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RESUMO

LOPINAVIR/RITONAVIR CAPSULAS
Perfil de dissolucéo in vitro baseado nos dados in vivo, estudos de estabilidade térmica e
metodologia analitica

Kaletra® (lopinavir e ritonavir) é uma combinacao fixa de dois inibidores da protease
do virus da imunodeficiéncia humana (VIH) indicada para o tratamento da infeccao
pelo VIH em associacdo com outros anti-retrovirais. Esta classe de farmacos inibe a
protease do VIH evitando a clivagem da poliproteina gag-pol, levando a producéo de
virus imaturos, incapazes de infectar outras células. Este trabalho teve como objetivo
estabelecer o perfil de dissolucdo in vitro baseado nos dados in vivo, avaliar a
estabilidade térmica do lopinavir e do ritonavir capsulas, determinar a cinética de
reacao, isolar e identificar os principais produtos de degradacéo do ritonavir. Método
por CLAE indicativo de estabilidade foi desenvolvido e validado para a quantificacéo
do lopinavir e do ritonavir capsulas. Método alternativo por espectrometria derivada
também foi desenvolvido. Os resultados demonstraram uma correlacdo nivel A entre
o perfil de dissolucéo in vitro e a absorgéo in vivo nas condigdes propostas. O método
por CLAE para a quantificacdo desta associacdo demonstrou ser especifico, linear
exato, preciso e robusto. O teste t demonstrou que houve diferenca significativa entre
0 método CLAE e UV derivada. Os estudos de estabilidade térmica demonstraram
que o lopinavir foi estavel nas condicdes testadas enquanto que o ritonavir foi
sensivel ao calor, seguindo uma cinetica de degradacdo de primeira ordem. De
acordo com os resultados da RMN os principais produtos de degradacdo do ritonavir

s&o os compostos de formula molecular Cs3HzsN5O0sS € CosHa3N3Os.

Palavras-chaves: correla¢do in vitro-in vivo, estabilidade térmica, lopinavir, ritonavir,
validacdo, dissolucdo, cromatografia liquida.






ABSTRACT

LOPINAVIR/RITONAVIR CAPSULES
Profile of in vitro dissolution based on data in vivo, studies of thermal stability and
analytical methodology

Kaletra® (lopinavir and ritonavir) is a combination of two human immunodeficiency
virus (HIV) protease inhibitors indicated as part of a multi drug therapy along with
other antiretroviral agents. This class of drugs inhibits the HIV protease preventing
cleavage of the gag-pol polyprotein, reducing the probability of viral particles
reaching a mature, infectious state. The objective of this work was: to establish the in
vitro dissolution profile based on in vivo data; to determine their thermal stability in
the dosage form; to determine their kinetics of degradation and to isolate and identify
their major products of degradation. A stability indicating method was developed and
validated for simultaneous quantitation of both drugs in Kaletra®, using liquid
chromatography. An alternative method using UV-derivative spectrometry was also
proposed. The result showed a level A correlation between the in vitro dissolution
profile and in vivo absorption under the proposed conditions. The LC method was
fully validated and have shown to be stability indicating. The UV-derivative method
showed not to be equivalent (t-test) to the LC method. Thermal stability studies have
shown that lopinavir was very stable under the conditions tested while ritonavir was
sensitive to heat, following a first order degradation kinetic. According to NMR
results ritonavir the main degradation products have the molecular formula
Ca3H4sNs0sS and CysHz3N3Oe.

Keywords: in vitro-in vivo correlation, thermal stability, lopinavir, ritonavir,
validation, dissolution, liquid chromatograph.






1. INTRODUCAO







Introducédo

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (SIDA/HIV) j& matou mais de 25 milhdes de pessoas em
todo o mundo desde 1981, quando a doenca foi identificada. Atualmente, mais de 33
milhGes de pessoas no mundo vivem com o HIV, embora boa parte delas néo saiba
que é portadora. No mundo pobre e em desenvolvimento, apenas 1,3 milhdes dos quase
sete milhdes de individuos que necessitam de tratamento, tiveram acesso a ele em
2007. No Brasil, 161 mil pacientes fazem uso de anti-retrovirais (ARVS) e estima-se
que existem 620 mil pessoas infectadas (GRANGEIRO et al., 2006; OMS, 2006;
UNAIDS, 2007)

Com a evolucdo da pandemia e o desenvolvimento de resisténcia por parte do
HIV, as indlstrias farmacéuticas vém desenvolvendo novos ARVs para o combate da
SIDA. O primeiro ARV utilizado no tratamento foi a zidovudina, lancada em 1987 e
conhecida como AZT; sua producdo no Brasil teve inicio em 1993. Atualmente sé&o
mais de 20 diferentes substancias ativas utilizadas no tratamento da SIDA. Segundo
GRANGEIRO e colaboradores (2006) o Brasil distribui 16 medicamentos ARVS na
rede publica de salde, dos quais oito séo fabricados pelos laboratorios do governo. Se
por um lado o Programa Nacional DST/AIDS (doengas sexualmente transmitidas/
sindrome da imunodeficiéncia adquirida) do Ministério da Saude garantiu 0 acesso
universal aos ARVs, por outro, fez com que 0s gastos com internacdes e outros

procedimentos terapéuticos fossem reduzidos.

Para o tratamento da SIDA sdo comumente utilizadas trés classes de farmacos:
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa, inibidores ndo-nuleosidicos da
transcriptase reversa e inibidores da protease do HIV. Os inibidores da protease (IPs)
sdo componentes essenciais da terapia anti-retroviral potente, especialmente em
doentes com tratamentos anteriores (HOFFMANN e KAMPS, 2006). O lopinavir faz
parte dos novos IPs e esta indicado para o tratamento da infeccdo pelo HIV, em

combinagdo com outros ARVs.



Introducédo

O lopinavir é co-formulado com uma pequena quantidade de ritonavir
(proporcéo 4:1), um IP ja conhecido e registrado como medicamento. Na associa¢éo, o
ritonavir ndo contribui diretamente para a atividade anti-retroviral;, ele inibe a
isoenzima CYP3A com consequiente aumento e manutencdo dos niveis plasmaticos do
lopinavir (RAFFANTI e HASS, 2003).

O lopivanir+ritonavir (LPV/r), demonstrou ser eficaz no tratamento de infecgéo
pelo HIV, em combinacdo com outros ARVs. Os regimes terapéuticos contendo LPV/r
conferiram resposta anti-retroviral duravel e foram bem tolerados durante quatro anos
de tratamento (HICKS et al., 2004). Vérios estudos demonstraram a eficécia e a
seguranca do LPV/r no tratamento de HIV-positivos submetidos e ndo submetidos
previamente ao tratamento com ARVs (CORBETT et al., 2002; ERON et al., 2004).

O LPV/r obteve a aprovacdo do FDA em setembro de 2000; na Europa, foi
aprovado pela Comissdo Européia, em 2001. No Brasil, obteve registro junto a
ANVISA em 2002. E fabricado pela Abbott, sob o nome de Kaletra® e é
comercializado na forma de capsulas moles de gelatina, solucdo oral e recentemente,
na forma de comprimidos revestidos. Atualmente, as substancias ativas estdo sendo
sintetizadas no pais, por laboratério nacional, porém, a associagdo encontra-se ainda
sob protecéo da patente (BRASIL, 2002; FDA, 2005; EMEA, 2005a).

No momento da elaboracdo deste projeto ndo havia metodologia analitica para
avaliar a qualidade das substancias ativas e do produto acabado, ndo havia trabalhos
publicados sobre o perfil de dissolugdo in vitro nem dados sobre a estabilidade do
farmaco e ou das formas farmacéuticas que os contém. Atualmente, nesta area e com
estes farmacos, existem basicamente, trabalhos publicados pelo grupo (DIAS et al,
2005; DONATO, et al., 2006; ROSSI et al., 2007; DONATO et al., 2008). Neste
contexto e considerando que as substancias ativas estdo sendo sintetizadas no pais, por
laboratdrio nacional, este trabalho pretende deixar uma contribuicdo para o controle de
qualidades destes farmacos associados, disponibilizando informagfes importantes

como a elucidacéo dos principais produtos de degradacao.
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2. OBJETIVOS







Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consiste em desenvolver e validar metodologia
para controlar a qualidade, simular o perfil de dissolugdo do lopinavir in vitro baseado
nos dados in vivo e realizar estudos de estabilidade térmica, na forma farmacéutica
capsulas de gelatina mole. Para atingi-lo, o presente trabalho encontra-se distribuido

em seis capitulos, que tém como objetivos especificos:

1. Caracterizar a substancia quimica de referéncia lopinavir.

2. Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para o controle de qualidade do lopinavir e do ritonavir na forma

farmacéutica capsulas moles.

