz e umidade. Esses produtos
também podem resultar da reagdo com a embalagem primaria e da interagdo do
principio ativo com os excipientes, como resultado de reacdo de incompatibilidade
(ICH (2), 2016; BRASIL, 2013).

Segundo a ANVISA, define-se os produtos de degradagdo como impurezas
resultantes de alteragdes quimicas, que surgem durante a fabricacdo ou
armazenamento do medicamento (BRASIL (2), 2015).

Com o objetivo de monitorar ou controlar a presenca de impurezas, tanto no
principio ativo como no medicamento, guias do ICH, FDA e ANVISA estabelecem

especificacoes de limite aceitaveis de impurezas conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Limites para impurezas de farmacos

Dose Limitede  y. . o o - o
Diaria Notificacdo?® Limite de identificacao® Limite de Qualificacao?®
Maxima'

, o 0,10% ou 1 mg ingerido 0,15% ou 1 mg ingerido
<2g/da 0,05% por dia (o que ?or r%enor) por dia (o que ?or r%enor)
> 2 g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

Notas:

' Quantidade de farmaco ingerido por dia

2 Limites de notificagdo maiores devem ser cientificamente justificados

8 Limites menores podem ser assumidos se a impureza for extremadamente tdxica
Fonte: (ICH, 2006)
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Considerando que os produtos de degradacdo sdao um tipo de impurezas
organicas, eles possuem especial importancia, porque atendem diretrizes especificas
de limites descritos no guia Q3B (R2) do ICH, assim como a RDC n° 53 da ANVISA.
Esses limites correspondem a limites de notificacao, quantificacdo e qualificacao dos
produtos de degradacéo, e devem ser avaliados durante o estudo de estabilidade do
medicamento (Tabela 2). Segundo a ANVISA, o limite de notificacao é aquele valor
acima do qual um produto de degradagdo devera ser relatado no estudo de
estabilidade do medicamento (BRASIL (2), 2015).

Define-se um produto de degradacao identificado, como aquele composto
estruturalmente caracterizado por uma ou mais técnicas espectroscépicas de
identificagdo aceitaveis, tais como infravermelho, ressonancia magnética nuclear ou
espectrometria de massas (ICH, 2006). O limite de qualificagéo é aquele valor acima
do qual um produto de degradacgao devera ser qualificado, isto é, de acordo com seu
poder de mutagenicidade e carcinogenicidade (BRASIL (2), 2015).

Tabela 2 - Limites de notificacao, identificacéo e qualificacao de produtos de degradacao
em medicamentos.

Limites de Notificacao

Dose Diaria Maxima' Limite?
<1g 0,1%
>1g¢g 0,05%
Limites de Identificacao
Dose Diaria Maxima' Limite?
<1mg 1,0% ou 5 ug ATD, o que for menor
1 mg-10 mg 0,5% ou 20 pug ATD, o que for menor
>10mg—-2g 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor
>2¢ 0,10%
Limites de Qualificacao
Dose Diaria Maxima' Limite?
<10 mg 1,0% ou 50 ug ATD, o que for menor
10 mg - 100 mg 0,5% ou 200 ug ATD, o que for menor
>100mg—-2¢g 0,2% ou 3 mg ATD, o que for menor
>2¢ 0,15%

Notas:

' Quantidade méaxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia

2 Limites dos produtos de degradagdo sdo expressos como a percentagem do insumo

farmacéutico ativo ou como a administragao total diaria (ATD) de um produto de degradacao.
Fonte: (BRASIL (2), 2015).
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3.3 Métodos indicativos de estabilidade

A eficacia e a seguranca dos medicamentos estdo intimamente relacionadas a
estabilidade, pois as impurezas podem comprometer o efeito farmacolégico e, em
alguns casos, pode levar a efeitos adversos. Portanto, o teor do IFA e impurezas deve
ser avaliado durante o tempo de armazenamento, para ndo exceder os limites de
seguranca (KOGAWA; SALGADO, 2016).

Neste contexto, torna-se necessario desenvolver métodos que sejam capazes
de quantificar inequivocamente o farmaco e todos os produtos de degradacao, na
presenca de excipientes e aditivos presentes na formulacdo. Estes métodos sao
essenciais para detectar impurezas conhecidas, ou aquelas que possam aparecer
durante a meia vida do produto. Tais métodos sao definidos como métodos indicativos
de estabilidade (MIE) (RAO; GOYAL, 2016).

De acordo com o FDA, os MIE sdo métodos analiticos quantitativos validados
que podem detectar as mudancas com o tempo nas propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas do principio ativo e medicamento, e que sado especificos para que o
conteudo do ingrediente ativo, produtos de degradacao e outros componentes de
interesse possam ser medidos com precisdao sem interferéncia (FDA, 2003). Esta
implicito na definicdo que os MIE devem ser métodos quantitativos, especificos e
reprodutiveis. A demonstracdo dessas caracteristicas, que tornam o método
adequado para o uso proposto, deve sempre ser documentada (MAGGIO;
VIGNADUZZO; KAUFMAN, 2013).

Os MIE sao necessarios para: 1) estudos de estabilidade, 2) informacodes de
estabilidade para envios regulamentares, como Investigational New Drugs (INDs) e
New Drug Applications (NDAs), 3) definir datas de expiragédo para principios ativos e
medicamentos. Os MIE também sdo necessarios para cumprir outros eventos
regulamentados, como liberacao de principios ativos e medicamentos, solugbes de
dosagem de toxicologia, avaliagdo de compatibilidade de excipiente, estudos de pré-
formulagdo e embalagem. Eles também s&o ferramentas poderosas para controle de
qualidade de rotina e para investigar resultados fora de especificacdo e fora de
tendéncia (PERSICH et al., 2018).
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Nao ha uma estratégia definida para o desenvolvimento dos MIE, contudo, trés
grandes etapas sdo reconhecidas atualmente. Estes incluem: (a) gerar amostras
adequadas para testar a seletividade do método, (b) escolher um método e otimizar
sua seletividade e sensibilidade, e finalmente, (c) validagcdo do método. (AUBRY;
TATTERSALL; RUAN, 2009; BLESSY et al., 2014). No entanto, Bakshi e Singh (2002)
consideraram que o desenvolvimento dos MIE com probabilidade de atender aos
requisitos regulatérios € um processo de sete passos que envolve: (a) estudo critico
da estrutura do farmaco para avaliar a provavel rota (s) de decomposicao, (b) coleta
de informagdes sobre propriedades fisico-quimicas, (c) conduzir estudos de estresse
(decomposicdo forgcada), d) Estudos preliminares de separagdo em amostras
estressadas, (e) desenvolvimento e otimizacdo do método final, f) Identificacao e
caracterizacao de produtos de degradacao, e preparacao de padrdes; e, g) validacao
dos MIE (BAKSHI; SINGH, 2002; DEOKATE; GORDE, 2014).

O método analitico de escolha deve ser sensivel o suficiente para detectar
impurezas em niveis baixos, e as respostas devem estar dentro da faixa de linearidade
do detector. Métodos espectroscopicos como UV ou fluorescéncia ndao parecem
capazes de ser indicativos de estabilidade, devido ao fato que normalmente nao
ocorre separacao real ou virtual do sinal do analito e, muitas vezes, ndo cumprem 0s
requisitos de especificidade, sensibilidade ou robustez. Contudo, os sistemas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detores UV e fluorescéncia sédo altamente
usados para o desenvolvimento dos MIE (MAGGIO; VIGNADUZZO; KAUFMAN,
2013).

Entre as técnicas utilizadas para o desenvolvimento dos MIE, podem-se citar a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia gasosa (CQG), eletroforese capilar (CE). Quanto aos produtos de
degradacao, se ndao podem ser isolados de forma pura, devem ser utilizadas técnicas
hifenadas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (HPLC-MS), a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com
ressonancia magnética nuclear (HPLC-RMN) ou cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS) (QUADRI et al., 2014; PERSICH et al., 2018). Os
métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC-RF) sao
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extensivamente aplicados e altamente recomendados pela ANVISA para o
acompanhamento de estudos de estabilidade de medicamentos (Brasil (1), 2015).

Regulamentos, diretrizes, conceitos e aplicacbes dos MIE tem sido discutidos
pelas principais agéncias regulatérias internacionais como FDA (FDA 21 CFR section
211), ICH (Q1A (R2), Q3B (R2) e Q6A), Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(Relatério Técnico 953), Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)
(CPMP/QWP/122/02,rev 1), assim como agéncias nacionais, como a ANVISA (RDC
n° 45 do ano 2012) e outros 6rgaos cientificos como as farmacopeias (USP capitulos
<2> e <1086>) (FDA, 2018; ICH, 2003; ICH (2), 2016; ICH, 1999; EMA, 2007; WHO,
2009; BRASIL, 2012; UNITED (2), 2018; HOLM; ELDER, 2016; MORAES DO
CARMO; PEREIRA; GRATIERI, 2018).

Nos ultimos anos, o FDA solicitou estritamente o balangco de massa nos
métodos para provar a especificidade e a capacidade de quantificar as impurezas de
degradacao. A falta do equilibrio de massa leva ha uma suspeita na capacidade do
método de quantificar exatamente todos os produtos de degradacao. O equilibrio de
massa é sempre desafiador para avaliar com precisdo. O desequilibrio de massa,
além de gerar respostas variadas do analito e dos produtos de degradacao, pode
acontecer devido a potencial perda de produtos de degradacéao volateis, formacao de
compostos ndao croméforos, e no caso da HPLC, formacao de eluentes precoces e
retencdo de compostos na coluna (SHARMA; MURUGESAN, 2017). Os niveis em
torno de 1 a 2% de balanco de massa normalmente ndo serdo questionados, no
entanto, valores mais altos atraem a atencado e perguntas, e portanto, precisam ser
explicados pelos laboratérios (ZHOU; PORTER; ZHANG, 2017). Como regra geral,
uma variabilidade padréo total de cerca de 5% para o balangco de massa pode ser
considerada nao-critica, dependendo do numero e nivel de impurezas obtidas. Em
niveis de 5% ou mais, a relevancia e a aplicabilidade da diretriz ICH M7 devem ser
consideradas para avaliacdo de mutagenicidade, que deve ser discutida caso a caso
e dependendo de sua probabilidade de formacgédo sob condigdes de armazenamento
a longo prazo. O guia Q1E do ICH (avaliagdo da estabilidade) descreve que a
adequacao do balanco de massa deve ser avaliada. Especialmente todos os fatores
que poderiam causar uma aparente falha no balanco de massa precisam ser
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considerados, incluindo o mecanismo (s) de degradacao dos principios ativos (ZHOU;
PORTER; ZHANG, 2017).

3.4 Degradacao forcada

Define-se como degradacéao forgada, ou teste de estresse, um processo que
envolve a degradacéo do IFA e medicamento em condigbes mais severas do que as
condicoes de estabilidade acelerada. Esse processo gera produtos de degradacao
que podem ser estudados para determinar a estabilidade da molécula e o produto
(BLESSY et al., 2014). O estudo da degradacéao forcada é uma ferramenta util para
prever a estabilidade relacionada a pureza, poténcia e seguranga de uma substancia
ou medicamento; em consequéncia, € importante conhecer o perfil e comportamento
das impurezas de uma substéncia sob varias condicbes de estresse (SHARMA;
MURUGESAN, 2017).

A degradacéao forcada é uma ferramenta Util porque podem ser atingidos os
seguintes objetivos: a) estabelecer vias de degradacao de IFAs e medicamentos, b)
distinguir produtos de degradacdo em formulagdes que estado relacionadas ao IFA
daquelas que estao relacionadas aos excipientes, c) elucidar a estrutura dos produtos
de degradacao, d) determinar a estabilidade intrinseca do IFA na formulagao, e)
revelar os mecanismos de degradacado do farmaco e medicamento, f) estabelecer a
natureza indicativa de estabilidade de um método desenvolvido, g) entender a quimica
do IFA, h) gerar formulagcées mais estaveis, i) gerar um perfil de degradacao que imite
0 que seria observado em um estudo de estabilidade formal sob condi¢gdes dos
organismos regulamentares, j) determinar as condi¢cdes corretas de armazenamento
e embalagem, k) resolver problemas relacionados a estabilidade (por exemplo,
balanco de massa), el I) facilitar melhorias no processo de fabricacdo e formulacdes
em paralelo com estudos farmacéuticos acelerados (DEOKATE; GORDE, 2014;
BLESSY et al., 2014; SHARMA; MURUGESAN, 2017).

As diretrizes do FDA e do ICH determinam a exigéncia de degradacao forcada,
para reconhecer como a qualidade de uma substancia e medicamento varia com o
tempo e com diferentes fatores ambientais. Essas diretrizes obrigam a realizac&do dos
estudos de degradacdo forcada sob uma variedade de condi¢cdes, contudo as
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condigdes experimentais adequadas para esses estudos (temperatura, duracdo e
extensdo da degradacéo, etc.) ndo sao especificadas em detalhe. A natureza do teste
de estresse depende da substancia individual do farmaco e do tipo de medicamento
envolvidos (SENGUPTA; CHATTERJEE; TEKADE, 2018). Algumas recomendacdes

sobre parametros comuns de degradacao forcada sdo mostradas na Figura 3.

Figura 3 — Recomendacgao sobre parametros comuns de degradacéo forgada a serem
incluidos no teste de estresse de IFA e medicamento.

CONDICOES DE
ESTRESSE

_I IFA I__| Medicamento I_

' SOLUCAO/ : . SOLUGAO/
SOLIDO SUSPENSAO SOLIDO SEMISOLIDO SUSPENSAO
Térmica Hidrolitica —I Térmica I —I Térmica I Térmica |
(acido ou
basico) —| Fotolitica I —I Fotolitica I Fotolitica I

Térmica com Oxidativa Térmica com L Térmica com
humidade | humidade humidade
—I Oxidativa I

FONTE: Adaptado de (SENGUPTA; CHATTERJEE; TEKADE, 2018)

A questao da extensao de degradacéao tem sido o tdpico de muitas discussoes
entre cientistas farmacéuticos. Degradacao de farmacos entre 5 e 20% foi aceito como
razoavel para validagdo de testes cromatograficos. Alguns cientistas farmacéuticos
determinam que 10% de degradacéo € suficiente para farmacos que possuem limites
de estabilidade aceitavel de 90%. O estresse excessivo dos farmacos podem levar a
formacao de produtos de degradacao secundarios, que nao poderiam ser vistos em
estudos de estabilidade formais, no entanto, baixos niveis de estresse nao geram
produtos de degradacao suficientes (ZIMMER, 2018).

Segundo a ANVISA, os estudos de degradacao forcada sao aqueles estudos

que permitem a geracao de produtos de degradacgao, através da exposicao do IFA e
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produto acabado sob condicbes de estresse como, por exemplo, luz, temperatura,
calor, umidade, hidrélise acida/basica, oxidacao e ions metalicos (BRASIL (2), 2015).