3. Desenvolver e validar método por espectrofotometria derivada para o controle

de qualidade do lopinavir e do ritonavir na forma farmacéutica capsulas moles.

4. Estabelecer o perfil de dissolucdo in vitro do lopinavir capsulas baseado nos

dados in vivo.

5. Realizar estudos de estabilidade acelerada no produto acabado e determinar a

cinética de reacao.

6. Isolar e identificar os principais produtos de degradacéo.






3. REVISAO GERAL







Reviséo geral

3.1 Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

A epidemia da SIDA, causada pelo HIV, é um dos maiores desafios ja
enfrentados pelos profissionais da salde. Caracteriza-se pela intensa replicacéo viral,
deplecéo de linfocitos T CD4 e imunodeficiéncia profunda. O estagio inicial da doenca
pode passar despercebido, pois aproximadamente metade dos infectados pelo HIV néo
desenvolvem sintomas durante a fase aguda, e estes séo semelhantes aos sintomas da
gripe. Duas a seis semanas ap0s 0 contagio é desencadeada a resposta imunoldgica
contra o virus, a qual controla a proliferagéo inicial do mesmo, mas ndo o elimina por
completo do organismo. Desta forma, desenvolve-se a infeccdo latente, com destruigéo
progressiva das células de defesa (principalmente dos linfocitos T CD4) do organismo.
Esse periodo €, na maior parte das vezes, assintomatico. Com a progressdo da infeccéo,
a pessoa fica mais suscetivel as doencas relacionadas & queda de imunidade *?
(RAFFANTI e HASS, 2003).

Quando o namero de linfocitos T CD4 situa-se abaixo de 200 células por mms,
considera-se que o individuo tem SIDA. Nesses pacientes, varias doencas podem se
manifestar, incluindo as "oportunistas” e outras relacionadas a SIDA. A descoberta da
doenca normalmente ocorre quando o paciente consulta um médico devido a uma
patologia relacionada & SIDA. O tempo médio desde a infeccdo pelo HIV até o
desenvolvimento da SIDA é de 10 anos. Aproximadamente 10% dos infectados
progridem para a doenca entre dois a trés anos apds a infeccdo, enquanto que
aproximadamente 10% apresentam numeros estaveis de células T CD4 e nenhum

sintoma ap6s 12 anos ou mais .

http:/;www.msd-brazil.com/content/patients/sua_saude/aids/informacao/doenca/html. Acesso em 29/02/2007.
*http://www.hivmedicine.com. Acesso em 29/07/2006.
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Reviséo geral

O diagnéstico do HIV é realizado através da pesquisa de anticorpos, deteccdo do
antigeno viral p24, técnicas de cultivo viral e testes de amplificacdo do genoma viral
(PCR). As principais vias de transmissdo sdo as relagdes sexuais, transfusdes de sangue
e hemoderivados, transmissdo vertical (da mée para o filho durante a gestacéo, parto
ou aleitamento), uso de seringas contaminadas, principalmente em usuarios de drogas

injetaveis e acidentes de trabalho®.

3.1.1 Estrutura e ciclo do HIV

O HIV (Figura 1) é um virus envelopado, possui duas moléculas de RNA e as
enzimas protease e transcriptase reversa dispostas no interior do capsidio o qual é
envolto por uma camada protéica. O envelope é composto por uma dupla camada de
fosfolipidios. A maioria dos retrovirus, caso do HIV, dependem dos trés genes para se

replicarem: grupo-antigénico, polimerase e envelope (gag, pol e env)®.

gpl120
gp 41
envelope viral

pl7
p24

protease

transcriptase reversa

RNA

Estrutura do virus da
imunodeficiéncia humana

Figura 1 Estrutura e organizacdo do HIV (adaptado do HIV/AIDS Information and
Prevention)”.

*http://hivmedicine.aidsportugal.com/r.htm. Acesso em 22/02/2007
*http://www.aids-india.org/hivbasic2.htm. Acesso em 28/05/2006
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Reviséo geral

O HIV infecta linfocitos CD4+, macréfagos e células dendriticas e através da
sua enzima transcriptase reversa, produz uma copia de DNA, o qual é incorporado no
material genético do hospedeiro pela integrase. Ocorre transcrigdo do RNA e a sintese
protéica, formando novos virus, 0s quais sob a acdo da protease, tornam-se infectantes.
Seu ciclo de vida celular sugere a existéncia de alvos potenciais para farmacos. Assim
os farmacos sdo dirigidos basicamente contra as enzimas transcriptase reversa e
protease. Apesar da importancia dos farmacos inibidores destas enzimas para a
sobrevivéncia dos soropositivos, novos inibidores que atuam em diversos etapas do
ciclo de replicacdo viral sdo urgentemente necessarios devido ao rapido
desenvolvimento de resisténcia do HIV atribuido a sua extensa diversidade genética.
Atualmente, farmacos com diferentes alvos estdo sendo desenvolvidos visando a inibir
diferentes pontos da replicacdo viral (RAFFANTI e HASS, 2003; SOUZA e
ALMEIDA, 2003; GUBERT, 2004).

Segundo ADAMSON e FREED (2008), o foco para o desenvolvimento dos
anti-retrovirais esta nos novos inibidores de trés fases de replicacdo viral: entrada do
virus na célula, integracdo do DNA viral no genoma celular e a maturacdo da particula

viral.

3.1.2 Farmacos anti-retrovirais

Os farmacos utilizados no tratamento do HIV/SIDA, encontram-se no Quadro 1
distribuidos de acordo com a sua classificacdo: inibidores nucleosidico e nucleotidico
da transcriptase reversa (INTR), inibidores ndo nucleosidico da transcriptase reversa
(INNTR), inibidores da protease (IP), inibidores da integrase (Il) e os inibidores de
entrada ou de fusdo (IE). Atualmente 12 novos farmacos estdo em estudos clinicos de

fase 11123,

'http://www.emea.europa.eu/, http://www.minsaude.gov/ e *http://en.wikipedia.org/wikj/antiretroviral_drug.
Acesso em 22.07.2008.
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Quadro 1. Farmacos anti-retrovirais. Adaptado de http//www.emea.europa.eu/; http://www.
minsaude.gov/ e http//en.wikipedia.org/wikj/antiretroviral_drug, acessados em 22.07.2008.

Substéncia ativa Abrev.  Nome comercial Forma farmacéutica Classe
Delavirdina® DLV  Rescriptor® comp.

Efavirenzo EFZ Sustiva®, Stocrin®® comp., céap., sol. oral

Etravirina T™MC Intelence® comp. INNTR
Nevirapina® NVP Viramune® comp., susp. oral

Abacavir ABC Ziagen® comp., sol. oral

Didanosina’ ddl Videx® , Didax® comp., p6 para sol. oral

Emtrecitabina FTC Emtriva® caps., sol. oral

Estavudina™® DAT Zerit® céps., pé para sol. oral.

Lamivudina® 3TC Epivir® Vudirax® comp., sol. oral INTR
Tenofovir TDF Viread® comp.

Zalcitabina® ddc Hivid® comp.

Zidovudina® AZT Retrovir®, Zidix ® comp., ¢&ps., inj., sol. oral

AZT+3TC Combivir® comp.

AZT+3TC+ABC Trizivir® comp.

EVF+FTC+TDF Atripla® comp., CAps.

ABC+3TC Kivexa® comp.

FTC+TDF Truvada® comp., Caps.

Atazanavir ATV Reyataz® caps., po parasol. oral

Fosamprenavir FPV Telzir® comp., susp oral

Indinavirt? IDV Crixivan® Caps.

Lopinavir+r LPVIr Kaletra® comp., caps., sol. oral IP
Nelfinavir NFV Viracept © comp., p6 para sol. oral

Ritonavir' RTV Norvir® caps., sol. oral

Saquinavir* sSQV Invirase®, Fortovase®  comp, caps.

Tipranavir TPV Aptivus® caps.

Darunavir DRV Prezista® comp.

Enfuvirtida T-20 Fuzeon® inj.

Maraviroc Celsentri® comp. IE
Raltegravir Isentress® comp. 1

comp. = comprimidos; caps. = capsulas; sol. oral = solucdo oral; susp. oral = suspenséo oral

Fabricado no Brasil pelos laboratérios estatais, “Raramente utilizado.
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3.2 Lopinavir e ritonavir (Kaletra®)

O ritonavir € denominado quimicamente de 5-[tiazolilmetil] [1S,2S,4S) -1-
benzil-2-hidrdxi-4-[[(2S)-3-metil-2-[[metil[[2-(1-metiletil)tiazol-4-i]Jmetil] carbamaoil]
amino] butanoil] amino]-5-fenilpentil carbamato, tem massa molecular de 720,95,
formula molecular Cj7HasNgOsS; € registro CAS 155213-67-5. E facilmente solGvel
em metanol e etanol, solivel em isopropanol e praticamente insolivel em agua. A
estrutura quimica é mostrada na Figura 2 identificando os quatro centros assimétricos;
é obtido por sintese estereoespecifica levando a formacdo do enantibmero de
configuragdo S,S,S,S. Alguns polimorfos do ritonavir sdo conhecidos, e s&o
referenciados como Tipo | e II. O Tipo Il é termodinamicamente mais estavel que o
Tipo I (EMEA, 2005). Segundo LAW e colaboradores (2004) o ritonavir tém valores

de pK,de 1,8 e 2,6 atribuidos aos nitrogénios fracamente basicos dos anéis tiazolicos.

O lopinavir € denominado [(1S, 3S, 4S)-4-[[(2,6 dimetilfenoxi) acetil] amino] -3-
hidréxi-5-fenil-1- (fenilmetil) pentil] tetraidro-a- (1-metiletil) 2-oxo-1 (2H) pirimidino
acetamida, tem registro CAS 192725-17-0, formula molecular Cz;H4N4Os e massa
628,82. E facilmente sollvel em metanol e etanol, solivel em isopropanol e
praticamente insoldvel em &gua. Possui quatro centros de assimetria e € tambeém
produzido por sintese estereoespecifica levando a formacdo do enantidmero de

configuracédo S,S,S,S. A estrutura quimica € mostrada na Figura 3.

O farmaco existe na forma amorfa e quatro diferentes formas cristalinas
denominadas Tipo I, Tipo Il, Tipo Il e Tipo IV. Os cristais do Tipo | caracterizam as
formas cristalinas hidratadas do lopinavir e subdivide-se em Tipo | hidratado que
contem aproximadamente 0,5 moléculas de &gua por molécula de lopinavir e Tipo |
mais hidratado que contém entre 1 a 1,8 molécula de agua por molécula de lopinavir. O
cristal do Tipo 1l é uma forma solvatada do farmaco. O Tipo Il compreende uma
forma cristalina solvatada e uma forma cristalina dessolvatada enquanto que o Tipo
IV caracteriza a forma cristalina ndo-solvatada do lopinavir (ABBOTT, 2001b). O

Kaletra® céapsulas moles de gelatina, contém a forma amorfa e cristais do Tipo |
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(EMEA, 2005). Segundo LAWNAY e colaboradores (2004), o lopinavir € um &cido

fraco.
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Figura 2 Estrutura quimica do ritonavir
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Figura 3 Estrutura quimica do lopinavir

3.2.1 Atividade anti-retroviral

O lopinavir € um inibidor da protease do HIV, estruturalmente semelhante ao

ritonavir. Estudos in vitro mostram que o lopinavir € 10 vezes mais potente contra o
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HIV na presenca de soro humano quando comparado ao ritonavir. Na auséncia de
plasma humano a concentracgéo efetiva 50% (CEsg) do lopinavir foi de 0,017 uM e do
ritonavir 0,068 uM (RAFFANTI e HASS, 2003; ABBOTT, 2001a).

Combinacdo terapéutica de anti-retrovirais que inclui o lopinavir+ritonavir
produz adequada e duravel supressdo da carga viral e aumento de células CDA4+,
conforme demonstrado em ensaio aleatorio, realizado em criangas e adultos né&o
submetidos e previamente submetidos ao tratamento com anti-retrovirais
(CVETKOVIC e GOA, 2003).

A pequena quantidade de ritonavir presente na dose clinica padréo (400/100 mg
lopinavir/ritonavir duas vezes ao dia) da formulacdo, ndo contribui diretamente para a
atividade anti-retroviral. O lopinavir € intensamente metabolizado pelo CYP3A,
produzindo baixas concentracdes sistémicas quando utilizado isoladamente. O ritonavir
é um potente inibidor do CYP3A. Assim, o componente da associacdo, ritonavir, esta
presente unicamente para elevar e manter os niveis plasmaticos do lopinavir
(CORBETT et al., 2002; RAFFANTI e HASS, 2003; ABBOTT, 2001a).

3.2.2 Mecanismo de agao

O lopinavir liga-se reversivelmente no sitio ativo da protease do HIV, inibindo o
processamento de polipeptideos e a subsequente maturacdo do virus. Esta inibicao
evita a clivagem da poliproteina gag-pol produzindo virus imaturos, incapazes de
infectar outras células (RAFFANTI e HASS, 2003).

3.2.3 Farmacocinética

Pesquisas evidenciam que ritonavir em quantidades significativamente abaixo
da dose terapéutica é comumente utilizado na pratica clinica para aumentar a

concentracdo minima (C,,) e prolongar o tempo de meia-vida (t,,) de outros IPs. O
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aumento da C,, reduz as chances do desenvolvimento da resisténcia ao farmaco,
enquanto que o aumento do tempo de meia-vida reduz a frequiéncia entre as doses, 0

que pode melhorar a adeséo do paciente ao tratamento (DHHS, 2006).

Estudos com lopinavir em modelos animais demonstraram que baixas
concentracdes plasmaticas foram obtidas ap6s sua administracédo oral; contudo, quando
co-administrado com ritonavir, as concentragfes plasmaticas aumentaram
substancialmente (Figura 4). Varios estudos farmacocinéticos em humanos

apresentaram comportamento semelhante ao dos modelos animais (ABBOTT, 2001a).
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*Sem ritonavir

Figura 4 ConcentracBes plasmaticas obtidas apds administragdo do lopinavir (LPV) e
indinavir (IDV) administrados isoladamente e quando co-administrados com ritonavir (RTV),
em ratos (Adaptado do modelo da Abbott, 2001a).

Na fase de equilibrio, o lopinavir tem uma ligacdo as proteinas plasmaticas de
99%; liga-se principalmente a glicoproteina al-acida. Sofre biotransformacéo hepatica
via CYP3A, formando cerca de 13 metabolitos. O ritonavir € um inibidor desta
isoenzima, interferindo na biotransformacdo do lopinavir e aumentando sua

concentragdo. In vitro, produz inibicdo da CYP2D6, num grau menor que da CYP3A.
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O tempo de meia-vida é de 5 a 6 horas e a depuracdo é de 6 a 7 I/h (ABBOTT, 2001a;
FRANCA, 2008).

3.2.4 Efeitos adversos — toxicidade

Os efeitos adversos mais freqiientemente reportados ao lopinavir+ritonavir
incluem dor abdominal, astenia, diarréia, flatuléncia, dor de cabeca, insdnia, nduseas e
vomitos. As anormalidades laboratoriais mais comuns consistem em elevacdes dos
niveis de colesterol e de triglicerideos (RAFFANTI e HASS, 2003).