3.4.1 Hidrélise acida/béasica

Os estudos de hidrélise sdao geralmente realizados em acido e base. Nestas
reacdes quimicas o farmaco se decompde reagindo com agua. As solucdes 4cidas e
basicas sdo utilizadas para realizar a hidrélise a uma ampla gama de pH (por exemplo,
2 a 12). Os reagentes comumente utilizados para a hidrélise acida sao acido cloridrico
e acido sulfurico, e para a hidrolise basica, hidroxido de sodio ou hidréxido de potassio.
A concentracao de acido ou base depende da estabilidade molecular. Inicialmente, o
estudo de estresse deve ser realizado a temperatura ambiente, se a degradacao
desejada nao for alcangcada, entdo a combinacdo de condicbes de estresse (por
exemplo, temperatura) pode ser aplicada. As amostras de degradacao acida ou base
devem ser neutralizadas com a mesma concentracdo de base e &cido,
respectivamente, para evitar mais reacdo de degradacado. Cossolventes podem ser
utilizados se os compostos forem pouco sollveis em agua (TAMIZI; JOUYBAN, 2016;
BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2016).

3.4.2 Oxidacao

O pero6xido de hidrogénio é largamente utilizado para a oxidagdo de farmacos
em estudos de degradacao forcada, mas também podem ser utilizados outros agentes
oxidantes, tais como, ions metdlicos, oxigénio e iniciadores de radicais (por exemplo,
azobisisobutironitrilo, (AIBN). A selecdo de um agente oxidante, assim como, sua
concentragdo e condicdes dependem do farmaco. E relatado que submeter as
solugdes a 0,1 - 3% de peroxido de hidrogénio em pH neutro, e temperatura ambiente
por sete dias ou até um maximo de 20% de degradacao poderia gerar produtos de
degradacao relevantes. O estresse combinado (temperatura elevada) deve ser
evitado com peréxido de hidrogénio, porque quimicamente, no peréxido de hidrogénio
as ligagcbes O-O nao sao exatamente estaveis, e o composto se decompde a
temperatura elevada. O aquecimento de uma solucdo de peréxido de hidrogénio
quebra essas ligacdes ainda mais rapidamente, o que leva a hidrélise do farmaco em
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vez de oxidagdo. A degradacao oxidativa do farmaco envolve um mecanismo de
transferéncia de elétrons para formar anions e cations reativos, aminas, sulfetos e
fendis que sdo suscetiveis a oxidagao por transferéncia de elétrons para fornecer N-
oxidos, hidroxilamina, sulfonas e sulféxido. O grupo funcional com hidrogénio labil,
como o carbono benzilico, o carbono alilico e o carbono terciario ou as posi¢coes a em
relacao ao heteroatomo é suscetivel a oxidacao para formar hidroperéxidos, hidroxido
ou cetona (DEOKATE; GORDE, 2014; BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2016; ZHOU;
PORTER; ZHANG, 2017).

3.4.3 Fotolise

O teste de estabilidade fotoelétrica de substancias medicamentosas deve ser
avaliado para demonstrar que a exposicdo a luz nao resulta em alteracdes
inaceitaveis. Estudos de estabilidade fotoelétrica sao realizados para gerar
degradantes primarios da substancia farmacolégica por exposi¢cao a condi¢des UV ou
fluorescentes. Algumas condi¢cdes recomendadas para testes de fotoestabilidade séo
descritas nas diretrizes da ICH Q1B. As amostras da substancia e do medicamento
solido / liquido devem ser expostas a um minimo de 1,2 milhdes de luz horas e 200
W/m?2 de luz. O comprimento de onda mais comumente aceito da luz esta na faixa de
300 a 800 nm. Essas condi¢cdes de estresse podem induzir foto oxidacdo por
mecanismo de radicais livres. Grupos funcionais como carbonilas, nitro-aromaticos,
N-6xidos, alcenos, cloretos de arila, ligagdes fracas de C-H e O-H, sulfetos e polienos
provavelmente geram reacdes de fotossensibilidade (ICH, 1996; WELANKIWAR et al.,
2013; BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2016).

3.4.4 Termolise

A degradacao térmica, por exemplo, calor seco e calor umido, deve ser
realizada em condi¢cées mais extenuantes do que as condicées recomendadas nos
estudos de estabilidade aceleradas. Amostras de substancias medicamentosas no
estado solido e medicamentos devem ser expostas ao calor seco e Umido, enquanto
os medicamentos liquidos devem ser expostos ao calor seco. Os estudos podem ser
conduzidos em temperaturas mais altas por um periodo mais curto. A degradacao
térmica envolve diferentes reagdes como pirdlise, hidrolise, descarboxilagéao,
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isomerizacao, rearranjo e polimerizacao. O estudo de degradacao térmica é realizado
a 40-80 °C (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2016; ZHOU; PORTER; ZHANG, 2017).

3.4.5 Umidade

A umidade é um dos fatores chave no estabelecimento dos potenciais
degradantes no produto acabado e no IFA. Para o estabelecimento de amostras neste
tipo de degradacao, recomenda-se 90% de umidade durante uma semana (ICH, 2003;
BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2016).

3.4.6 ions metalicos

Este tipo de degradacao antes era um teste opcional, mas com a nova RDC 53
da ANVISA tornou-se mandatério para o estudo de degradacao forcada. Este teste
também é uma forma de degradacao por oxidacao, em que, a adicao de ions metalicos
em solugdes contendo o farmaco, é também uma ferramenta importante para verificar
a tendéncia do composto a oxidagéo. Sao testes realizados com solugbes de Fe3* ou
Cu?*, em concentragdes, geralmente de 0,05 mol L' (BRASIL (1), 2015; BAERTSCHI;
ALSANTE; REED, 2016).

3.5 Identificacao de produtos de degradacao

A identificacdo e caracterizacdo de produtos de degradacdo devem ser
realizadas com base nos resultados de estabilidade, de acordo com os requisitos da
ICH. As técnicas convencionais (por exemplo, HPLC) ou técnicas hifenadas (por
exemplo, LC-MS, LC-RMN, HPLC-RMN, CE-MS) podem ser utilizadas na
identificacdo e caracterizacdo dos produtos de degradacdo. Deve-se notar que a
caracterizacao estrutural de produtos de degradacao é necessaria para as impurezas
que sao formadas durante os estudos de estabilidade. O detector deve conter
recursos de dados 3D, como detectores de arranjo de diodos (DAD) ou
espectrometros de massas, para detectar a ndo homogeneidade espectral (GOROG,
2018). A limitacdo do DAD surge quando os espectros UV sao semelhantes para o
pico do analito e impureza ou pico de degradacao; além disso, quando o nivel de ruido
do sistema é elevado, ele pode mascarar as impurezas ou degradantes coeluentes.
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Compostos de massas moleculares e grupos funcionais semelhantes, tais como
diastereoisomeros, podem exibir espectros UV semelhantes. Nesses casos, devem
ser feitas tentativas para modificar os parametros de andlise para obter a separacao
necessaria. Deve-se selecionar o comprimento de onda étimo para detectar e
quantificar todas as impurezas e degradantes potenciais. Uma ferramenta valiosa no
desenvolvimento de métodos é a sobreposicao de sinais de separacao em diferentes
comprimentos de onda, para descobrir diferencas nos espectros dos picos
(BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2016).

3.6 Eletroforese capilar (CE) e eletroforese capilar acoplada a espectrometria
de massas (CE-MS)

3.6.1 Eletroforese Capilar (CE)

A técnica de eletroforese refere-se ao movimento de ions ou espécies
carregadas sob a influéncia de um campo elétrico. Basicamente, € uma técnica de
separacao baseada em forcas elétricas onde os analitos sdo separados com base em
sua mobilidade eletroforética diferente sob uma tensdo aplicada. A mobilidade
eletroforética depende da carga de analitos e da viscosidade do eletrélito de fundo
(BGE), o movimento dos analitos € diretamente proporcional ao potencial aplicado. A
eletroforese capilar é referida a eletroforese realizada em capilares. A CE é uma
técnica de alta velocidade, boa sensibilidade, baixo limite de deteccao e quantificacao
com preco experimental econémico (AHUJA, 2008).

A configuracdo do equipamento de eletroforese capilar consiste em injetor,
capilar, eletrodos, vasos do eletrdlito, fonte de alimentacao de alta voltagem, detector
e registrador. A amostra é carregada no capilar no final da inje¢éo. A corrente elétrica
¢é fornecida por uma fonte de alimentacao de alta voltagem. As zonas de migracao da
amostra sdo detectadas na extremidade de deteccdo do capilar por um detector
(OFLAHERTY; NUNNALLY, 2008).

A separacao dos compostos ocorre pela aplicacao de voltagem, de modo que
os cations migram para o polo negativo (catodo) e os anions migram para o polo
positivo (anodo). Esta mobilidade eletroforética das particulas é determinada pelo

tamanho e numero de cargas dos ions: na separacao, quanto menor o ion € maior a
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sua carga mais rapidamente sera a saida deste ion. A velocidade em que ocorre esta
separacao depende da diferenga de potencial (ddp) aplicada. Outro fator importante
na mobilidade dos ions é o pH das solugdes, a mobilidade pode ser influenciada pelo
valor do pKa, portanto quanto mais ionizada a particula maior sera sua mobilidade.
Particulas neutras nado sdo atraidas aos polos e seguem o fluxo eletrosmotico
(JIMIDAR, 2008). O fluxo eletrosmaético é a forga responsavel pelo transporte dos
solutos, independente da carga, ao longo do capilar e ocorre pela ionizagdo dos
grupos silandis presentes na silica no interior do capilar. O fluxo é gerado quando
cations presentes no eletrélito de corrida sao atraidos pelos grupos silanéis formando
uma camada fixa proxima a parede interna do capilar, uma segunda camada movel
de cations é formada migrando no sentido do catodo, na aplicagdo de um campo
elétrico, e deslocando o volume da solugéo contida no capilar (AHUJA, 2008).

Ao longo do tempo, diversas mudancas foram feitas na eletroforese capilar
levando a diferentes modos de eletroforese. Os tipos mais significativos sao
eletroforese capilar de zona (CZE) ou eletroforese capilar de solugéo livre (FSCE),
eletroforese capilar em gel (CGE), focalizacao isoelétrica capilar (CIEF), cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC), cromatografia eletrocinetica por microemulsao
(MEEKC), eletroforese capilar por afinidade (ACE) e eletrocromatografia capilar
(CEC). Esses modos de eletroforese capilar variam nos principios de funcionamento
e, consequentemente, podem ser usados para uma variedade de aplicagdes. Entre os
diferentes tipos de eletroforese capilar, a FSCE é a mais aceita por causa de sua

extensa gama de aplicagdes (JIMIDAR, 2008).

3.6.2 Eletroforese capilar acoplado a espectrometria de massas (CE-MS)

Dos métodos para avaliagdo de perfil de impureza de farmacos, a eletroforese
capilar acoplado a espectrometria de massa (CE-MS) é definitivamente o segundo
lugar atras de CLAE-MS (GOROG, 2018).

A CE-MS é uma poderosa técnica analitica que combina alta eficiéncia, curto
tempo de andlise, alta seletividade e versatilidade de separacdo da CE, com a
seletividade, sensibilidade e possibilidade de identificacao e elucidacao estrutural de
analitos desconhecidos desde o ponto de vista da deteccédo do MS. Estes beneficios
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predeterminam a CE-MS como ferramenta analitica de alto potencial para a separacao
enantiomérica de farmacos e seus metabolitos em varias matrizes e amostras (por
exemplo, materiais farmacéuticos a granel, produtos finais, urina, sangue, soro, etc.)
(CINDRIC; MATYSIK, 2015). O ponto critico da realizagdo da conexao CE-MS ¢é a
transferéncia dos ions separados do capilar de separacao para a fonte de ions do MS.
Ao usar a combinagao on-line do CE-MS, essa transferéncia é fornecida por uma
interface especial. A separagédo em si é realizada em um capilar de silica fundida em
eletrélitos predominantemente aquosos, enquanto a deteccao dos ions produzidos na
fonte de ions € realizada em um analisador de massa situado no MS sob alto vacuo
(SCHAPPLER; GONZALEZ-RUIZ; RUDAZ, 2016).

Para a realizacdo da técnica on-line CE-MS, apenas algumas técnicas de
ionizagao sao disponiveis e adequadas de utilizar. Essas fontes de ions pertencem as
técnicas de ionizagcdo por eletrospray (ESI), ionizacdo quimica por pressao
atmosférica (APCI), fotoionizacdo a pressao atmosférica (APPI), plasma
indutivamente acoplado (ICP), bombardeamento rapido de atomos (FAB) e ionizacao
e dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI). No caso do CE-MS, a fonte de ions
mais comumente usada € a ESI, que permite a transferéncia relativamente simples
dos ions na fase liquida do capilar de separacao para a fase gasosa na fonte de ions
MS. A conexdo de CE para MS realiza uma transferéncia direta dos analitos
separados da etapa CE para o detector MS. A aplicacao do CE-ESI-MS cobre mais
de 99% dos trabalhos atualmente publicados, e isso é similar quando o CE-ESI-MS é

usado para a analise de compostos quirais (VOETEN et al., 2018).

3.7 Metodologias disponiveis na literatura

Entre os principais compéndios farmacopeicos, apenas a USP-NF, a European
Pharmacopeia (Ph. Eur.) e a British Pharmacopeia (BP)apresentam monografias
relacionadas ao aripiprazol e medicamentos contendo este IFA. A edicdo atual da
Farmacopeia Brasileira (62 Edi¢ao, 2019, ultima atualizacao pela RDC n® 609 de 9 de
marco de 2022) nao apresenta monografias mencionando este IFA nem

medicamentos relacionados a ele.
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A Tabela 3 resume os compéndios farmacopéicos que possuem monografias para as
diferentes formas do IFA e os produtos farmacéuticos que o contém.

Tabela 3 — Monografias relacionadas ao aripiprazol e sua disponibilidade nas edi¢cbes atuais
dos principais compéndios farmacopéicos. (V) disponivel na edicdo atual; (-) ausente

Compendio farmacopéico

Principio ativo / Produto USP 45-NF 40 | BP 2022 | Ph. Eur. 10"
Aripiprazol \ \ \
Tabletas V - -
Tabletas de desintegracéo oral v - -

Fonte: Farmacopeias USP 45 - NF 40, BP 2022 e Ph. Eur. 10"

Nas monografias da matéria-prima mencionadas na Tabela 3, listam-se testes
necessarios para avaliar a qualidade do IFA. Estes testes incluem: identificacao,
aparéncia da solucdo, teor, impurezas (residuos de incineracdo e impurezas
organicas) e perda por secagem. Os parametros requeridos nas monografias da USP-
NF para os medicamentos contendo aripiprazol incluem testes para identificacdo do
IFA, utilizando espectrofotometria no infravermelho e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Outras determinagdes incluem teor, dissolugéo, uniformidade de

dose, impurezas organicas e desintegracao.

Os métodos descritos para determinacao de teor e impurezas organicas, na
matéria-prima e medicamento, sao feitos diante a técnica por HPLC com deteccao
UV. No caso da matéria-prima, os métodos da USP 45, BP 2022 e Ph. Eur. 10" sdo
semelhantes em quanto as condigdes cromatograficas e concentracées de amostras.
Além disso, utiliza-se 0 mesmo método para as duas determinacdes (teor e impurezas

organicas).

Na monografia Aripiprazole da Ph. Eur. 10" é mencionado a determinacao de
7 impurezas conhecidas (impurezas: A, B, C, D, E, F e G) (Figura 4), em quanto que
na monografia da USP 45, sdo mencionados 3 (impurezas: F, G e 4,4"-dimero de

aripiprazol).
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Figura 4 — Representacao das impurezas mencionadas na monografia Aripiprazole na
Ph.Eur.
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Fonte: European Pharmacopeia. Ph. Eur. 10th

A Figura 5 mostra o cromatograma de referéncia disponivel para a monografia de
Aripiprazole da Ph. Eur.

Figura 5 — Cromatograma de referéncia para o teste de impurezas da monografia de
Aripiprazole.
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Caso contrario, nos métodos descritos na USP 45 para determinagado de teor e
impurezas organicas no medicamento, sdo utilizados sistemas cromatograficos e
concentragdes de amostras diferentes. Nessa monografia sdo mencionadas as
mesmas impurezas da monografia para a matéria-prima. (impurezas: F, G e 4,4'-

dimero de aripiprazol) (Figura 6).

Figura 6 — Representacao das impurezas mencionadas na monografia Aripiprazole tablets
da USP.
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Fonte: United States Pharmacopeia, USP 45 - NF 40.

Estudos prévios utilizaram métodos para determinacdo do aripiprazol em
fluidos farmacéuticos e biol6gicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(NERKAR et al., 2009; PAI; DUBHASHI, 2010; KALAICHELVI; THANGABALAN; RAO,
2010; NARAYANA; CHANDRASEKHAR, 2012; MONDAL; RANI; ALEKHYA, 2013;
RMANDIC; MALENOVIC, 2020), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS) (KUBO et al.,, 2005; REDDY et al., 2010; PATEL et al., 2013;
KRISHNA; RAO; VENUGOPAL, 2017), espectrofotometria (KALAICHELVI et al.,
2009; JAIN et al.,, 2011; SANDEEP; INDURI; SUDHAKAR, 2013), métodos
voltamétricos (ASANGIL; TASDEMIR; KILIC, 2012; MERLI et al., 2013) e métodos de
eletroforese capilar (CE) (MUSENGA et al., 2008; HWANG et al., 2010; TSAI et al.,
2011). Para a determinagéo do aripiprazol e dehidroaripiprazol no plasma, Hwang et
al. (2010) desenvolveram um pré-tratamento da amostra por extracao liquido-liquido
(ELL) utilizando éter dietilico e posterior quantificacao por eletroforese capilar de zona

(CZE), com injecdo da amostra amplificada por campo na coluna (FASI-CZE). Os
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analitos foram determinados em 12 minutos. Por outro lado, no estudo de Tsai et al.
(2011), foi desenvolvido um método de CE para quantificacdo do aripiprazol e
dehidropiprazol em amostras de sangue de pacientes psiquiatricos usando 80 mmol
L-1 2-3% de dimetilsulféxido-fosfato como tampao em pH 3, e tempo de retencéo de
30 minutos. Em geral, esses métodos avaliam o aripiprazol e seus respectivos
metabdlitos médios em amostras bioldgicas, entretanto, ndo foram encontrados
métodos de EC que avaliem a estabilidade e os produtos de degradacgao do aripiprazol
em produtos farmacéuticos. Tendo em vista os fatores relatados, os objetivos da
pesquisa sado desenvolver, otimizar e validar um método CZE indicador de
estabilidade para determinacdo do aripiprazol em produtos farmacéuticos, e na
presenca de produtos de degradacao oxidativa do aripiprazol. Complementarmente,
para otimizacao dos métodos farmacéuticos sera aplicado o conceito de planejamento

de experimentos no estudo da degradacéao forgcada do aripiprazol.
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4. MATERIAIS E METODOS



4.1 Materiais

4.1.1 Substancias de referéncia

o Aripiprazol substancia quimica de referéncia com grau de pureza de
100,1%, fornecido gentilmente pela empresa APSEN Farmacéutica S.A.
(Sao Paulo, Brasil).

o Cloridrato de prometazina substancia quimica de referéncia com grau de
pureza de 97,0%. (Sigma Aldrich, Sado Paulo — Brasil)

41.2 Amostra

o Aristab® Comprimidos 10mg do fabricante Aché foi utilizado no
desenvolvimento da metodologia e como amostra nos estudos de
degradacao forcada. Esse medicamento foi adquirido como amostra

medica gentilmente doada em farméacia de manipulagao local.
4.1.3 Placebo

O placebo foi formulado com os mesmos excipientes utilizados na formulacéo
comercial utilizada na validagdao da metodologia. A formula empregada na preparacao
do placebo do Aristab® Comprimidos foi a seguinte: monohidrato de lactose, amido
de milho, celulose microcristalina, hidroxipropilcelulose, estearato de magnésio e
oxido de ferro vermelho).

4.1.4 Reagentes

o Acetato de amdnio (Synth);
o Acetonitrila grau HPLC (Merck);
o Acido acético glacial (J.T.Baker);
o Acido cloridrico P.A (Merck);
o Acido o-Fosférico P.A (Merck);
o Acido férmico (Merck);
o Agua ultra-puificada Milli-Q (Millipore Corporation, EUA)
o Formiato de aménio P.A (Synth);
o Hidréxido de sédio P.A (Synth);
o Metanol grau HPLC (Merck);
o Peroxido de hidrogénio 30% P.A (J.T.Baker);
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4.1.5 Equipamentos

(e}

Sistema de eletroforese capilar P/ACE MDQ (Beckman and Coulter
Instruments, Fullerton, CA, USA) equipado com detector UV-VIS, com
arranjo de diodos operado em conjunto com o software Karat® V.8.0
para aquisi¢ao e tratamento de dados.

Sistema de eletroforese capilar Agilent 7100 (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA, USA) equipado com detector UV-VIS com arranjo de
diodos operado em conjunto com o software OpenLab ChemStation®
para aquisi¢ao e tratamento de dados.

Cromatografo liquido de alta eficiéncia marca Thermo Scientific Dionex
UltiMate 3000 com bomba quartenaria, degaseificador online,
amostrador automatico, aquecedor/resfriador de coluna e detector tipo
UV e DAD (Diode-Array Dectector) conjunto com o software Chromeleon
para aquisi¢ao e tratamento de dados;

Sistema cromatografico LC-MS, marca Shimatzu (mdédulos: controladora
CBM-202, bombas LC-20AD, detector: SPD-20 A, autoinjetor SIL-20AC,
forno CTO-202), acoplado a espectrdmetro de massas do tipo UHR-ESI-
Q-TOF (Ultra High Resolution — 3G, Bruker Daltonics) com fonte de
ionizagao por ESI.

Céamara de fotoestabilidade Ethik 424CF

Chapa de aquecimento - IKA® C-MAG HS 7

Termdmetro

Banho-maria com circulagdo modelo Marconi

Balanca analitica Mettler Toledo®, modelo AB204;

pHmetro digital modelo PG1800

Banho ultra-sénico com aquecimento modelo 8002

4.1.6 Consumiveis e outros materiais

(e}

@)

@)

Micropipeta monocanal de 10 a 100 pyL — Eppendorf®;
Micropipeta monocanal de 100 a 1000 uL — Eppendorf®;
Micropipeta monocanal de 500 a 5.000 pL — Transferpette®;
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o Unidade filtrante Millex com membrana politetrafluoretileno (PTFE) com
13 mm de diametro e poro de 0,45 um marca (Millipore);

o Unidade filtrante Millex com membrana fluoreto de polivinilideno (PVDF)
com 13 mm de didmetro e poro de 0,45 um marca (Millipore);

o Membranas filtrantes HPDV 0,47 mm de diametro poro 0,45 um marca
Millipore;

o Colunas capilares de silica fundida (Polymicro Technologies, USA) com
diametro interno de 75 um

o Coluna cromatografica Eclipse XDB-C18 (150 x 4,6 mm) tamanho de

particula 5 um, Agilent Technologies.

4.2 Métodos

Os métodos envolvidos no decorrer do presente estudo sdo mostrados no fluxograma
da Figura 7.
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Figura 7 — Fluxograma utilizado no desenvolvimento deste estudo.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.2.1 Estudo teérico preliminar

4.2.1.1 Caracteristicas do farmaco e impurezas

Foi realizada o estudo das caracteristicas do aripiprazol e suas impurezas

conhecidas, para a delimitacéo das condicdes iniciais do desenvolvimento do método
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indicativo de estabilidade por CE, e posterior identificacdo dos possiveis produtos de

degradacao por CE-MS. O aripiprazol e suas impurezas conhecidas mencionadas nos

compéndios USP-NF e Ph.Eur. estdo descritas no Quadro 1 e representadas na

Figura 8.

Quadro 1 - Aripiprazol e impurezas mencionadas nos compéndios USP-NF e Ph.Eur.

Composto / Impureza / Composto Relacionado

USP

Ph. Eur.

Aripiprazol (M= 448,39 g/mol)

Impureza A (M= 163,18 g/mol

Impureza B (M= 231,12 g/mol

Impureza C (M= 413,95 g/mol

Composto relacionado G de aripiprazol

Impureza E (M= 446,37 g/mol

Composto relacionado F de aripiprazol

Impureza F (M= 464,39 g/mol

4,4 dimero de aripiprazol

( )
( )
( )
Impureza D (M= 413,95 g/mol)
( )
( )
( )

Impureza G (M= 920,31 g/mol

Fonte: Ph. Eur. 10" e USP 45 - NF 40

Figura 8 — Representacao do aripiprazol e impurezas mencionadas nos compéndios USP-NF

e Ph.Eur.
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4.2.1.2 Caracteristicas da formulacdo em estudo e preparo do placebo

Foi preparado o placebo do medicamento com o objetivo de determinar
possiveis interferéncias dos excipientes da formulagcéo. A preparacédo do placebo foi
baseada no medicamento Aristab® 10,00 mg/comprimido do laboratério Aché, que
segundo a bula descrita pela EMA apresenta os seguintes excipientes: lactose
monohidratada, amido, celulose microcristalina, hidroxipropil celulose, estearato de
magnésio e corante 6xido de ferro vermelho. Esse produto apresenta férmula
qualitativa similar do produto de referéncia Abilify® 10,00 mg/comprimido do
laboratério Bristol-Myers Squibb, conforme bula descrita pela EMA (European
Medicines Agency (EMA, 2018). A quantidade de cada excipiente foi calculada
levando-se em consideracao o percentual de concentracao descrito em manuais de
excipientes farmacéuticos (SHESKEY et al., 2020). A formula quali-quantitativa

utilizada se apresenta na Tabela 4.

Tabela 4 - Componentes qualitativos e quantitativos simulados da formulagao de referéncia
de aripiprazol 10,00 mg/comprimido.

Componente da formulacao Quantidade (mg)
Aripiprazol 10,00
Lactose monohidrado 50,00
Amido 15,00
Hidroxipropil celulose 1,30
Celulose microcristalina 22,68
Estearato de magnesio 1,00
Corante 6xido de ferro vermelho 0,02

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.2.2 Experimentos exploratorios
4.2.2.1 Desenvolvimento preliminar de metodologias

4.2.2.1.1 Eletroforese capilar de zona (CZE) e Cromatografia eletrocinética micelar
(MECK)

Foi preparada uma solucao estoque de padrao de aripiprazol na concentracao
de 1,0 mg/mL; para isso foram pesados analiticamente 25 mg do padrao de aripiprazol
e transferidos para um baldao volumétrico de 25 mL, adicionaram-se 20 mL de

acetonitrila, levou-se a ultrassom por 5 minutos. Apéds solubilizacdo total, o volume do
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baldo foi completado com o mesmo solvente. Esta solugdo foi armazenada sob
refrigeracao de 2 - 8°C. As solugdes de trabalho foram preparadas antes do uso,
misturando-se 1000 pL de solugédo padrao estoque de aripiprazol (1,0 mg/mL) com
posterior diluicdo com diluente em baldo volumétrico de 10 mL (100 ug/mL). A solucao
foi filtrada por meio de um filtro de membrana de PTFE de 0,45 um e injetada no
sistema eletroforético. No inicio de cada dia de analise, o capilar foi acondicionado por
meio da lavagem com NaOH (0,1 mol/L) por 30 minutos, seguido de agua ultrapura
por 20 minutos e, em seguida, com o eletrélito de corrida por 30 minutos. O capilar foi
lavado com NaOH (0,1 mol/L) por 1 min entre as corridas, seguido de agua ultrapura
por 1 minuto e, finalmente, com o eletrdlito por 2 min. Na troca de eletrélitos, o novo
eletrélito a ser testado foi acondicionado por 15 minutos. Para o método de
eletroforese capilar em zona, foram testados os eletrdlitos de acetato de aménio e
formiato de aménio na concentracao de 10 mmol/L e pH de 3,0. Para o método de
cromatografia eletrocinética micelar, foram testados os eletrélitos de tetraborato de
sodio 25 mmol/L e dodecil sulfato de s6dio 25 mmol/L, pH 9,5, e TRIS (tris-hidroximetil
aminometano) 25 mmol/L e dodecil sulfato de sddio 25 mmol/L, pH 9,5. As condi¢des
eletroforéticas iniciais estabelecidas foram: capilar de silica fundida comprimento total
de 30,2 cm x 75 ym d.i.; tensdo: +12kV; temperatura: 25 °C, inje¢cao hidrodinamica:
0,4 psi/5s; deteccao UV: 214nm.

4.2.2.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Foi preparada uma solucdo estoque de padrdao de aripiprazol na
concentracao de 1,0 mg/mL; para isso foram pesados analiticamente 25 mg do padréao
de aripiprazol e transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL, adicionaram-se 20
mL de acetonitrila, levou-se a ultrassom por 5 minutos. Apds solubilizacédo total, o
volume do baldo foi completado com o mesmo solvente. Esta solugéo foi filtrada
usando uma membrana PTFE de 0,45 um e armazenada sob refrigeracao de 2 - 8°C.
As solucdes de trabalho foram preparadas antes do uso, misturando-se 1000 uL de
solugcdo padrdao estoque de aripiprazol (1,0 mg/mL) com posterior diluicdo com
diluente em baldo volumétrico de 10 mL (100 pg/mL). A solugao foi filtrada por meio

de um filtro de membrana de PTFE de 0,45 um e injetada no sistema cromatografico.
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Foi avaliado o sistema cromatografico de fase reversa (HPLC — RP) em modo

isocratico, conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2 — Sistema cromatografico de fase reversa em modo isocratico avaliado para o
aripiprazol.