Lipodistrofia, hipertrigliceridemia, hipocolesterolemia, resisténcia a insulina e
diabetes melito tém sido amplamente reportados em pacientes tratados com regimes
anti-retrovirais contendo IPs. A dislipidemia ocorre em mais de 70-80% dos pacientes
HIV - positivos submetidos a terapia ARV potente, e pode estar associada a todos 0s
IPs disponiveis, apesar da hipertrigliceridemia aparecer mais freqlientemente em
pacientes tratados com ritonavir e saquinavir ou lopinavir+ritonavir (CALZA et al.,
2004).

3.2.5 Usos e preparacdes farmacéuticas

A combinacdo lopinavir+ritonavir esta indicada para o tratamento das infec¢oes
pelo HIV em combinagdo com outros anti-retrovirais em adultos e criangas
(RAFFANTI e HASS, 2003; FRANCA, 2008). A associacdo lopinavir+ritonavir
encontra-se disponivel em capsulas de gelatina mole, solucdo oral e, em 2005, foi

aprovada a forma farmacéutica comprimidos revestidos, todas sob 0 nome de Kaletra®.

Cada cépsula contém 133,3 mg de lopinavir e 33,3 mg de ritonavir, tendo como
excipientes gelatina, glicerina, acido oléico, oleo de ricino polietoxilado (polioxil 35),
propilenoglicol, sorbitol, didxido de titanio, corante amarelo crepusculo e agua. Esta
formulacdo € um exemplo de sistema auto-emulsionante para liberacdo de farmacos;
apresenta-se em frascos contendo 180 capsulas. Cada mililitro da solucdo oral contém
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80 mg de lopinavir e 20 mg de ritonavir e cada comprimido revestido contém 200 mg
de lopinavir e 50 mg de ritonavir (EMEA, 2005; EMEA, 2006).

3.2.6 Doses e administragao

A dose recomendada para adultos € de 400/100 mg de lopinavir/ritonavir,
correspondente a trés capsulas ou 5,0 ml da solucédo oral ou a 2 comprimidos revestidos
duas vezes ao dia. As formas farmacéuticas capsulas de gelatina e solugdo oral devem
ser ingeridas com alimentos. O aumento da dose para 533/133 mg (4 céapsulas ou 6,5
ml) duas vezes ao dia deve ser considerada quando for administrada com efavirenzo ou
nevirapina. Para criangas com mais de seis meses € menos de 12 anos e com peso entre
7 e menos de 15 Kg, a dose recomendada é de 12/3 mg de lopinavir/ritonavir, duas

vezes ao dia; para criancas de 15 a 40 Kg, 10/2,5 mg. A dose méxima recomendada é

de 400/100 mg, duas vezes ao dia (EMEA, 2006; FRANCA, 2008).

3.2.7 Contra-indicacdes

E contra-indicado em pacientes com hipersensibilidade & associagio
lopinavir+ritonavir, periodos de gestacdo e lactacdo, e em criangas menores de seis
meses de idade. N&o deve ser administrado concomitantemente com farmacos
biotransformados preferencialmente pelo sistema enzimatico CYP3A e CYP2D6, como
flecainida, propafenona, astemizol, terfenadina, diidroergotamina e derivados,
cisaprida, pimozida, midazolam, triazolam, lovastatina, sinvastatina e Hypericum
perforatum (FRANCA, 2008).

3.2.8 InteragOes medicamentosas

O uso concomitante de farmacos biotransformados pelo sistema isoenzimético
CYP3A com lopinavir+ritonavir podera elevar as concentragdes plasmaticas daqueles.
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Indutores da CYP3A podem aumentar a depuracdo do lopinavir com a consequente

diminuicdo da sua concentracdo plasmatica (FRANCA, 2008).

Lopinavir+ritonavir causa significante reducdo da &rea sob a curva (ASC) do
etinilestradiol (43%). Pacientes em tratamento com lopinavir+ritonavir e que fazem uso
de contraceptivos orais devem buscar métodos contraceptivos adicionais ou
alternativos. Os inibidores da HMG-CoA redutase ndo tém efeito farmacocinético
significativo no lopinavir. Contudo LPV/r aumenta aproximadamente 5 a 6 vezes o
Cmax € @ ASC da atorvastatina, a qual é metabolizada pela CYP3A (ABBOTT, 2001a;
FRANCA, 2008).

3.2.9 Armazenamento

Cépsulas de gelatina mole e solucdo oral devem ser armazenadas em geladeira
(2 a8 °C) até a dispensacdo. Apds dispensacdo, podem ser mantidas a temperatura
ambiente até 25 °C, se forem consumidas dentro de dois meses. Deve-se evitar a
exposi¢cdo ao calor excessivo. Os comprimidos revestidos ndo requerem refrigeracéo
(EMEA, 2005; EMEA, 2006).
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CAPITULO 1
Analise qualitativa do lopinavir SQR







Andlise qualitativa

1.1 INTRODUCAO

Os testes de identificagdo e caracterizagdo fazem parte das farmacopéias,
visando a assegurar a identidade e a qualidade da substancia ativa e do produto
acabado. Os principais métodos de identificagdo preconizados pelas farmacopéias,
baseados nas caracteristicas intrinsecas de cada farmaco, sdo a cromatografia em
camada delgada, espectro de absor¢do no ultravioleta, espectro de absor¢cdo no

infravermelho, determinacao do poder rotatdrio e determinacao do ponto de fusdo.

Considerando que ndo foram encontrados dados publicados sobre o controle de
qualidade da substancia ativa lopinavir, este capitulo objetiva desenvolver métodos de
analise qualitativos para o controle de qualidade desta substincia ativa. M¢étodos
qualitativos para o controle de qualidade da substidncia ativa ritonavir foram

previamente desenvolvidos por DIAS (2006).
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Amostras e substancias quimicas de referéncia (SQRS)

Capsulas de gelatina mole contendo 133,3 mg de lopinavir e 33,3 mg de
ritonavir, nome comercial Kaletra®, apresentadas em frascos contendo 180 unidades,
produzidas pelo laboratorio Abbott foram utilizadas como amostra. O Kaletra® lote
n® 155282E21, com vencimento em mar¢o de 2006 ¢ lote 330962E21 com vencimento
em outubro/2007 foram obtidos junto a Secretaria Estadual de Satde/RS — Sec¢ado
Estadual de Controle das DST/AIDS e foram utilizados em todos os experimentos
realizados. As SQRs do ritonavir, lote 1022/03, com pureza de 99,5% e do lopinavir,
lote 1348/03 com pureza de 98,7%, foram gentilmente cedidas pela Cristalia Produtos

Quimicos e Farmacéuticos Ltda.

1.2.2 Caracterizacao e identificacdo do lopinavir SQR

1.2.2.1 Poder rotatdrio especifico

2 C e e
oc|D0, do lopinavir foi efetuada

A determinacao do poder rotatorio especifico,

em polarimetro PERKIN Elmer 341, no comprimento de onda da raia D de sodio, A =
489,3 nm, a 20 £+ 0,5 °C, utilizando cubeta de 1 dm de caminho 6ptico. Cinco leituras
foram efetuadas em solu¢do metanolica de lopinavir a 2,0% (p/V), com o equipamento
previamente zerado com metanol. O poder rotatério especifico foi determinado pela

Equagdo 1.1 (F. BRAS. 1V),

20 100
|a|D - Ic (1.1)
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onde | e ¢ sdo respectivamente, o comprimento da cubeta do polarimetro, em decimetro

¢ a concentragdo da substancia em percentagem p/V.

1.2.2.2 Espectroscopia na regido do ultravioleta (UV)

Os maximos de absor¢dao na regido do UV foram determinados em solugdes
metanodlicas das SQRs de lopinavir e de ritonavir, separadamente, cada uma contendo
10 ug mI™. Os espectros foram tragados em espectrofotometro UV/VIS Shimadzu UV-
1601 PC, microprocessado. Foram obtidos, também, espectros das SQRs de lopinavir e

ritonavir, em diferentes solventes: HCI 1 M, NaOH 0,01 M e 0,1 M.

1.2.2.3 Espectroscopia na regiéo do infravermelho (1V)

O espectro de infravermelho foi obtido em espectrofotometro Perkin Elmer FT-
IR System, Spectrum V5.3, através da dispersdao de 1,6 mg da SQR de lopinavir em

150 mg de brometo de potassio e posterior obtengdo da pastilha.

1.2.2.4 Ponto de fusao

O ponto de fusdo do lopinavir foi determinado pelo método do capilar, em
equipamento Mettler Toledo, FP 90. A amostra foi compactada em tubo capilar com
diametro de 1 mm e 6 cm de comprimento. Aproximadamente 5 mm do capilar foram
preenchidos com a amostra. O equipamento foi previamente calibrado com a SQR
benzil, com ponto de fusdao de 96 °C. Entre 80 °C e 110 °C o incremento de

temperatura foi de 1 °C por minuto. O ensaio foi realizado em duplicata.

1.2.2.5 Calorimetria exploratoria diferencial

A SQR do lopinavir foi submetida a calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

utilizando equipamento SHIMADZU DSC-60 com integrador THERMAL
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ANALYZER TA-60WS e controlador de fluxo FC-60A. A curva de DSC foi obtida
sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 ml min™, razio de aquecimento de
10 °C min™, na faixa de temperatura de 0 a 120 °C, empregando capsula de aluminio
fechada contendo 1,20 mg de lopinavir. Este ensaio foi realizado no Laboratorio da

Central Analitica da Faculdade de Farmacia da UFRGS.

1.2.2.6 Difracéo por Raios-X

Este ensaio foi realizado no Instituto de Geociéncias da UFRGS. A difracao por
raios X da SQR do lopinavir foi realizada em Difratometro D5000, Siemens, anodo de
cobre, energia de 25 mA e 40 Kv. O intervalo de varredura foi de 2° a 72° 26, com
passo de 0,02° 26 por segundo e foi utilizado 1 g de lopinavir SQR. A obtencao e
analise dos dados foram efetuadas pelo programa Diffrac Plus Evaluation, Brucker-axs,

versao 7.0.

Os valores de d foram calculados com base no angulo 26, utilizando a Equacao
1.2, de Bragg, onde n é a ordem de difragdo, d, a distancia entre os planos atdmicos, 6
o angulo onde ha interferéncia coerente € A o comprimento de onda da radiagcdo por

Raios-X (CuKa = 1,54 A) utilizado (SURYANARAYANAN, 1995; ABDOU, 2000).

nA = 2dsend (1.2)

1.2.2.7 Microscopia eletronica de varredura

A SQR do lopinavir foi submetida a microscopia eletronica de varredura
(MEV). Na MEV uma pequena quantidade de lopinavir foi uniformemente pulverizada
sobre fita condutora de carbono dupla face, presa a suporte metdlico de
aproximadamente 8 mm de didmetro. A amostra foi metalizada com ouro 18 quilates,

24 horas antes da andlise. A imagem topografica dos cristais foi obtida utilizando
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equipamento MEV JEOL, modelo JSM 6060, do Centro de Microscopia Eletronica da
UFRGS.

1.2.2.8 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram utilizadas cromatoplacas de gel de silica 60 F254, Merck. Com auxilio de
um capilar aferido, 6 ul de cada solugdo metanolica, ritonavir e lopinavir, ambas na
concentragdo de 4 mg ml”', foram separadamente aplicadas. A cromatoplaca foi
transferida para a cuba cromatografica previamente saturada com a fase eluente. Apds
o desenvolvimento do cromatograma a cromatoplaca foi deixada a temperatura
ambiente para a evaporacao do solvente e revelada com lampada de raios ultravioleta,
no comprimento de onda de 254 nm. Foram calculados, para cada substancia, o valor
do fator de reten¢do, R¢, através da Equagdo 1.3, onde, dg ¢ a distancia percorrida pela

substancia e dy, € a distancia percorrida pela fase movel.

R, = S 1.3
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Rotacao especifica

A atividade dptica ¢ uma funcao da estrutura quimica do composto. A estrutura
do lopinavir apresenta quatro centros assimétricos, apresentando, portanto, atividade
optica, ou seja, tém a propriedade de desviar o plano da luz polarizada quando esta
passa através da solugdo que o contém. E utilizada para estabelecer a pureza ¢ a
identidade do composto. A rotacao especifica média da SQR do lopinavir foi de - 22,2
+ 0,7 (DPR), em metanol.

1.3.2 Espectroscopia na regiéao do ultravioleta (UV)

Lopinavir e ritonavir, em metanol, mostram maximos no comprimento de onda
de 202 nm, atribuidos as transi¢des eletronicas do anel aromatico. Em ambos os
farmacos, nao foram observadas as transi¢des caracteristicas do aromatico na regiao de
254 nm. O ritonavir apresentou ainda, dois maximos de absor¢ao, um em 226 e outro
em 239 nm. A Figura 1.1 mostra os espectros das solu¢des metanolicas das SQRs do

lopinavir e do ritonavir, ambas na concentragio de 10 pg ml ™.

O efeito de diferentes solventes tanto no deslocamento quanto na intensidade da
absor¢do, foi avaliado, separadamente, em solu¢des das SQRs do lopinavir e do
ritonavir. Em solucdo de HCl 0,1 M o lopinavir apresentou um leve deslocamento
hipsocromico ¢ um leve efeito hipocromico, quando comparado com o espectro da
solucao metandlica. Solugdes de hidroxido de sddio deslocam o espectro de absorgao
para a regido do vermelho e provocam efeito hipocromico. Esses efeitos sdo

acentuados pelo aumento da concentracdo do NaOH, conforme ilustrado na Figura 1.2,
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podendo ser os mesmos atribuidos a ionizacao do (s) grupos amidicos do lopinavir, em

pH baésico.

1.20

202

LPY

202
RTY

238

0,00 I I
2000 2400 2800

Figura 1.1 Espectro de absor¢ao no UV referentes as solu¢des metandlicas das SQRs de LPV
10 pg ml™ e de RTV 10 pg ml™', com seus maximos de absorgao.

1,00 120
LOPINAVIR RITONAVIR

0.00 \

2400 260,0 280.0 200,0 2200 2400 260,0 280,0
X (nm) * (nm)

Figura 1.2 Espectros de absor¢@o na regido do UV das solugdes das SQRs de lopinavir e
ritonavir, ambos na concentragdo de 10 pg ml™" em (A) metanol, (B) HCI 0,1 M, (C) NaOH
0,01 M e (D) NaOH 0,1 M.

Os espectros de absor¢do do ritonavir, em solugdo de HCI 0,1 M e NaOH 0,01
M apresentaram um pequeno deslocamento batocromico € um pequeno efeito
hipsocromico, quando comparada com o espectro obtido com a solugdo metanolica.
Esses efeitos sdo um pouco mais acentuados na solugdo de NaOH 0,01 M. Em solugdo

33



Andlise qualitativa

de NaOH 0,1 M o espectro de absor¢ao do ritonavir apresenta um acentuado
deslocamento para o vermelho e um acentuado aumento da intensidade de absorc¢ao.
Nos estudos de degradacao forcada, realizados por CLAE, este maximo de absorc¢ao

corresponde a um produto de degradagdo do ritonavir.

1.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Método de identificagdo dos compostos organicos por exceléncia, tem a
capacidade de diferenciar substancias com pequenas diferengas estruturais, com
excecdo dos isdomeros Opticos. Assim, fatores como polimorfos, hidratos e solvatos
podem originar diferengas no espectro de infravermelho (F.BRAS. IV; STUART,
2004; SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000 ).

O espectro de infravermelho da SQR do lopinavir pode ser visualizado na
Figura 1.3 e as bandas de absor¢do caracteristicas € suas possiveis atribuicdes
(NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000; PAVIA et
al., 2001; STUART, 2004), encontram-se no Quadro 1.1. Na Figura 1.9 do Anexo,
encontra-se o espectro de infravermelho para o cristal Tipo I mais hidratado do

lopinavir, obtido da literatura (ABBOTT, 2001).