Método HPLC - RP; Isocratico

Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 x
Fase estacionaria 4,6mm x 5um)

Acido trifluoroacético 0,2% em agua :
Fase Mével Acetonitrila (55:45)
Fluxo 1 mL/min

Temperatura do forno de coluna | 30 °C
Detector UV-DAD
Comprimento de onda 214 nm

Cromatégrafo Modelo
Equipamento Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000

Fonte: (SRINIVAS et al., 2008).

4.2.2.2 Estudo preliminar de degradacao forcada
4.2.2.2.1 Preparo de solugdes

Solucéao estoque de aripiprazol

Foram pesados analiticamente 50 mg do padrdo de aripiprazol e transferidos
para um baldo volumétrico de 50 mL, adicionaram-se 30 mL de acetonitrila, levou-se
a ultrassom por 5 minutos (concentracao final: 1 mg/mL). Apéds total solubilizacéo, o
volume do baldo foi completado com o mesmo solvente. Esta solucdo foi filtrada
usando uma membrana PTFE de 0,45 pm e armazenada sob refrigeragdo de 2 — 8

C. Esta solucao foi diluida apropriadamente no momento da analise.
Solugéo padrao controle de aripiprazol

Foi transferido 1 mL da solucdo estoque de aripiprazol para um balédo
volumétrico de 10 mL, o volume do balédo foi completado com diluente. Esta solugéao
foi filtrada usando uma membrana PTFE de 0,45 um (concentracao final: 0,1 mg/mL)
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Com o objetivo de avaliar a miscibilidade dos solventes utilizados no preparo das

amostras para degradacao forzada, foram preparadas solu¢cées HCL 0,1, 0,5 e 1
mol/L; NaOH 0,1, 0,5 e 1 mol/L; H202 1%, 3% e 6%. A proporcado de miscibilidade
entre a solugcao estoque de aripiprazol e as solu¢oes degradantes foi de 1:1 (v/v)

a)

b)

d)

f)

Solugédo de acido cloridrico 0,1 mol/L: Adicionaram-se 4,2 mL de &cido
cloridrico 37% em balao volumétrico de 500 mL contendo 200 mL de agua.
Apos a solugéo atingir temperatura ambiente, completou-se o volume com

agua purificada.

Solugéo de &cido cloridrico 0,5 mol/L: Adicionaram-se 21,0 mL de &cido
cloridrico 37% em balao volumétrico de 500 mL contendo 200 mL de agua.
Apoés a solugéo atingir temperatura ambiente, completou-se o volume com

agua purificada.

Solucado de acido cloridrico 1,0 mol/L: Adicionaram-se 42,0 mL de &cido
cloridrico 37% em bal&o volumétrico de 500 mL contendo 200 mL de agua.
Apés a solucao atingir temperatura ambiente, completou-se o volume com

agua purificada.

Solucao de hidroxido de sédio 0,1 mol/L: 2 g de hidréxido de sodio foram
pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 500 mL e dissolvidos
com 200 mL de agua purificada. Apdés a solugdo atingir temperatura

ambiente, completou-se o volume com agua purificada.

Solucao de hidroxido de sddio 0,5 mol/L: 10 g de hidroxido de sédio foram
pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 500 mL e dissolvidos
com 200 mL de agua purificada. Apdés a solugdo atingir temperatura

ambiente, completou-se o volume com agua purificada

Solucao de hidroxido de sddio 1,0 mol/L: 20 g de hidréxido de sédio foram
pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 500 mL e dissolvidos
com 200 mL de agua purificada. Apdés a solugdo atingir temperatura
ambiente, completou-se o volume com agua purificada.
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g) Solucao de perédxido de hidrogénio 1%: Adicionaram-se 3,3 mL da solucéo
de peréxido de hidrogénio 30% em baldao volumétrico de 100 mL e
completou-se com 4gua purificada. Esta solucdo foi armazenada e
protegida da luz sob refrigeracéo de 2 — 8 °C.

h) Solugcado de peréxido de hidrogénio 3%: Adicionaram-se 10 mL da solucéo
de peréxido de hidrogénio 30% em baldo volumétrico de 100 mL e
completou-se com 4&gua purificada. Esta solucdo foi armazenada e
protegida da luz sob refrigeracéo de 2 — 8 °C.

i) Solucao de peréxido de hidrogénio 6%: Adicionaram-se 20 mL da solucao
de peréxido de hidrogénio 30% em baldao volumétrico de 100 mL e
completou-se com 4&gua purificada. Esta solucdo foi armazenada e
protegida da luz sob refrigeracéo de 2 — 8 °C.

Com o objetivo de atingir as concentracdes das condicoes de estresse, foram
preparadas solucdes degradantes no dobro da concentracdo uma vez que elas seréo
diluidas conforme modo de preparo descrito no Quadro 3.

1mL solugdo degradante (X mol/L ou Y%) + 1 mL solucdo estoque = 2 mL

amostra na condicao de estresse X/2 mol/L ou Y/2%

Foram preparadas solucdes degradantes de HCI 0,2 mol/L para a degradacao
por hidrélise acida; NaOH 0,2 mol/L para a degradacéao por hidrélise alcalina; e H202
6 % para a degradacao oxidativa.

a) Solugdo de acido cloridrico 0,2 mol/L: Adicionaram-se 8,4 mL de &cido
cloridrico 37% em balao volumétrico de 500 mL contendo 200 mL de agua. Apoés a

solucéo atingir temperatura ambiente, completou-se o volume com agua purificada.

b) Solucao de hidréxido de sédio 0,2 mol/L: 4 g de hidréxido de sédio foram

pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 500 mL e dissolvidos com 200
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mL de agua purificada. Apos a solucao atingir temperatura ambiente, completou-se o

volume com agua purificada.

c) Solucéo de peréxido de hidrogénio 6%: Adicionaram-se 20 mL da solucéo
de peréxido de hidrogénio 30% em balao volumétrico de 100 mL e completou-se com
agua purificada. Esta solugao foi armazenada e protegida da luz sob refrigeracao de
2-8°C.

Preparo de amostras degradadas

Para gerar as amostras a usarem no desenvolvimento do método, foram
realizados ensaios de degradacgao forcada nas seguintes condicdes: hidrolise acida e
basica, oxidacao, termolise e fotdlise. Nesta etapa, as analises foram feitas utilizando
0 padrdao de aripiprazol. Essas amostras foram preparadas conforme descrito no
Quadro 3. O preparo das amostras para andlise em HPLC e CE diferem no uso do

diluente final, conforme seguinte:

a) Preparo de amostras para analise em HPLC

O diluente utilizado corresponde a fase mével: acido trifluoroacético 0,2% em
agua e acetonitrila (55:45). Todas as amostras foram filtradas por membrana PTFE
de 0,45 um.

b) Preparo de amostras para analise em CE

O diluente utilizado corresponde a mistura: acetonitrila, metanol, tampao
formiato de amdénio 6mmol/L (35:15:50, v/v/v) ajustado a pH 3 com acido férmico.
Todas as amostras foram filtradas por membrana de PTFE de 0,45 um.

Com o objetivo de aprimorar a precisao do método e sistema, foi avaliado o uso
de um padrao interno. Foram testadas substancias como clozapina, carbamazepina,
risperidona e prometazina. Essas sustancias foram avaliadas em presenga do
aripiprazol e nas amostras onde foram encontradas presenca de produtos de
degradacao. Além disso, foi avaliado a adicdo de um modificador orgénico na
composi¢ao do eletrdlito, com a finalidade de melhorar a resolugdo do pico do
aripiprazol e os produtos de degradacao obtidos nessa etapa preliminar do estudo.
Para isso, foram preparados eletrélitos contendo metanol nas propor¢des de 5, 10, 20

e 40%.
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Quadro 3 - Descrigao dos procedimentos para preparo das amostras degradadas.

Condicao
de estresse

Modo de Preparo

Hidrélise acida
0,1 mol/L

Tomou-se 1,0 mL de solugéo estoque de aripiprazol em acetonitrila e transferiu-
se para balao volumétrico de 10mL. Acrescentou-se 1,0 mL de solugao de acido
cloridrico 0,2 mol/L. Os balbes foram levados para estufa a 60 °C por 1, 2, 3, 5, 8,
14 e 16 horas. Apos a degradagéo, as solugdes foram neutralizadas com hidréxido
de sédio 0,2 mol/L. Os baldes foram completados e homogeneizados com

diluente. Concentracgéo final: 0,1 mg/mL

Hidrélise basica
0,1 mol/L

Tomou-se 1,0 mL de solu¢do estoque de aripiprazol em acetonitrila e transferiu-
se para baldao volumétrico de 10 mL. Acrescentou-se 1,0 mL de solugdo de
hidroxido de sodio 0,2 mol/L. Os balées foram levados para estufa a 60 °C por 1,
2, 3,5, 8 14 e 16 horas. Ap6s a degradacao, as solugdes foram neutralizadas
com &cido cloridrico 0,2 mol/L. Os balées foram completados e homogeneizados

com diluente. Concentracao final: 0,1 mg/mL

Oxidagao 3%

Tomou-se 1,0 mL de solugao estoque de aripiprazol em acetonitrila e transferiu-
se para baldo volumétrico de 10 mL. Acrescentou-se 1,0 mL de solugéo de
perdxido de hidrogénio 6%. Os baldes foram levados para estufa a 60 °C por 1, 2,
3, 5, 8, 14 e 16 horas. Apdés degradacdo, os balées foram completados e

homogeneizados com diluente. Concentragao final: 0,1 mg/mL

Termblise

Transferiu-se aproximadamente 20 mg de padrédo de aripiprazol na forma soélida
para placa de Petri e foi exposta a aquecimento em estufa a 80°C e 105°C por 48
horas. Apds degradagao, pesou-se 5 mg de amostra e transferiu-se para baldes
volumétricos de 50mL. Adicionou-se 5 mL de acetonitrila e sonicou-se por 5
minutos. Os baldes foram completados e homogeneizados com diluente.

Concentragéo final: 0,1 mg/mL

Fotdlise

Adicionaram-se aproximadamente 20 mg de padréo de aripiprazol para placa de
Petri e foi exposta em camara de fotoestabilidade por 50 horas e 5 dias. Apos
degradacgao, pesou-se 5 mg de amostra e transferiu-se para balées volumétricos
de 50mL. Adicionaram-se 5 mL de acetonitrila e sonicou-se por 5 minutos. Os
baldes foram completados e homogeneizados com diluente. Concentracao final:

0,1 mg/mL

Padrao controle

Tomou-se 1,0 mL de solugéo estoque de aripiprazol em acetonitrila e transferiu-se
para baldao volumétrico de 10mL. Os balées foram completados e homogeneizados

com diluente. Concentragéo final: 0,1 mg/mL

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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4.2.3 Aprimoramento e otimizacao da metodologia desenvolvida por
eletroforese capilar em zona (CZE)

A solucédo onde ocorreu a degradacao foi usada para o aprimoramento do
método por CZE. As condi¢cdes de CZE para a separacdo de aripiprazol e seus
produtos de degradacéo foram investigadas variando a tensao aplicada (10 - 25 kV),
temperatura capilar (20 - 30°C), tempo de injecao hidrodindmica (3 - 6s), pH do
eletrélito (pH 2,2 — 3,5), concentragdes do eletrélito (5 — 25 mmol/L) e uso de

modificador organico (metanol) como componente do eletrdlito.

A otimizacdo da metodologia permitiu melhorar a resolucdo entre os picos
encontrados na degradacao forcada oxidativa e o pico do aripiprazol. Ensaios
analiticos preliminares foram realizados para identificar os fatores significativos que
afetam o desempenho do método por eletroforese capilar em solugéo livre. Foram
avaliados os fatores de pH do eletrélito, concentragéo do eletrélito e a presenca de
modificador organico (metanol) diante um delineamento de experimentos (DoE) do
tipo fatorial completo (2%). Os resultados obtidos dos experimentos preliminares foram
levados em consideracao para estabelecer os niveis (baixo e alto) de cada fator. As
condigdes otimizadas do método foram avaliadas usando a ferramenta de otimizagao
de resposta do software Minitab® V 18.

4.2.4 Aprimoramento da metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

O aprimoramento da metodologia por HPLC permitiu melhorar a resolucao
entre os picos encontrados na degradagéo forcada oxidativa e o pico do aripiprazol.
Para isso, a metodologia avaliada por cromatografica liquida de alta eficiéncia de
fase reversa (HPLC—FR) em modo isocratico na etapa de experimentos preliminares
foi adequada em modo gradiente. O critério de aceitacao foi estabelecer resolugao
maior de 1,5, garantindo uma separacao completa. As condi¢cdes cromatograficas
utilizadas em modo gradiente estao descritas no Quadro 4.
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Quadro 4 — Sistema cromatografico de fase reversa em modo gradiente avaliado para o

aripiprazol.
Método HPLC -RF; Gradiente
Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6mm x
Fase estacionaria 5um)

Gradiente de Solucao A y Solucao B:
Solugao A: Acido trifluoroacético 0,2% em

agua
Solucao B: Acetonitrila
Fase Movel Tempo | Solucdo | Solucédo
(min) A (%) B (%)
0 70 30
2 70 30
10 30 70
18 10 90
22 10 90
24 70 30
30 70 30
Fluxo 1 mL/min
Temperatura do forno de
coluna 30 °C
Detector UV-DAD
Comprimento de onda 214 nm

Cromatégrafo Modelo
Equipamento Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000

Fonte: Adaptado de (SRINIVAS et al., 2008).

4.2.5 Validacao da metodologia desenvolvida por eletroforese capilar em zona
(CZE)

4.2.5.1 Preparacao das solucoes estoque e solucoes de trabalho

A solugédo padrao estoque de aripiprazol foi preparada pesando-se 25 mg de
padrao aripiprazol em um baldo volumétrico de 25 mL, e dissolvendo-se o conteldo
em acetonitrila (concentracgéo final de 1000 pg/mL). A solugéo estoque de prometazina
(padrao interno) foi preparada dissolvendo-se 50 mg de padrdo de prometazina em
um balao volumétrico ambar de 25 mL com agua purificada (concentracao final de

2000 pg/mL). O diluente utilizado nas solugbes corresponde a uma mistura de
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acetonitrila, metanol e solugdo de formato de aménio (6 mmol/L) na proporcao
35:15:50, ajustado para pH 3 com &cido férmico.