Considerando-se que a correlagdo entre as bandas de absor¢ao de uma amostra
desconhecida com as de uma amostra padrdao constitui uma prova de identificagdo, € o
resultados obtidos pelos outros métodos de identificacio do lopinavir em estudo,
podemos inferir que a SQR do lopinavir estudada ¢ do Tipo I mais hidratado. Segundo
a ABBOTT (2001) e em concordancia com a literatura, o espectro de infravermelho do
lopinavir no estado sélido ¢ um método de caracterizagdo e diferenciagao das
diferentes formas cristalinas. A principal caracteristica que os diferencia ¢ a posi¢ao da

banda da carbonila da amida.
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Figura 1.3 Espectro na regido do infravermelho para a SQR de lopinavir em KBr, obtido
utilizando espectrometro Perkin Elmer FT-IR System.

Quadro 1.1 Freqiiéncias de absor¢do das bandas caracteristicas no infravermelho para o
lopinavir e suas respectivas atribuigdes.

Freqﬁé_?cia Atribui¢des*

(cm™)
3375 Estiramento N-H de amida sobreposta ao estiramento O-H
3028 Estiramento C-H de anel aromatico
2962 Estiramento assimétrico de C-H de alcano
2872 Estiramento simétrico de C-H de alcano
1652 Deformacao axial C=0 da amida (Amida banda I)
1527 Deformagao N-H misturado com estiramento C-N da amida (Amida banda II)
1451 Estiramento C === C do anel aromatico
1308 Estiramento C-N misturado com deformagdo N-H da amida (Amida banda III)
1195 Estiramento assimétrico Ar-O-R
1092 Estiramento C-O de alcool secundario
1056 Estiramento simétrico Ar-O-R

702-768 Deformacdo C-H do anel aromatico

*NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000; PAVIA et al., 2001; STUART, 2004.
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1.3.4 Calorimetria exploratoria diferencial e ponto de fuséo

A calorimetria exploratdria diferencial (DSC) mede a diferenca entre os fluxos
de calor de uma amostra e de uma célula de referéncia que estdo sujeitas a esquema de
temperatura controlada, possibilitando avaliar os efeitos térmicos caracterizados por
mudancas na entalpia, como ponto de fusdo, cristalizagdo, transigoes solido-solido e

degradacao quimica (MOTHE ¢ AZEVEDO, 2002; SKOOG et al, 2002).

Considerando que muitos compostos podem cristalizar em mais de uma forma
cristalina, a DSC ¢ uma ferramenta util para identificacdo dessas espécies, em algumas
situagdes, pelo simples estudo do ponto de fusdo. Por outro lado, em muitos casos,
esta técnica ndo ¢ capaz de diferenciar polimorfo do ruido de repetidas medigdes,
indicando que a auséncia de diferenga no ponto de fusdo ndo indica necessariamente a
auséncia de efeitos polimorficos. Nos estudos de polimorfismo, métodos térmicos, em
particular a DSC, tém sido utilizados como método suporte na identificacdo e

caracterizacao destas formas cristalinas (CRAIG, 2006).

Os termogramas da Figura 1.4 caracterizam o comportamento térmico do
lopinavir submetido ao aquecimento (A) e resfriado e submetido novamente ao
aquecimento (B). No primeiro aquecimento, a endoterma com temperatura de onset de
73,04 °C refere-se a perda de dgua e a proéxima endoterma representa o ponto de fusao
do lopinavir, caracterizado pela temperatura de onset em 95,46 °C com um consumo de
38,80 J/g de energia. No segundo aquecimento, a curva de DSC mostra a transigao
vitrea do lopinavir, endoterma referente a entalpia de relaxacdo. Nenhum evento de
degradacao da amostra foi verificado nos termogramas, na faixa de temperatura do
experimento. Nao foi encontrado na literatura o termograma para esta forma cristalina
do lopinavir. Os dados obtidos pela DSC sdo apresentados no Quadro 1.2. O ponto de
fusdo médio do lopinavir (£ DPR), obtido por método capilar, foi de 95,7 °C (£ 0,56),
em conformidade ao obtido pela DSC. Oportuno aqui ressaltar a importancia da DSC
considerando que ela permite verificar os demais eventos térmicos que ocorrem na

amostra durante o experimento.
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Figura 1.4 Termogramas do lopinavir SQR referentes ao primeiro aquecimento (A) e ao
segundo aquecimento (B), obtidos com equipamento SHIMADZU DSC-60, atmosfera inerte
de nitrogénio e velocidade de aquecimento de 10 °C min™".

Quadro 1.2 - Dados obtidos por DSC para o lopinavir.

Termograma  Endoterma 'Onset (°C) Peak (°C)  ’Endset (°C)  “Heat (J/g)

A 1 73,04 82,93 87,58 4,26
2 95,46 101,80 109,91 38,80
B 3 temperatura de transigdo vitrea: 85,19 °C

A: primeiro aquecimento; B: segundo aquecimento; ' inicio da fusdo;  final da fusdo; “valor de
entalpia (AH).

1.3.5 Difracao por Raios-X (DRX)

O difratograma de um cristal permite a identificacdo da espécie baseado nas
posicdes (20) e nas intensidades dos picos, quando comparado com um padrdo. As
intensidades dos picos dependem do ordenamento das moléculas e os angulos
dependem dos espagos interplanares da rede cristalina; os valores de d, calculados pela
equagao de Bragg, dependem das dimensdes da estrutura. Neste contexto, todas as

reflexdes de raios X de um cristal dependem apenas das dimensdes da célula unitaria,
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menor por¢do do cristal (LIEN e KENNON, 2000; BLEICHER e SASAKI, 2000;
NEWMAN e STAHLY, 2002).

Analisando os difratogramas apresentados nas Figuras 1.5 e 1.6,
respectivamente para a SQR de lopinavir estudada e para o cristal Tipo I mais
hidratado do lopinavir obtido da literatura (ABBOTT 2001), infere-se que a SQR
analisada ¢ do Tipo I mais hidratado baseado nas posigdes dos angulos 2-Theta dos
respectivos difratogramas, cujos valores sdo apresentados no Quadro 1.2 do Anexo.
Cabe salientar que os difratogramas visualizados na literatura, para as quatro diferentes
formas cristalinas sdo distintos, inclusive para o Tipo I hidratado e Tipo I mais
hidratado do lopinavir, fazendo da DRX o método de escolha para caracterizar

polimorfos, solvatos e hidratos.

O cristal Tipo I mais hidratado do lopinavir apresenta sistema cristalino
monoclinico (ABBOTT 2001). O que diferencia este tipo de célula dos demais
sistemas cristalinos  (ctbico, tetragonal, ortorrdmbico, hexagonal, romboédrico,
triclinico) € a relag@o entre os parametros de rede, que compreedem o comprimento dos
trés eixos cristalograficos (a, b, ¢) e seus angulos (o, B, y). O conhecimento dos
pardmetros de rede, determinam a estrutura do cristal, pois 0 mesmo ¢ composto do
“empacotamento” dessas células. (SURYANARAYANAN, 1995; BRITTAIN, 2001;
NEWMAN e STAHLY, 2002).

No caso do sistema cristalino monoclinico, a #b # c; a =7 =90 °C, > 90 °C;
cristais de faces assimétricas sdo mais soliveis quando comparados aos simétricos, de
mesmo tamanho. Segundo SURYANARAYANAN (1995), na area farmacéutica, sao

comumente encontrados os sistemas triclinico, monoclinico e ortorrombico.

Alteragdes como interconversdo de polimorfos, dessolvatagdo de solvatos,
desidratacdo de hidratos e ou a formagao de hidratos, sdo possiveis de ocorrer nestas
formas cristalinas. Estas alteracdes podem modificar as propriedades fisico-quimicas
podendo conseqiientemente alterar a biodisponibilidade do farmaco (VIPPAGUNTA,

2001) solido se a solubilidade for o fator limitante da velocidade de absorgao.
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Figura 1.5 Difratograma da SQR lopinavir obtido utilizando difratdmetro D5000, Siemens,
anodo de cobre, energia de 25 mA e 40 Kv, intervalo de varredura de 2° a 72° 20, com passo
de 0,02° 20 por segundo.
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Figura 1.6 Difratograma da forma cristalina Tipo I mais hidratada do lopinavir obtido em
Difratometro Bruker SMART (ABBOTT, 2001).
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1.3.6 Microscopia eletrénica de varredura

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) encontra grande aplicabilidade
no desenvolvimento de novos materiais ou substancias em diversas areas, pois tem a
capacidade de fornecer detalhes das caracteristicas microestruturais A imagem dos

cristais do lopinavir SQR obtida pela MEV ¢é mostrada na Figura 1.7.