Para preparar a solucao estoque de amostra, vinte comprimidos de Aristab® 10
mg foram pesados, e posteriormente pulverizados por meio da friccdo entre um
almofariz e pilao para obtencdo de um pé fino. Posteriormente, uma quantidade de p6
equivalente a 10 mg de aripiprazol foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL.
O conteudo foi diluido com 6 mL de diluente. A mistura foi entdo levada a ultrassom
por 10 min e em seguida diluida até o volume desejado com diluente para obtencao
de uma concentragao final de 1000 pg/mL de aripiprazol. As solugbes foram entéo
filtradas por meio de um filtro de membrana de PTFE de 0,45 um e armazenadas em
geladeira, onde se mostraram estaveis por um periodo de 60 dias, a uma temperatura
de 4°C. Antes do uso, tais solucbes eram deixadas em temperatura ambiente. As
solucdes de trabalho do padrao e amostra foram preparadas misturando-se 800 uL de
solucdo estoque do padrao interno (2000 pg/mL) e 1000 pyL de solugéo
padrao/amostra estoque de aripiprazol (1000 pg/mL) com posterior diluicdo com
diluente em baldo volumétrico de 10 mL. As concentragfes finais de aripiprazol e
prometazina (padrao interno) nas solucdes de trabalho foram 100 pg/mLe 160 pg/mL,

respectivamente.

4.2.5.2 Padronizacao do método
Na padronizagdo do método foram utilizados os seguintes parametros:
Coluna capilar: Silica fundida comprimento total de 30,2 x 75 pym d.i.

Eletrélito: formiato de aménio 6 mmol/L pH 3.0, ajustado com acido férmico e 5% de
metanol

Tenséo: +15kV
Deteccéao UV: 214 nm
Temperatura: 25° C

Injecé@o pressao: 0.4 psi/5 s
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4.2.5.3 Especificidade/Seletividade

A pureza do pico do aripiprazol foi avaliada com a ajuda de um detector de
arranjo de fotodiodos. A interferéncia potencial dos aditivos dos comprimidos foi
avaliada submetendo-se o placebo as mesmas condicoes de degradacdo das
amostras de aripiprazol. O placebo foi preparado de acordo com a férmula qualitativa
do Aristab® (monohidrato de lactose, amido de milho, celulose microcristalina,
hidroxipropilcelulose, estearato de magnésio e Oxido de ferro vermelho). A
quantidade de cada excipiente foi calculada levando-se em consideracdo o
percentual de concentracdo descrito em manuais de excipientes farmacéuticos
(SHESKEY et al., 2020). A especificidade do método proposto foi estabelecida pela
injecao do diluente, da solugcao matriz de placebo, da solugcdo padrdao e do produto
farmacéutico (Aristab®) no sistema eletroforetico. O estudo de degradacéo forgada é
essencial para o desenvolvimento de um método de indicagdo de estabilidade.
Portanto, a seletividade do método desenvolvido foi examinada submetendo o
padrdo de aripiprazol e as amostras de Aristab® (1000 ug/mL de aripiprazol) a
diferentes condi¢cdes de estresse. Os estudos de degradacdo forcada foram
realizados sob condicdes hidroliticas (acidas e alcalinas), oxidativas, fotoliticas e
térmicas conforme as recomendacdes ICH Q1A(R2) (ICH, 2003). As hidrélises
acidas e alcalinas foram realizadas em 0,1 mol/L de HCI e NaOH, respectivamente,
na concentracdo de 1,0 mg/mL de aripiprazol. As solu¢cdes permaneceram em
temperatura ambiente e sob protecdo da luz durante 7 dias. Posteriormente, as

solucdes foram neutralizadas.

A degradacéao oxidativa foi realizada em H202 3%, as amostras foram expostas em
temperatura ambiente por 7 dias e protegidas da luz. Amostras separadas de solu¢des
acidas, alcalinas e oxidativas, como mencionado acima, também foram expostas a 60
°C por 2 h.

A degradacao fotolitica foi realizada por exposicdo do farmaco no estado sélido
em um periodo entre 50 e 120 h em uma camara de fotoestabilidade. Um periodo de
50 h foi suficiente para atingir a dosagem de luz UVA necessaria (no minimo 200 Wh
/m?) conforme as diretrizes do ICH (European Medicines Agency, 1998).

A degradacao térmica foi realizada em estufa a 105 °C, por 2 e 7 dias.
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Apébs as degradacOes, uma aliquota da solugdo estoque de padrao interno foi
adicionada a todas as solucdes degradadas e, em seguida, diluida com diluente até a
concentracéao final de 100 pg/mL de ARP e 160 pg/mL do padréo interno.

4.2.5.4 Linearidade, limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Para determinar a linearidade do método CZE, trés curvas analiticas contendo
cinco concentragdes de solucdes padrao aripiprazol na faixa de 60 ug/mL a 140
Mg/mL, e uma concentracdo fixa de padrao interno (160 pug/mL) foram obtidas. As
curvas analiticas foram plotadas por meio da relacao entre a area do pico (area do
pico de aripiprazol /area do pico de padrao interno) e as concentracdes de aripiprazol.
O meétodo de regressao dos minimos quadrados e a analise de variancia (ANOVA)
foram usados para determinar a linearidade do método (p-valor = 0,05). Os valores de
LD e LQ foram calculados conforme as seguintes equacbes (Equacbes 1 e 2,
respectivamente), onde o corresponde ao desvio padrao do intercepto do eixo y, € a
corresponde a média da inclinacao da reta (ICH, 1995). Os valores foram expressos
em concentragao (ug/mL).

LD =33x (6/a) (1)
LQ=10x (o/a) (2)

4.2.5.5 Exatidao

A exatidao do método proposto foi confirmada pela adicdo do placebo do produto
farmacéutico (Aristab®) ao padrao do aripiprazol, separadamente, e em trés niveis
diferentes (80%, 100% e 120%) da concentracdo nominal (80, 100 e 120 pg/mL,
respectivamente). Adicionalmente, foram registradas determinagdes em triplicada
para cada nivel.

4.2.5.6 Precisao

Andlises de repetibilidade e precisdo intermediarias foram realizadas para avaliar
a precisao do método. A repetibilidade foi testada por meio do ensaio de seis solu¢des
de amostra independentes, preparadas no mesmo dia por um mesmo analista

utiizando o equipamento de eletroforese capilar P/ACE MDQ. A precisao

45



intermediaria foi avaliada pela analise do conjunto de seis solugdes de amostra
preparadas por um analista diferente, em dia diferente utilizando o equipamento de
eletroforese capilar Agilent 7100. A solugcédo padréao de aripiprazol (100 yg/mL) e a
solucdo de padrao interno (160 ug/mL) foram usadas nos experimentos de precisao.
A precisao foi expressa por porcentagem de desvio padrao relativo (%RSD) para o

teor de aripiprazol nos comprimidos.

4.2.5.7 Robustez

Os parametros mais importantes que influenciaram o desempenho analitico do
método criado foram avaliados: concentracdo e valor de pH do eletrélito e % de
modificador organico (metanol). Todavia, outros parametros que podem ser alterados
e afetarem o desempenho do método durante a analise também foram avaliados.
Foram investigadas pequenas alteracées da tensdo 6tima aplicada (+ 2 kV), da
temperatura capilar (x 1 °C) e do tempo de injecao hidrodinamica (+ 1 s). Para cada
condicao alterada, as razdes (aripiprazol/padrao interno) foram comparadas com a
condicao 6tima de referéncia.

4.2.6 Aplicacao do planejamento de experimentos para otimizar as condicoes
de degradacao oxidativas

Visando a otimizacdo da degradacdo oxidativa, os fatores que afetam a
oxidacao do aripiprazol como concentracao de peréxido, temperatura e tempo, foram
estudados e otimizados por meio de um planejamento fatorial completo 2" para
degradar o farmaco em 10%. Desta forma, 1,0 mg/mL de aripiprazol foi misturado com
X1 (% H202) e aquecido por um periodo X2(h) a uma temperatura X3 (°C). Foram
selecionados dois niveis para cada variavel. O nivel mais alto (+1) para X1, X2 e Xs foi
de 20%, 5h e 60 °C, respectivamente, enquanto o nivel baixo (-1) para Xi, X2 e X3
correspondeu a 10%, 2h e 40 °C, respectivamente. Visto que trés variaveis foram
consideradas em dois niveis, um planejamento fatorial completo 22 foi conduzido,
resultando em 8 experimentos. O diagrama de Pareto foi avaliado por meio do
software Minitab® (Versdo 18), para encontrar os fatores significativos.
Adicionalmente, os gréaficos de contorno e a ferramenta de predicao fornecidos pelo
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software foram utilizados para caracterizar as variaveis Xi, X2 e Xs. Por fim, os
experimentos foram realizados usando valores teoricos calculados de Xi, X2 e X3 para
confirmar se a porcentagem de degradacao experimental era correspondente ao valor
calculado.

4.2.7 Identificacao dos produtos de degradacao forcada mediante
espectrometria de massas

A determinacgéao e identificagdo do aripiprazol e seus produtos de degradacgao,
gerados durante a degradacéao forcada, foram realizadas por meio de um sistema de
cromatografia liquida de alta performance (Shimatzu) acoplado a um sistema de
espectrometria de massa (MAXIS 3G — Bruker Daltonics). Os médulos utilizados do
sistema HPLC (Shimatzu) foram: controladora:CBM-20A, bombas: LC-20AD,
detector: SPD-20 A, autoinjetor: SIL-20AC, forno: CTO-20A. O equipamento de
massas MAXIS 3G - Bruker Daltonics foi utilizado aplicando ionizacdo por
electrospray no modo positivo (ESI(+)), com analizador g-TOF programado com as
seguintes carateristicas: end plate offset. 500V, capillar: 4500 V, nebulizador: 2 bar,
gas seco: 7 L/min, temperatura: 300 °C. As separacdes em HPLC-MS foram
realizadas com uma coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6mm x 5um). Foi utilizado
gradiente de eluicao (A) acido trifluoroacetico 0,2 % aquoso em combinacao com (B)
acetonitrila. O gradiente foi programado conforme descrito no Quadro 4.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO



5.1 Estudo tedrico preliminar

5.1.1 Caracteristicas do farmaco e suas impurezas

Considerando que os potenciais produtos de degradacao poderiam apresentar
estrutura e caracteristicas fisico-quimicas similares as impurezas do farmaco, foram
avaliados a distribuicdo das espécies envolvidas segundo o pH e os valores de log D

desses compostos.

De acordo com o estudo teérico preliminar, o aripiprazol e a maioria de suas
impurezas conhecidas encontram-se ionizados em pHs acidos. Foi possivel concluir
que as impurezas A e F possuem carater neutro, enquanto que as demais impurezas
tem prevaléncia na forma protonada em pH &cido menores que 5. Em pH neutro, a
distribuicao de espécies do aripiprazol e suas impurezas variam entre a forma neutra

e protonada; em quanto que, em pH alcalino, prevalecem na forma neutra.

Considerando que a prevaléncia de uma espécie de cada composto €
importante para a separagdo no CE, foi definida a faixa de pH acida de 2 - 5 para o
preparo dos eletrélitos. Além disso, o valor de pka do aripiprazol (7,46) auxiliou na
determinacao desta faixa, devido a que é recomendavel usar valores de pH de no
minimo duas unidades de diferenca do pka do composto. Segundo o estudo dos
valores de log D, foi possivel determinar que, nesta faixa de pH entre 2 — 5, os
compostos sao mais hidrofilicos, sendo a impureza B o composto mais hidrofilico
dentre os demais. A avaliacao da natureza hidrofilica ou hidrofébica dos compostos
envolvidos, permitiu considerar o uso de solventes adequados no eletrdlito a usar, isto
€, para garantir a solubilidade destes durante todas as analises e, em consequéncia,

permitir a deteccao deles.

Os valores de log D e espécie(s) presentes segundo os diferentes pH avaliados
sdo mostrados na Tabela 5. Esses valores foram obtidos da analise do aripiprazol e
suas impurezas conhecidas segundo CHEMICALIZE (2019).
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Tabela 5 - Valores de log D e espécie(s) presentes segundo os diferentes pH do ARP e suas
impurezas.

Composto pH 4 pH7 pH 10
log D Espécie log D Espécie logD Espécie
Aripiprazol 2,13 [M] + 457 [M]+; M 4,79 M
Impureza 1,21 M 1,21 M 0,3 [M]-
A
Impureza -0,45 [M] + 1,32 [M] + 1,87 M
B
Impureza 1,44 [[M] + 3,91 M]*; M 4,16 M
C
Impureza 1,02 [M] + 3,38 [M] + 3,84 M
D
Impureza 2,21 [M] + 4,65 M]*; M 4,87 M
E
Impureza 3,77 [M]+; M 3,78 M 3,78 M
F
Impureza 3,94 [M] +2 8,65 M]*2; [M]*; M 8,97 M
G
Notas:

[M] *: espécie carregada positivamente
[M] : espécie carregada negativamente
M: espécie neutra
Fonte: CHEMICALIZE (2019).

5.1.2 Caracteristicas da formulacdo em estudo

Uma variavel para considerar durante o desenvolvimento do método é o
comprimento de onda de detecgcao. Os componentes de uma formulacao apresentam,
além do farmaco, excipientes de caracteristicas organicas e inorganicas. Recomenda-
se que esse excipientes ndo devem apresentar uma absorcdo maxima na mesma
regido do farmaco ativo, ja que poderia interferir na sua deteccdo e quantificagao
(BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2016a). Além disso, as impurezas também podem
se formar em um produto farmacéutico a partir de interagdes com os excipientes, e
podem se tornar agentes indutores de reacbes como resultado de reacdo de
incompatibilidade (BHARATE; BHARATE; BAJAJ, 2010).

Foi preparado um placebo segundo a formulacdo do medicamento de
referéncia descrita na Tabela 4. Foram obtidos os espectros de absorcao do
aripiprazol, placebo e branco na faixa de 190 nm e 400 nm conforme Figura 9. O
aripiprazol mostrou maximos de absor¢cao em 214, 250 e 284 nm. O cumprimento de
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onda de 214 nm foi selecionado para garantir que o método apresente sensibilidade

e precisdo adequadas.