£

~ foi P

-

L

Figura 1.7 Imagem da SQR do lopinavir, obtida pela MEV, marca JEOL, modelo JSM 6060.

Observa-se basicamente a presenga de cristais menores de formato irregular e
de cristais retangulares de tamanho maior com formato regular. O tamanho e a forma
do cristal sdo fatores importantes a serem considerados, em virtude da solubilidade,
considerando que o aumento da area superficial aumenta a velocidade de dissolugdo do

farmaco.

1.3.7 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A comparagao dos valores de Rf da amostra com os do padrao ¢ um método

qualitativo, visto que sob as mesmas condi¢des cromatograficas, um dado composto
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percorre uma distancia fixa em relagdao a distancia percorrida pelo solvente. Assim, a
CCD pode auxiliar na identificacdo de substancias (WATSON, 2005). A Figura 1.8
mostra a cromatoplaca das SQRs. O valor de Rx (Rf do lopinavir/Rf do ritonavir)
obtido foi de 1,1 utilizando fase movel constituida de diclorometano:éter:metanol:
agua:trietilamina (75:15:8:1:0,1 V/V/V/V). A revelacao foi efetuada com lampada de
UV em 254 nm. O sistema eluente utilizado ¢ semelhante ao utilizado por WATSON

(2005) para a identificacao de hormonios esteroides.

RTV LPV

Figura 1.8 CCD do ritonavir e lopinavir SQRs, obtida utilizando placa de gel de silica 60 Fas4
e fase movel constituida de diclorometano:éter:metanol:agua:trietilamina (75:15:8:1: 0,1
V/V/V/V) e revelagao com lampada de UV 254 nm.
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1.4 CONCLUSOES

A SQR do lopinavir estudada ¢ compativel com o cristal Tipo I mais hidratado

com sistema cristalino monoclinico.

O espectro de IV da SQR do lopinavir estudado ¢ compativel com o cristal Tipo

I mais hidratado.
A SQR do lopinavir funde a 95,5 °C e nao apresenta evento de degradagao
quimica nas condigoes utilizadas na DSC. No método capilar, a SQR funde a

95,7 °C.

A CCD desenvolvida pode ser utilizada para identificagdo do lopinavir e do

ritonavir SQRs.
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CAPITULO 2
Método por CLAE para determinacdo do lopinavir e do ritonavir em cépsulas de
gelatina







Cromatografia liquida de alta eficiéncia

2.1 INTRODUCAO

O uso da CLAE permite a analise quantitativa de misturas e possibilita verificar
possiveis produtos de degradacdo, sendo, portanto, amplamente utilizado no controle
de qualidade de farmacos e medicamentos. Segundo WATSON (2005), a combinacgéo
CLAE monitorada pela deteccdo ultravioleta origina métodos precisos, exatos e
especificos, sendo 0 método de escolha para este propésito. Na indudstria farmacéutica,
constitui a principal ferramenta analitica nos estagios de descobrimento,
desenvolvimento e producdo de medicamentos (KAZAKEVICH e LOBRUTTO,
2007).

O uso de detector de arranjo de fotodiodos (DAD) permite calcular a pureza dos
picos cromatograficos, fator importante a ser considerado, pois um pico
cromatografico, aparentemente de apenas um componente, pode ser devido a mais de
um composto. Assim, 0 uso do DAD, é de fundamental importancia na validacdo de
métodos por CLAE, pois permite inferir que um determinado pico cromatogréafico

refere-se aquela substancia, sem interferentes (WATSON, 2005).

Véarios métodos por CLAE para a determinacdo do lopinavir+ritonavir em
plasma, em associacdo com outros anti-retrovirais, foram publicados (Quadro 2.1).
Contudo, a maioria desses métodos ndo é pratica para a rotina de analises. DIAS e
colaboradores (2005) desenvolveram um método simples e indicativo de estabilidade
para a determinacdo do ritonavir na forma farmacéutica, contudo, o método néo inclui
o lopinavir. Assim, o objetivo deste Capitulo € desenvolver e validar um método
simples, rapido e indicativo de estabilidade, por CLAE, para a determinacdo da
associacdo LPV/RTV em cépsulas de gelatina mole, na presenca de seus produtos de
degradacéo, visando a utiliza-lo no controle de qualidade, nos estudos de dissolucdo in

vitro e nos estudos de degradacéo acelerada.
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2.2 REVISAO

2.2.1 Determinag0des quantitativas

Os métodos

lopinavir+ritonavir,

encontrados na literatura, para

a

quantificacdo do

referem-se basicamente a métodos utilizados em estudos

farmacocinéticos os quais determinam o lopinavir e o ritonavir em associacdo com

outros ARVS, em plasma humano, por CLAE. O Quadro 2.1 mostra alguns exemplos

da cromatografia em fase reversa, utilizada na determinacédo de anti-retrovirais.

Quadro 2.1 — Métodos utilizados para a determinacdo simultdnea de anti-retrovirais, por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia, em plasma humano e na forma farmacéutica.

ANTI- COLUNA/ FASE MOVEL / A (nm) AUTORES
RETROVIRAIS TEMPERATURA VAZAO
APV, IDV, acetonitrila: tampé&o fosfato 50 215
LPV,NFV,RTV, C18 mM pH 5, 65 240 TITIER et al., 2002
SQV, EFV,NPV sistema gradiente 260
1,0 ml min*
Phenomenex  Luna acetonitrila: tampéo fosfato de
IDV, RTV, LPV fenilexil (250 mm x potéssio 10 mM (50:50) 210 RAY et al., 2002
46mmD.l) 40°C 1,0mlmin®
140 ml acetonitrila
IDV, APV, RTV, Nova-Pak C18 (150 75 pl de trietilamina 210 JUSTESEN et al.,
LPV, SQV,NFV  mmx3,9mmD.l,) 160 ml de tampédo fosfato de 239 2003
e M8 s6dio 5 mM pH 5,0.
1 ml min
APV, IDV, LPV, Xterra® C18 (150 acetonitrila: 210
NFV, RTV, SQV, mmx 3,9 mm D.I, 5 3-cicloexilamino-1-acido 320 FAUX etal., 2003

EFV, NVP

Hm)

propanossulfonico pH 10,5
(37: 63)
1,5 ml min™*

48



Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Quadro 2.1 Continuagéo

ANTI- COLUNA/ FASE MOVEL / A (nm) AUTORES
RETROVIRAIS TEMPERATURA VAZAO
APV, RTV, IDV, Discovery® C8 (250 tampdo fosfato de potassio 25
SQV, NFV, EFV, mm x 4,6 mm D.l., 5 mm pH 3,1: acetonitrila: TURNER etal.,
DLV, LPV, M8 pm) metanol 210 2003
27 °C sistema gradiente
1,5 ml min™
EMC, TFV tampdo fosfato pH 5,7
Varian C18 (250 mm  metanol 280 REZK et al., 2005
x4,6 mmD.l.,5um) sistema gradiente 259
1,0 ml min*
LiChrospher® 100 tamp&o de dibutilaménio pH
IDV* (250 mm x 4,0 mm 6,5 e acetonitrila (55:45) 260 SILVA et al., 2005
D.I1.,55 um, Merck.)
40 °C
RTV C8(125x 4,6 mm, 5 &gua:metanol (67:33) pH 6,0 210 DIAS et al., 2005
pm, Merck)
RTV* C18 (150 x 4,6, acetonitrila:agua:metanol 210 ROSSI et al., 2007

5 um, Phenomenex®)

(53: 40:7)

APV, amprenavir; IDV, indinavir; LPV, lopinavir; RTV, ritonavir; NFV, nelfinavir; SQV, saquinavir; EFV,

evafirenzo; EMC, emtricitabina; TVF, tenofovir; M8, metabolito do nelfinavir.