Figura 9 - Espectro de absorgéo do aripiprazol, placebo e branco.
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Notas:
A: espectro de absor¢ao do aripiprazol em UV (5 pg/mL em acetonitrila)
B: espectro de absorgéo do placebo em UV (5 ug/mL em acetonitrila)
C: branco (acetonitrila)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.2 Experimentos preliminares

5.2.1 Desenvolvimento de metodologias

5.2.1.1 Eletroforese capilar de zona (CZE) e cromatografia eletrocinética micelar
(MECK)

Antes de proceder o desenvolvimento do método, as caracteristicas estruturais
do aripiprazol e impurezas foram levadas em conta. Segundo o estudo teorico
preliminar, o aripiprazol e suas impurezas conhecidas possuem grupos amina que
podem ser protonados empregando-se um tampao acido, em consequéncia, métodos
de eletroforese capilar a pH baixo ou moderado, poderiam ser adequados para a
determinacao dos compostos involucrados (ALTRIA, 1996). O aripiprazol é uma base
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fraca com pKa de 7,46 (ZHOU et al.,, 2021), que corresponde ao equilibrio de
protonacgao dos grupos amina terciaria (grupo piperidinico), desta forma, em pH menor
do que o pKa, o analito encontra-se totalmente protonado e carregado positivamente.
Esta caracteristica torna a eletroforese capilar uma técnica adequada para a
determinacdo do aripiprazol, visto que o analito migrara eletroforeticamente em
direcdo ao catodo, sob a influéncia de um campo elétrico. Nesta etapa do
desenvolvimento do método por CE, teve-se cuidado na escolha de eletrélitos
compativeis com a fonte de ionizacao por electrospray do espectrdmetro de massas;
isto é, para evitar a supressdo de ions e contaminacdo da camara de ionizacao

quando usado electrélitos nao volateis.

Electrdlitos volateis de baixa forca idnica, tais como acidos acético e férmico,
amdnia e suas combinacdes, sdo constituintes preferidos para estas anélises
(PANTUCKOVA et al., 2009). O eletrdlito formiato de aménio 10 mmol/L, pH 3,0
apresentou melhor resultado em termos de assimetria do pico e tempo de retencéo
para o aripiprazol (Figura 10). O eletrélito de acetato de aménio 10 mmol/L, pH 3,0,
apresentou falta da simetria e a presenga de cauda do pico do aripiprazol (Figura 11).
Para o método por cromatografia eletrocinética micelar (MECK), formam testados os
eletrélitos tetraborato de sédio 25 mmol/L e dodecil sulfato de s6dio 25 mmol/L, pH
9,5, e TRIS (tris-hidroximetil aminometano) 25 mmol/L e dodecil sulfato de sédio 25
mmol/L, pH 9,5. Os problemas encontrados com esses eletrélitos foram alargamento
da banda e falta de simetria do pico do aripiprazol. Isto, provavelmente a baixa

solubilidade desses produtos em pH alcalino (Figuras 12 e 13).
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Figura 10 — Eletroferograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL por CZE. Condigdes: capilar de
silica fundida comprimento total de 30,2 cm x 75 ym d.i.; eletrdlito: 10 mmol/L tamp&o formiato
de amoénio, pH 3,0; tensao: +12kV; temperatura: 25 °C, injecao hidrodinamica: 0,4 psi/5s;
deteccédo UV: 214nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 11 — Eletroferograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL por CZE. Condigdes: capilar de
silica fundida comprimento total de 30,2 cm x 75 pm d.i.; eletrdlito: 10mmol/L tampé&o acetato
de aménio, pH 3,0; tensdo: +12kV; temperatura: 25 °C, injegao hidrodinamica: 0,4 psi/5s;
deteccao UV: 214nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 — Cromatograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL por MECK. Condigdes: capilar
de silica fundida comprimento total de 30,2 cm total x 75 um d.i.; eletrdlito: tetraborato de sédio
25 mmol/L e dodecil sulfato de so6dio 25 mmol/L, pH 9,5; tensédo: +15kV; temperatura: 25 °C,
injecao hidrodinamica: 0,4 psi/5s; deteccao UV: 214nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13 — Cromatograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL por MECK. Condigdes: capilar
de silica fundida comprimento total de 30,2 cm total x 75 um d.i.; eletrdlito: TRIS (tris-
hidroximetil aminometano) 25 mmol/L e dodecil sulfato de sddio 25 mmol/L, pH 9,5; tensao:
+15kV; temperatura: 25 °C, injegao hidrodinamica: 0,4 psi/5s; detecgcao UV: 214nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Com o objetivo de auxiliar o desenvolvimento da metodologia por eletroforese
capilar, uma metodologia por HPLC foi utilizada para determinacao do aripiprazol e os
possiveis produtos de degradacgao.

Dos métodos indicativos de estabilidade por HPLC disponiveis na literatura
para avaliar o aripiprazol e suas impurezas, foi selecionada a metodologia descrita por
SRINIVAS et al. Essa metodologia apresenta tempo de corrida de 15 minutos e
demonstrou ser indicativa de estabilidade (SRINIVAS et al., 2008). O pico do
aripiprazol apresentou ser simétrico e com tempo de retengao de 6,4 minutos. O perfil
cromatografico do sistema HPLC — FR em modo isocratico mostra-se na Figura 14.

Figura 14 — Cromatograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL. Condig6es: Coluna Eclipse XDB-
Phenyl (250 mm x 4,6 mm x 5um); fase movel TFA 0,2% aquoso: acetonitrila (55:45), fluxo de
1,0 mL/min, volume de injecao: 5uL, temperatura: 30°C; deteccao UV: 214 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.2 Estudo preliminar de degradacao forcada (métodos HPLC e CE)

Nesta etapa inicial do desenvolvimento da metodologia, os testes de
degradacao foram feitos com o padrao do aripiprazol. A preparacao das amostras é
um processo critico devido a que se precisa garantir que o analito e os produtos de
degradacao estejam solubilizados e, em consequéncia, pocam ser detectados. Caso
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o principio ativo resulte em solugdes limpidas em todas as condigdes de degradacao,
pode-se concluir que as condicoes de preparacdo da amostra estdo adequadas
(BRASIL, 2015).

A baixa solubilidade do aripiprazol em meio aquoso, representou o principal
problema a avaliar para o desenvolvimento do método. Sendo que o aripiprazol é um
composto insoluvel em agua, utilizou-se acetonitrila como principal solvente no
preparo das amostras; isto €, nas solugdes estoque e como componente (cossolvente)
dos diluentes utilizados.

Segundo a ANVISA, os parametros do estudo devem ser variados para que a
degradacao aceitavel seja atingida (minimo de 10%) em cada condicao de estresse.
Os seguintes parametros podem ser variados: a) tempo de exposicao; b) temperatura;
c) concentracao ou magnitude do agente degradante (BRASIL, 2015).

Com relagao ao uso de solventes organicos, na preparacao das amostras para
analise, recomenda-se verificar sua miscibilidade na solucao resultante do processo
de exposicao/neutralizagdo. Deve-se notar que alguns solventes misciveis em agua,
como acetonitrila, podem ndo o ser em solugdes alcalinas ou salinas concentradas
(BRASIL, 2015). Foram feitos testes de miscibilidade entre solugbes estoque do

aripiprazol (1,0 mg/mL) e solu¢des degradantes na proporcéo 1:1, v/v.

Foram avaliadas as seguintes solucoes degradantes: HCL 0,1, 0,5 e 1,0 mol/L;
NaOH 0,1, 0,5 e 1,0 mol/L; H202 1%, 3% e 6%. Conforme resultados obtidos nesses
testes de miscibilidade, todas foram misciveis, com excecdo do NaOH 1 mol/L.

Segundo os testes de miscibilidade feitos entre as solucbes estoque do
aripiprazol e as solugbes degradantes testadas, determinou-se utilizar as
concentragdes de HCI 0,2 mol/L, NaOH 0,2 mol/L e H202 6%. Os testes de degradacéao
forcada foram feitos a temperatura de 60°C. Este valor de temperatura foi determinado
seguindo as recomendagdes da ICH e ANVISA, uma vez que indicam usar valores de
temperatura de no minimo 10°C acima da temperatura utilizada em estudos de
estabilidade acelerada (BRASIL, 2015; TAMIZI; JOUYBAN, 2016).
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5.2.2.1. Método HPLC

Nesta etapa exploratéria, a metodologia por HPLC — RP em modo isocratico
descrita no Quadro 2 foi utilizada como suporte para determinar possiveis vias de
degradacao do aripiprazol, assim como quantificar as quedas do ativo apds as

diferentes condicdes de estresse avaliadas.

O Quadro 5 mostra as condicdes e os resultados obtidos por HPLC da
degradacao do aripiprazol. Os calculos foram realizados por queda da area do pico
do aripiprazol utilizando uma solugao padrao controle de concentragéo conhecida (0,1
mg/mL). O aripiprazol apresentou-se mais sensivel sob as condi¢cées de oxidagao e

termolise.

Quadro 5 - Resultados de degradacgéao for¢cada obtidos por HPLC.

Condicao de estresse
Tempo de HCI NaOH H20> Calor
degradacao | 0,1 mol/L|0,1 mol/L| 3% [80°C[105°C Luz
1H 0,1% 0,4% 5,8% - - -
2H 1,3% 0,6% 13,8% - - -
3H 0,3% 0,5% 19,6% - - -
5H 1,0% 0,8% | 32,3% - - -
8H 0,9% 1,2% | 42,7% - - -
14H 0,7% 0,9% | 66,0% - - -
16H 0,5% 1,5% | 67,0% - - -
48H - - - 5,6% |12,1%
50H - - - - - 0,6%
120H - - - - - 0,7%

Fonte: Elaborado pelo autor

As Figuras 15 a 19 apresentam os cromatogramas do padréao do aripiprazol e
as degradacdes nas diferentes condi¢des de estresse. Conforme resultados obtidos,
pode-se observar que se formaram produtos de degradacao na condi¢do de estresse

oxidativa.
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Figura 15 — Cromatograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradagado por
hidrélise acida (HCI 0,1 mol/L a 60°C/5h). Condi¢des: Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 mm x
4,6 mm x 5um); fase movel TFA 0,2% aquoso: acetonitrila (55:45), fluxo de 1,0 mL/min, volume
de injecao: 5uL, temperatura: 30°C; deteccao UV: 214 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 — Cromatograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradacao por
hidrélise alcalina (NaOH 0,1 mol/L a 60°C/5h). Condi¢des: Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250
mm X 4,6 mm x 5um); fase movel TFA 0,2% aquoso: acetonitrila (55:45), fluxo de 1,0 mL/min,
volume de injecao: 5uL, temperatura: 30°C; deteccao UV: 214 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17 — Cromatograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradagado por
oxidagao (H202 3% a 60°C/5h). Condigbes: Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 mm x 4,6 mm x
5um); fase mével TFA 0,2% aquoso: acetonitrila (55:45), fluxo de 1,0 mL/min, volume de
injecao: 5ulL, temperatura: 30°C; deteccao UV: 214 nm. DP (Produto Degradagéo).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18 — Cromatograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradacao por
degradacéo fotolitica (120h). Condi¢des: Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 mm x 4,6 mm x
5um); fase moével TFA 0,2% aquoso: acetonitrila (55:45), fluxo de 1,0 mL/min, volume de
injecao: 5uL, temperatura: 30°C; deteccao UV: 214 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 19 - Cromatograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradagado por
degradagéao térmica (105 °C/48 h). Condicoes: Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 mm x 4,6
mm x 5um); fase mével TFA 0,2% aquoso: acetonitrila (55:45), fluxo de 1,0 mL/min, volume
de injecao: 5uL, temperatura: 30°C; detecgao UV: 214 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O eletrolito formiato de aménio 10 mmol/L ajustado a pH 3,0 com acido férmico
apresentou melhor resultado em termos de assimetria do pico e tempo de retencao
para o aripiprazol. Contudo, ndo foi observada uma boa seletividade e resolucao
aceitavel do aripiprazol e seus produtos de degradacdo, apds estresse em meio
oxidativo (H202 3% a 60°C por 3h) observando-se também co-eluicao de dois produtos
de degradacao.

5.2.2.2. Eletroforese capilar

As Figuras 20 a 24 apresentam os eletroferogramas do padrao do aripiprazol e
as degradacdes nos diferentes meios estressantes. Os resultados obtidos mostram
que se formaram produtos de degradacao na condicdo de estresse oxidativa. Nesta
etapa exploratéria foi utilizada a voltagem de +15kV com o objetivo de obter tempos

de retencdao relativos menores em relagdo a voltagem inicial estabelecida de +12kV.
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Figura 20 - Eletroferograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradacao por
hidrélise acida (HCI 0,1 mol/L a 60°C/5h). Condigbes: capilar de silica fundida comprimento
total de 30,2 cm total x 75 um d.i.; eletrélito: 10 mmol/L tampéao formiato de amédnio, pH 3,0;
tensdo: +15kV; temperatura: 25 °C, inje¢ao hidrodinamica: 0,4 psi/5s; detecgao UV: 214nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 - Eletroferograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradacao por
hidrélise alcalina (NaOH 0,1 mol/L a 60°C/5h). Condi¢des: capilar de silica fundida
comprimento total de 30,2 cm total x 75 ym d.i.; eletrdlito: 10 mmol/L tampéao formiato de
amodnio, pH 3,0; tensdo: +15kV; temperatura: 25 °C, inje¢cdo hidrodinamica: 0,4 psi/5s;
deteccao UV: 214nm.

ARP EOF

AU

Minutes

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 - Eletroferograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradacao por
oxidacao (H202 3% a 60°C/5h). Condic¢des: capilar de silica fundida comprimento total de 30,2
cm total x 75 pm d.i.; eletrdlito: 10 mmol/L tamp&o formiato de aménio, pH 3,0; tensdo: +15kV;
temperatura: 25 °C, injecdo hidrodinamica: 0,4 psi/5s; detecgao UV: 214nm. DP (Produto

Degradacéo).

AU

EOF ]

ARP

] . k) L ] ’ ] L] ©
Minutes

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23 - Eletroferograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradacao por
degradagéo fotolitica (120h). Condigdes: capilar de silica fundida comprimento total de 30,2
cm total x 75 pm d.i.; eletrdlito: 10 mmol/L tampéao formiato de aménio, pH 3,0; tensédo: +15kV;
temperatura: 25 °C, injecao hidrodinamica: 0,4 psi/5s; deteccao UV: 214nm.

ARP

EOF

’ . B [ ' . ° °
Minutes

62



Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 24 - Eletroferograma do aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradacao por
degradacao térmica (105 °C/48 h). Condigdes: capilar de silica fundida comprimento total de
30,2 cm total x 75 pm d.i.; eletrdlito: 10 mmol/L tampéo formiato de amdnio, pH 3,0; tensao:
+15kV; temperatura: 25 °C, inje¢ao hidrodinamica: 0,4 psi/5s; detecgcao UV: 214nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com o objetivo de aprimorar a precisdo do método e sistema, foi avaliado o uso
de um padrao interno. Os padrbes internos sao frequentemente usados para
minimizar flutuacdes do volume de injecdo, erros de diluicdo e erros durante o
tratamento da amostra. A escolha adequada de um padréo interno pode melhorar
substancialmente a precisdo das determinacdes de area de pico (BIDULOCK et al.,
2017). Foram testadas substancias como levomepromazina, clorpromazina,
risperidona e prometazina. Dentre elas, a prometazina apresentou melhor resposta,
melhor tempo de migragcdo, melhor simetria e melhor resolugdo com o pico do
aripiprazol (Figura 25); contudo, é preciso otimizar a metodologia pois a prometazina
possui baixa resolugao com um produto de degradacao na amostra oxidativa.
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Figura 25 - Eletroferograma do padrao interno (IS) prometazina em presencga do aripiprazol
(ARP) 0,1 mg/mL, exposto a degradacao por oxidagdo (H202 3% a 60°C/5h). Condicoes:
capilar de silica fundida comprimento total de 30,2 cm total x 75 um d.i.; eletrélito: 10 mmol/L
tampao formiato de aménio, pH 3,0; tensdo: +15kV; temperatura: 25 °C, injecao
hidrodinamica: 0,4 psi/5s; deteccao UV: 214nm. DP (Produto Degradagao).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Considerando que a seletividade na CZE pode ser alterada pela adicdo de um
modificador organico, foi utilizado o metanol como nas proporg¢des de 5, 10, 20 e 40%.
Esse aditivo devido a que modifica 0 mecanismo de migracao alterando a polaridade
e a viscosidade do eletrolito. Portanto, tanto o fluxo electroosmoético (EOF) quanto a
mobilidade eletroforética dos analitos sao afetados (ALTRIA, 1996).

Os resultados mostraram melhor separacédo dos produtos de degradacao em
todas as concentracdes de metanol testadas, porém a concentracao de 5% mostrou
melhor resolucdo na linha base em um tempo de migracao curto. Observou-se que o
tempo de migragcdo do aripiprazol aumentava conforme se incrementava a
concentracdo de metanol. Isto é explicado porque a mobilidade do fluxo eletrosmético
diminui quase linearmente quando se aumenta a concentragéo de metanol (JIMIDAR,
2008).
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5.3 Aprimoramento e otimizacao da metodologia desenvolvida por eletroforese
capilar em zona (CZE)

Por meio de testes preliminares, ao utilizar uma tenséo de +15 kV foi observado o
comprometimento da resolugdo e da forma do pico dos produtos de degradacao
oxidativa. Todavia, quanto maior a tensao aplicada, menor foi o tempo de migracao
do aripiprazol e de seus produtos de degradacdo. Desta forma, uma voltagem de +12
kV foi selecionada, devido a formacao de picos aceitaveis.

Através do desenvolvimento do método, a separacdao mais critica foi observada
entre dois produtos de degradacado, na amostra degradada com H202. Para melhorar

a resolucao deste par critico, outros desenvolvimentos foram considerados.

O primeiro passo no desenvolvimento do método foi a sele¢do do tipo e do pH
adequados para o eletrélito. Para potencial uso do método com a espectrometria de
massas, dois sistemas eletroliticos volateis foram avaliados: formato de aménio/acido
férmico e acetato de amoénio/acido acético como solugdes tampao apresentando
capacidade de tampao adequada em torno do pH 3. Ambas as solucbes foram
avaliadas na faixa de pH de 2,2 a 3,5 e com concentra¢des de tampao variando entre
5 e 25 mmol/L. Ao utilizar o tampao acetato de amoénio/acido acético nas
concentracdes e valores de pH mencionados anteriormente, foram observados picos
largos de aripiprazol e altas correntes. Tal comportamento pode ser explicado pela
concentracao de sal, visto que quanto maior a concentracdo de sal, maiores sao os

valores de viscosidade e de corrente.

Ao utilizar o tampao de formato de aménio/acido formico na faixa de pH entre 2,2
e 3 (Figura 26) e faixa de concentragao entre 5 e 10 mmol/L (Figura 27), foi observada
uma melhoria na forma do pico do aripiprazol, dos produtos de degradacédo e do IS,
além da diminuicdo nos valores de corrente (aproximadamente 40 pA). Entretanto,
picos mais largos de aripiprazol e padrao interno foram obtidos ao variar o pH de 3,3
para 3,5 (Figura 26), devido a menor solubilidade do aripiprazol com o aumento do
pH. Adicionalmente, a resolucdo entre o aripiprazol e seus produtos de degradacao
oxidativa foi comprometida ao aumentar o pH de 2,2 para 2,5. De modo a melhorar a
resolucao entre o aripiprazol e dos produtos de degradacgéo oxidativa foi considerado

o uso de metanol (5%) como modificador organico do eletrdlito. Os testes com
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concentracdes de metanol superiores a 5% mostraram tendéncia a formacao de picos

largos, além do aumento no tempo de migracao.

Figura 26 — Eletroferogramas do efeito dos valores de pH (2,2 a 3,5) na forma e resolugao do
pico do IS, ARP e de seus produtos de degradacao oxidativa. Amostra: ARP degradado com
10% H202 por 2h a 60 °C (ARP 100 pg/mL e IS 160 ug/mL). Condigbes: capilar ndo revestido
de silica fundida (30,2 cm de comprimento total x 75 pym i.d.); electrélito: 10 mmol/L de formato
de amoénio/acido férmico; injecao hidrodindmica: 0.4 psi/5 s; tensdo aplicada: +12 kV;
temperatura: 25 °C; detecgdo a 214 nm. Picos: IS (prometazina), (ARP) aripiprazol, DP
(produtos de degradacéo).
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Figura 27 - Eletroferogramas do efeito da concentragéo de formato de aménio/acido férmico
(5 a25 mmol/L) na forma e resolugao do pico de IS, ARP e produtos de degradacao oxidatida.
Amostra: ARP degradado com 10% H20- por 2h a 60 °C (100 pg/mL de ARP e 160 pyg/mLde
IS). Condigdes: capilar ndo revestido de silica fundida (30,2 cm de comprimento total x 75 ym
i.d.); eletrdlito: (5 — 25 mmol/L) formato de amdnio/acido férmico; injegao hidrodindmica: 0,4
psi/5 s; tensdo aplicada: +12 kV; temperatura: 25 °C; deteccdo a 214 nm. Picos: IS
(prometazina), ARP (aripiprazol), DP (produto de degradacao).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Por meio de experimentos preliminares durante o desenvolvimento do método,

foram encontrados trés fatores que afetam significativamente o desempenho do

método CZE, correspondentes ao pH do eletrélito de fundo (X1), a concentracao do

eletrolito de fundo (X2) e o0 metanol utilizado como modificador organico (Xs). Portanto,
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um planejamento fatorial completo (23) foi realizado para otimizar as condigbes
eletroforéticas. Os niveis foram escolhidos com base nos testes preliminares
realizados no desenvolvimento do método. Os niveis altos (+1) para os fatores X1, Xz
e Xs foram 3, 10 mmol/L e 5%, respectivamente, enquanto os niveis baixos (-1) para
X1, X2 e X3 foram 2,7, 5 mmol/L e 0%, respectivamente. Desta forma, oito
experimentos foram realizados em duplicata, e submetidos a andlise estatistica.
Foram selecionados oito fatores de resposta: resolugdes entre IS e OPD1 (R1),
ARP e OPD1 (R2), ARP e OPD2 (R3), e entre OPD2 e OPD3 (R4); fatores de cauda
dos picos IS (R5) e ARP (R6); numero da placa calculado para os picos IS (R7) e ARP
(R8). As condigbes otimas de BGE foram obtidas por meio da ferramenta de
otimizagéo de resposta Minitab® (versdo 18), sendo configuradas para obtencdo de
valores maximos de resolucao para o R1, R2, R3 e R4, e um valor minimo de 1,5.
Para as respostas dos fatores de cauda (R5 e R6), o ajuste foi realizado para obter o
valor 1 entre o intervalo de 0,9 a 1,6, enquanto para o numero de placa (R7 e R8), o
ajuste foi feito para obter os valores maximos possiveis. As condicbes 6timas de BGE
sdo mostradas na Figura 28 (6 mmol/L de formato de amdnio/tampao de acido formico,

pH 3 e 5% de metanol).
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Figura 28 — Otimizador de resposta mostrando as condig6es ideais de CE.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A média de trés determinagdes usando as condigdes previstas do Minitab® (versao
18) apresentou resolugdes acima de 2 (R1= 2,2, R2 = 5,7, R3 = 5,5, R4 = 2,6), fator
de cauda préximo a 1 (R5 = 1,05, R6 = 1,35) e placas tedricas acima de 10.000 (R7 =
18.643, R8 = 24.823).

O efeito da tensdo também foi investigado na faixa entre 10 e 25 kV, e a tenséo de
15 KV foi escolhida como a tensdo 6tima visto que apresentou um tempo total de
execucao inferior a 4 min e um menor valor de corrente (23 pA). Portanto, as
condicOes otimizadas foram: BGE composto por 6 mmol/L de formato de amdnio
tamponado ajustando-se o pH para 3 com acido férmico, e 5% de metanol; tensédo
aplicada correspondente a +15 kV; injecdo hidrodindmica (0,4 psi por 5 s),

comprimento de onda de deteccdo a 214 nm, e temperatura correspondente a 25 °C.
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5.4 Aprimoramento da metodologia desenvolvida por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC)

Foi testado um método novo, com o objetivo de reduzir o tempo de andlise e
melhorar a separacao dos produtos de degradacgéao gerados na degradacao oxidativa.
Para isso, optou-se por utilizar um método em gradiente, considerando as condigbes
utilizadas do método descrito na primeira parte do desenvolvimento da presente
pesquisa, cuja fase reversa era modo isocratica. As condi¢cdes cromatograficas do
novo método adequado em modo gradiente estdo descritos no Quadro 4. A diferencga
do método anterior, a coluna utilizada foi uma coluna tipo Phenyl. Nesse caso, so6 foi
testado a amostra apds degradacao oxidativa. Na degradacao oxidativa (Figura 29)

pode-se observar que os produtos de degradagao apresentam boa separagao.

Figura 29 — Cromatograma da solucao padrao de aripiprazol (ARP) 0,1 mg/mL apés estresse
sob H202 3 % a 60°C/3h (sinal superior) e cromatograma do branco (sinal inferior). Condigées:
Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 mm x 4,6 mm x 5um), fase mdvel gradiente de Solugéo A e
Solucéo B, fluxo de 1,0 mL/min, vol. injecao de 5 L, temperatura de 30°C, comprimento de
onda em 214 nm. DP (Produto Degradacéo).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5 Validacao da metodologia desenvolvida por eletroforese capilar em zona
(CZE)

5.5.1 Adequabilidade do sistema

Para garantir que o sistema estava funcionando corretamente durante as analises,
foi realizado um teste de adequacdo do sistema. Os resultados para seis réplicas
mostraram que os parametros testados (tempo de migragao, resolucéao, fator de cauda
e numeros de placas) estavam dentro da faixa aceitavel (ICH, 1995). O aripiprazol e
o padrao interno foram resolvidos na linha de base, com tempo médio de migragao de
3,06 e 2,54 min, respectivamente. Nestas condicdes foi possivel obter boa resolucao
entre os picos (Rs > 5), e o fator de cauda para ambos os picos aripiprazol e o padrao
interno ndo excedeu 1,4, indicando uma boa simetria de pico (o limite de aceitacéao é
abaixo de 2). Os numeros médios das placas foram acima de 10.000. O método CZE
apresentou alta sensibilidade, e o aripiprazol foi detectado com precisdo. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados de adequacao do sistema (limites de aceitacdo RSD % < 2). @Média de
seis repeticdes; MT: tempo de migracao; N: eficiéncia (nUmero de placas); PAR: razao da area
do pico; Rs: resolucao; IS: padrao interno ARP: aripiprazol.

Fator de
MT cauda N PAR Rs
IS ARP IS ARP IS ARP
Média? 2,544 3,060 0,817 1,321 11616 21618 1,583 5,466
Desvio padrao 0,023 0,025 0,010 0,015 141,807 183,069 0,014 0,040
RSD% 1,018 0,828 1,213 1,101 1,221 0,847 0,906 0,733

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.3.1 Seletividade/especificidade e estudo de degradacao forcada

A especificidade do método CZE proposto foi confirmada pela auséncia de
interferéncia entre o aripiprazol e os excipientes no produto farmacéutico (Aristab®).
De modo a estabelecer a capacidade indicadora de estabilidade do método, foram
realizados estudos de degradacdo forgcada. Para os estudos &acidos, alcalinos,

fotoliticos e térmicos, o farmaco foi inicialmente degradado pela forca intermediaria do
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agente de estresse, temperatura e pontos de tempo. Os resultados sdo apresentados
na Figura 30, e os resumos das condicbes e dos resultados quantitativos sao
apresentados na Tabela 7. Os resultados foram calculados usando um controle para
cada condicao de degradacao, e expressos como porcentagem do conteudo residual

de aripiprazol.

Tabela 7 — Condi¢des de estresse usadas para o teste de degradagéao forgada e conteudo
residual de farmaco em cada condigc&o. n = 2 para cada condicdo; ARP: aripiprazol.

Tipo de o Tempo de exposicdo com  Conteudo residual
. Condicao
degradacao temperatura de ARP (%) + SD?
i 7 dias, temp. ambiente 98,50 £ 0,47
Acida 0,1 mol/L HCI
2h,60°C 99,31 £0,30
] 7 dias, temp. ambiente 98,56 + 0,28
Alcalina 0,1 mol/L NaOH
2h,60°C 99,29 + 0,31
7 dias, temp. ambiente 84,95 £ 0,26
Oxidativa 3% H202
2h,60°C 95,45 + 0,62
] 2 dias 99,21 + 0,23
Térmica 105° C _
7 dias 99,37 £ 0,26
50 h 99,62 + 0,25
Fotolitica UVA/luz visivel
120 h 99,49 + 0,19

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados de EC dessas condi¢des intermediarias foram expressos em termos
de porcentagem de degradacdo total e foram usados na selecao dos niveis dos
parametros de degradacao forcada para o planejamento fatorial completo.

O planejamento de experimentos foi aplicado apenas para as condi¢cdes
oxidativas. As condigbes acidas, alcalinas, fotoliticas e térmicas foram excluidas, visto
que a exposicao da amostra a essas condicdes de estresse e sob o BGE 6timo nao
resultou na geracdo de picos de degradacdo (Figuras 30E, 30F, 30G e 30H,
respectivamente).

O estresse oxidativo sob 3% de H20:2 por 7 dias a temperatura ambiente, e 2 h a
60 °C resultou em reducdes de 15% e 4,6% no teor do aripiprazol, respectivamente.

Trés picos foram observados ap6s a degradacdo oxidativa: o primeiro em 2,75 min
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(OPD1), o segundo em 3,57 min (OPD2) e o terceiro em 3,77 min (OPD3) (Figura
30D). O pico do analito apresentou pureza superior a 99%, sugerindo que nao houve
co-migracao, reforcando a especificidade do método. A pureza do pico foi verificada
por um detector de arranjo de diodos. Adicionalmente, as amostras da matriz do
comprimido Aristab® ndo apresentaram nenhum pico que pudesse interferir ou co-
migrar com o aripiprazol (Figura 30A) em todas as condicdes de degradagao.
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Figura 30 — Eletroferogramas nas condigdes finais otimizadas do CE. (A) Amostra placebo de
Aristab®, (B) Solugdo padrdo de ARP (100 pg/mL) e IS (160 pg/mL) (sem estresse), (C)
Amostra de Aristab® (sem estresse), (D) CondigGes oxidativas (3% H202 a 60 °C por 4 h); (E)
Hidrélise acida (0,1 mol/L HCI a 60 °C por 2 h), (F) Hidrélise acida (0,1 mol/L NaOH a 60 °C
por 2 h), (G) Condigdes térmicas (105 ° C por 48 h) e, (H) Condicoes fotoliticas (UVA/luz
visivel por 50 h). Condigées: silica fundida ndo revestida (30,2 cm de comprimento total x 75
pum i.d.); eletrélito: 6 mmol/L de formato de amdnio/acido férmico pH 3 com 5% de metanol;
injecao hidrodinamica: 0,4 psi/5 s; voltagem aplicada: +15 kV; temperatura: 25 °C; detecgéao
a 214 nm. Picos: prometazina (IS), aripiprazol (ARP), produto de degradacao oxidativa 1
(ODP1), produto de degradacado oxidativa 2 (ODP2), produto de degradagéo oxidativa 3
(ODP3).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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5.3.2 Linearidade, limite de deteccao e quantificacao

Os dados obtidos por meio da plotagem das razées da area de pico entre o
aripiprazol e o padrao interno, versus a concentragao dos farmacos na faixa de 60 a
140 pg/mL confirmaram a linearidade do método CZE proposto, obtendo-se um
coeficiente de determinacdo adequado (R? = 0,9983) (Tabela 8). Foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA) para verificar o ajuste do método com nivel de
significaAncia de 95%. A ANOVA permitiu a avaliagdo da linearidade do método e a
validade da regressao linear. O valor de Fcaiculado Obtido foi superior ao valor Feritico
(Fealculado = 7643,54 > Feritco= 4,67, a = 0,05) demonstrando diferencga significativa entre
os valores obtidos pelas curvas analiticas, € uma boa relacdo linear entre as areas

dos picos e as concentracdes do farmaco.

Tabela 8 — Validagdo do método quanto a linearidade e aos limites de deteccédo e
quantificacdo pelo método CZE. Feritico, & = 0.05 = 4.67; DF: graus de liberdade; SS: Soma dos
quadrados; MS: Quadrados Médios; ARP: aripiprazol.

Parametro Aripiprazol
Faixa de concentracao (ug/mL) 60,0 — 140,0
Intercepto (b) -0,4562
Inclinagéo (a) 0,0161
Coeficiente de determinacao (R?) 0,9983
Desvio padrao do intercepto (Sp) 0,0191
Desvio padrao da inclinacao (Sz) 0,0001
Teste F 2,14 x 1019
Limite de detecgao (pug/mL) 3,92
Limite de quantificacao (ug/mL) 11,89
Analise de Variancia na curva analitica do aripiprazol por CE
DF SS MS Feal
Regressao 1 3,12692698 3,12692698 7643,54
Residual 13 0,00531822 0,00040909
Total 14 3,13224520

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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O grafico de plotagem de residuos mostra que os residuos sao distribuidos de
forma normal e aleatéria, além de serem independentes uns dos outros (Figura 31).
Portanto, a suposicdo de homoscedasticidade é satisfeita, e reforca o bom ajuste para
o0 modelo linear.

Os limites de deteccao e quantificacdo foram calculados usando parametros de
regressao, inclinacao e desvio padrao do intercepto. Pequenos valores de LD e LQ
foram mostrados na Tabela 8, demonstrando uma boa sensibilidade do método CZE
proposto.

Figura 31 — Grafico de parcelas residuais para o0 modelo de regressao linear.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.3.3 Exatidao

A exatidao do método CZE proposto foi avaliada por meio da porcentagem de
recuperacdo do padrédo do aripiprazol adicionado ao placebo, em experimentos de
triplicada, e em trés niveis diferentes (80%, 100% e 120%). A proximidade dos valores
encontrados em diferentes niveis com as concentracdes tedricas comprovou a
veracidade/exatiddao do método proposto. De acordo com a faixa de recuperacao
aceitavel de 98 a 102% sugerida pelas diretrizes da Associacdao de Quimicos
Analiticos Oficiais (HORWITZ, 2000), os resultados foram excelentes, e apresentaram
recuperacao meédia de (100,93 £ 0,77%) (Tabela 9).
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5.3.4 Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade (intra-dia) e preciséo
intermediaria (inter-dia). A porcentagem RSD para as precisdes intra e inter-dia foram
de 0,88 e 1,29, respectivamente. Os resultados de repetibilidade e os resultados de
precisdo intermediaria apresentaram baixos valores de RSD% (<2 %), confirmando

que o método CZE proposto é preciso. Os resultados sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Dados de recuperagéo e precisao para determinagéo do aripiprazol pelo método
CZE proposto. 2Média das trés replicatas; "Média de todos os niveis de recuperagéo (n =
9); ‘Média de seis determinacdes e um analista; ‘Média de doze determinacdes e dois
analistas; SD: desvio padrao; RSD: desvio padréao relativo.

Recuperacao
Concentragao Concentragdo  Recuperagdo RSD (%) Recuperaca
tedrica encontrada? (%xSD)?2 0 média
(ug/mL) (ug/mL) (%+SD)P
80 80,93 101,17 £ 0,43 0,42 100,93 +
100 101,03 101,03 £ 0,43 0,42 0,77
120 120,72 100,60 +1,10 1,09
Precisao
Concentracao
(Mg/mL) Intra-dia
Recuperagéo SD RSD %
média’
(Mg/mL)
100 99,29 0,09 0,88
Inter-dia
Recuperacao SD % RSD
médiad
(Mg/mL)
100 99,49 0,13 1,29

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.3.5 Robustez

N&ao foram observados efeitos significativos ao aplicar pequenas mudancgas nas
condicoes eletroforéticas (voltagem aplicada, temperatura capilar ou tempo de injecao
hidrodinamica). Os resultados apresentados Tabela 10 mostram que para todos 0s
casos 0s RSD% foram inferiores a 2%, reforcado assim a robustez do método CZE

proposto.
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Tabela 10 — Resultados de robustez para quantificagdo de medicamentos (limite de
aceitacdo RSD% < 2). @Média de trés determinacdes; ARP: aripiprazol; IS: Padrao Interno;
RSD: Desvio padréo relativo; kV: quilovolt

Razao entre area dos picos

Condicao (ARP/IS)
Média? RSD %

Voltagem aplicada (kV)

13 1,5490 1,36

15 1,5738 1,18

7 1,5541 1,34
Temperatura capilar (°C)

24 1,5841 0,26

25 1,5883 0,16

26 1,5745 1,01

Tempo de injecao (s)

4 1,5756 1,53

5 1,5636 0,83

6 1,5471 0,97

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.4. Otimizacao das condicoes de degradacao oxidativa pelo planejamento de

experimentos

O planejamento de experimentos e os experimentos de degradacdo oxidativa
realizados pelo planejamento fatorial estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Matriz experimental do planejamento fatorial 23
para a degradacao oxidativa. ®n = 2 para cada condicao
Numero do Nivel do fator % Degradacao?

experimento  Xi; Xo X3

1 -1 -1 -1 3,31
2 +1 -1 -1 4,70
3 -1 +1 -1 5,37
4 +1  +1 -1 6,13
5 -1 A1 +1 10,90
6 +1 -1 +1 13,91
7 -1 +1 +1 20,81
8 +1  +1 +1 26,67

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Apés tratar os resultados obtidos por regressdo mdultipla, a seguinte equacéo foi
obtida (Equacéo 4):
Y =-5,97 + 0,320 X1 + 0,1526 X2 — 2,02 X3 —0,00348 X1X2 —0,2530 X1X3 + 0,0728

X2X3 + 0,00580 X1X2X3 (4)

O gréfico do efeito das interacdes dos fatores na porcentagem de degradacao
oxidativa gerado pela regressao multipla (Figura 32) mostra que a temperatura (Xas) foi
o fator mais significativo, comparado ao efeito do tempo de exposicdo (X2) e da
concentracdo de H202 (Xi). Adicionalmente, os resultados mostraram que as

interagOes entre os fatores também foram significativas.

Figura 32 — Grafico de interacao do efeito das interacdes dos fatores na degradacao oxidativa.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

As condicoes ideias indicadas pela ferramenta de otimizacdo do Minitab® para
degradar 10% do aripiprazol sob degradacao oxidativa correspondem a valores de
10% de H202, temperatura de 50 °C e 3h de reacdo. Ao seguir tais condicdes foi
possivel obter 11% de degradacao do aripiprazol. Visto que o aripiprazol é suscetivel
a oxidacgao no grupo piperazina, o teste oxidativo deu origem ao aripiprazol-1-N-éxido
(Figura 33A) ou aripiprazol 1,4-di-N-6xido (Figura 33B) (SATYANARAYANA et al.,
2005).
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Figura 33 — Oxidagao do aripiprazol. A: aripiprazol-1-N-6xido, B: aripiprazol 1,4-di-N-6xido.
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Fonte: (SATYANARAYANA et al., 2005).

5.5. Identificacao dos produtos de degradacao por espectrometria de massas

A solucéo padrao de aripiprazol (Figura 34) e solucao amostra de aripiprazol
apos degradacao oxidativa (Aristab®) (Figura 35) foram avaliadas com o intuito de
elucidar os produtos de degradacao obtidos nessa condicdo de estresse; para tanto,
foi utilizada a técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas (HPLC-MS).

Figura 34 - Cromatograma da solugdo amostra de aripiprazol apds degradagédo oxidativa
(Aristab®) (ARP) 0,1 mg/mL. Condigdes: Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 mm x 4,6 mm x
5um); fase movel: gradiente de TFA 0,2% aquoso e acetonitrila, fluxo de 1,0 mL/min, volume
de injegao: SHL’ temperatura: 30°C; deteccao UV: 214 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 35 - Cromatograma do aripiprazol (ARP) ap6s degradagao oxidativa 0,1 mg/mL.
Condigdes: Coluna Eclipse XDB-Phenyl (250 mm x 4,6 mm x 5um); fase mével: gradiente de
TFA 0,2% aquoso e acetonitrila, fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo: 5uL, temperatura:
30°C; deteccao UV: 214 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro de massa do aripiprazol sem degradagédo pode ser observado na
Figura 36. Na degradacgao forcada do aripiprazol foram originados quatro produtos de
degradacao oxidativa: o produto de degradacédo 1 (DP 1) no TR de 2,4 min, produto
de degradacéo 2 (DP 2) no TR de 7,6 min, produto de degradacgéao 3 (DP 3) no TR de
10,0 min e produto de degradacao 4 (DP 4) no TR de 17,2 min.

O DP 1 em 2.4 minutos apresenta-se relativamente intenso com massa 365 Da
(Figura 37). Nao foi observado fragmento proveniente do aripiprazol (464 Da) que se
relacione com a massa de 365 Da, logo deve ser um composto do produto comercial,
sem relacdo com a oxidacao. O DP 2 em 7,6 min com massa 319 Da (Figura 38) pode
ser considerado como composto resultante da quebra e perda do anel aromatico

ligado aos dois cloros (145 Da). O DP 3 em 10,0 min (Figura 39) sugere-se ao
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composto de formacao de N-6xido no anel de piperazina do aripiprazol (nome quimico
7-[4-[4-(2,3-diclorofenil)-1-piperazinil]-butoxi]-3,4-di-hidro-2(1H)- quinolinona-1N-
oxido. O DP 4 em 17,9 min com massa 338 Da (Figura 40) apresenta intensidade

consideravel, porém nao foi possivel identificar esse composto.

Figura 36 — Espectro de massa do aripiprazol (ARP).
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Figura 37 — Espectro de massa do produto de degradagéo 1 (DP 1) no TR de 2,4 min.
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Figura 38 — Espectro de massa do produto de degradagéo 2 (DP 2) no TR de 7,6 min.
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Figura 39 — Espectro de massa do produto de degradagéo 3 (DP 3) no TR de 10,0 min
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Figura 40 — Espectro de massa do produto de degradagéo 4 (DP 4) no TR de 17,9 min
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6. CONCLUSAO



Um novo método de eletroforese capilar de zona indicador de estabilidade
ambientalmente amigavel foi desenvolvido e validado para a determinacdo do
aripiprazol em medicamentos. Neste estudo, o aripiprazol foi submetido a estudos de
estresse conforme as diretrizes do ICH. A hidrélise acida e alcalina e as condi¢des
fotoliticas e térmicas ndo promoveram a degradacao do aripiprazol, e, portanto, nao
foram visualizados pelo método. O aripiprazol sofreu degradacao significativa sob
estresse oxidativo. O método de desenvolvimento baseado na abordagem da
otimizacao por planejamento experimental foi eficiente na determinagao do aripiprazol
na presenca de seus produtos de degradacao, apds o estresse oxidativo. Este é o
primeiro método CZE proposto que indica a estabilidade para quantificacdo do
aripiprazol na presenca de produtos de degradacdo. Adicionalmente, o método
proposto resultou em uma separacao satisfatéria do aripiprazol dos produtos de
degradacao. Conforme os resultados da andlise estatistica, 0 método foi linear,
preciso, exato e robusto. A precisdo e exatiddo do método demonstraram sua alta
qualidade, e os resultados de robustez reforcam a ampla aplicabilidade do método.
Nao foi observada nenhuma interferéncia de outros componentes da forma
farmacéutica ou de produtos de degradacdo. O método CZE é simples e de facil
aplicagao, apresentando diversas vantagens em meio aos métodos cromatograficos
convencionais como a redugao na utilizacao de solventes organicos, 0 menor volume
de amostra e 0 aumento da eficiéncia e da resolugdo do método. Portanto, este novo
método é viavel, econémico e rapido, e pode ser aplicado com sucesso na analise de
controle de qualidade de rotina de aripiprazol em preparacdes farmacéuticas na
presenca de produtos de degradacdo. O método utilizado por HPLC-RP modo
gradiente permitiu separar o aripiprazol dos seus produtos de degradacdo. Esse
método foi aplicado na avaliacdo dos produtos de degradacao por LC-MS e permitiu

identificar o principal produto de degradacao oxidativa, o aripiprazol-1-N-6xido.
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