*estudos de dissolugdo

Recentemente SESHACHALAM e colaboradores (2007) publicaram método

por CLAE para determinacdo da associacdo lopinavir/ritonavir na matéria-prima e

produto acabado, na presenca de impurezas e produtos de degradacdo. O método utiliza

coluna C8 (Symmetry Shield RP8, 150 x 4.6 mm, 5 um) e fase mével constituida de

tampao fosfato 50 mM, acetonitrila e metanol (40:50:10).
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Amostra e substéancias quimicas de referéncia (SQR)

As amostras de Kaletra® e SQRs utilizadas encontram-se descritas no Capitulo
1,item1.2.1.

2.3.2 Reagentes

Foram utilizados acetonitrila e metanol grau CLAE (Scientific). Acido oléico,
6leo de ricino e propilenoglicol, foram obtidos da Alfa Quimica. Os demais reagentes
foram de grau analitico (Vetec) . A agua ultra pura foi obtida por sistema Milli-Q Plus,

Millipore®.

2.3.3 Equipamento e condic¢es cromatogréaficas

As analises foram realizadas utilizando cromatdgrafo em fase liquida Shimadzu
constituido de bomba LC-10AD, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-
M10ADVP, controladora do sistema SLA-10ADVP, desgaseificador DGU-14A,
injetor manual Rheodyne com al¢a dosadora de 20 ul. A aquisicdo e a analise dos
dados foram efetuadas pelo programa CLASS-VP, versdo 6.1. Foi utilizado também
cromatografo Shimadzu composto de bomba LC-20AT, controladora CBM-20A,
detector SPD-10AV VP e injetor automatico SIL-20A, para os estudos de robustez,
denominado de CLAE 2.

As analises cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente, utilizando
coluna LiChrospher C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Merck) e pré-coluna C18 (4 x 3,0 mm,
Phenomenex®). A fase movel foi constituida de acetonitrila-agua-metanol (53:37:10,
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VIVIV), sem ajuste de pH e eluida em sistema isocrético. A vazéo foi de 1,0 ml min™ e
o0 detector de DAD foi ajustado em 210 nm. Para o estudo de robustez do método foi

utilizada também uma coluna RP-18 (250 x 4,6 mm, 5 pm, Phenomenex®).

2.3.4 Solucéo amostra

Determinou-se 0 peso médio de 20 cépsulas de Kaletra® Com auxilio de
metanol, o conteddo das capsulas foi coletado em baldo volumétrico de 200 ml e
levado ao volume com o mesmo solvente. Esta solucdo estoque de Kaletra® contendo
supostamente 3,3 e 13,3 mg ml™ de ritonavir e lopinavir, respectivamente, foi utilizada
no desenvolvimento e validacdo do método. Solucdes trabalho foram preparadas pela
diluicdo de volumes apropriados da solucdo estoque, em mistura de metanol e fase

movel (50:50, V/V), denominada solucéo de diluicdo (SD), antes da injecéo.

2.3.5 Solucéo das SQRs

SolucBes estoques de lopinavir e ritonavir foram preparadas, individualmente,
pela dissolucdo de quantidade apropriada de cada SQR em metanol de forma a obter
solucdo contendo 1000 pg ml™ e 250 pg ml™, respectivamente. Solugdes-estoque
metanolicas para cada matéria-prima também foram preparadas, na concentracdo de

8,0 mg ml™ para o lopinavir e 2,0 mg ml™ para o ritonavir.

2.3.6 Estudos de validagdo

O método desenvolvido foi validado nos parametros de especificidade,
linearidade, precisdo, exatiddao e robustez de acordo com as normas vigentes (FDA,
1994; BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2007).
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2.3.6.1 Adequabilidade do sistema cromatografico

A adequabilidade do sistema cromatogréafico foi avaliada atraves da injecdo em
hexaplicata da mistura das SQRs, preparadas na SD a partir da solucdo estoque, na
concentracdo de 200 pug ml™* e 50 pg ml™, respectivamente para o lopinavir e o
ritonavir. Foram avaliados os parametros de resolucdo, eficiéncia da coluna, assimetria
fator de retencdo e o desvio padrdo relativo entre os tempos de retencdo e a
repetibilidade das inje¢bes (FDA, 1994; SNYDER, 1997; USP, 2007).

2.3.6.2 Especificidade/estudos de degradacéao forgcada

A especificidade do método foi estabelecida pela determinacdo da pureza dos
picos cromatograficos utilizando detector de arranjo de diodos, injecdo de amostras do
placebo e testes de degradacdo forcada. As amostras de placebo foram constituidas de
todos os excipientes do Kaletra® (4cido oléico, propilenoglicol e dleo de ricino), cujas
concentracdes foram baseadas na literatura (GURSOY e BENITA, 2004).

Os estudos de degradacdo forcada do lopinavir e do ritonavir foram realizados
separadamente, a partir das solugcdes metanolicas das matérias-primas de lopinavir
contendo 8000 pug ml™ e de ritonavir 2000 pg ml™. Aliquotas de 2,0 ml dessas
solucBes, separadamente, foram diluidas com solucbes de acido, base, oxidante ou
mistura de solventes de forma a obter solugdes contendo 1600 pg ml™ de lopinavir e
400 pg ml™ de ritonavir. Todas as solugdes, com excecdo da exposta & luz, foram
mantidas ao abrigo da luz. Apos o periodo de estresse as solugdes foram neutralizadas,
quando necessario, diluidas com a SD até a concentracdo de 320 pg ml™ de lopinavir
e 80 pg ml™ de ritonavir e analisadas pelo método proposto. Para cada condicio e
para cada farmaco, foram preparadas trés amostras e um branco, o qual consistiu de
todos os reagentes, menos a amostra. Amostras ndo degradadas de ambos os farmacos
também foram preparadas na SD a partir das solucdes-estoque nas concentracdes de 80

pg mli?* de ritonavir e 320 pg ml™ de lopinavir. Nestes estudos de especificidade,
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temperatura ambiente significa temperatura entre 20 e 28 °C. As condigdes de estresse

utilizadas foram as descritas a seguir.

2.3.6.2.1 Estudos hidroliticos

Solugdes de lopinavir e ritonavir em HCI 1 M foram expostas a temperatura
ambiente durante 72 horas. Solucdes de lopinavir em HCI 1 M foram também expostas
a temperatura de 80 °C durante 90 minutos. Os estudos em condi¢des alcalinas foram
realizados a temperatura ambiente em NaOH 1 M durante 72 horas para o lopinavir e
em NaOH 0,25 M para o ritonavir (analise imediata). Solucdes de lopinavir em NaOH
1 M também foram submetidas a 80 °C durante 14 horas. Para os estudos em
condicdes neutras, solucBes das substancias ativas em agua e metanol foram expostas a
temperatura de 80 °C durante 48 e 72 horas, respectivamente, para o ritonavir € 0

lopinavir.

2.3.6.2.2 Estudos oxidativos

Solucdes de lopinavir e ritonavir em H,O, 30%, foram estocadas a temperatura

ambiente durante 72 horas.

2.3.6.2.3 Estudos fotoliticos

Esses estudos foram realizados em camara de UV espelhada internamente (1,0
x 0,17 x 0,17 m) e equipada com lampada blacklight blue UV-A 352 nm (ORION,
30W, 130V, 1,26 x 10-3 Watts cm-2). Solu¢bes metandlicas de lopinavir e ritonavir
em cubetas UltraVette® foram colocadas na cAmara para exposicéo a luz UV, a uma
distancia de 15 cm da lampada, durante 10 dias. Cubetas contendo as amostras e
protegidas da luz foram também colocadas na camara para avaliar os efeitos da
temperatura sobre as mesmas. A temperatura da camara foi monitorada durante os

estudos com termodmetro de maxima e minima.
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2.3.6.2.4 Estabilidade térmica

A suscetibilidade ao calor foi estudada pela exposi¢édo das substancias ativas no

estado solido, a 60 °C durante 10 dias, em estufa de ar seco (Biomatic).

2.3.6.2.5 Umidade

O comportamento do lopinavir e do ritonavir frente a umidade foi avaliado pela
exposicdo dos farmacos a 75% de umidade relativa do ar (UR) durante 20 dias. As
substancias ativas foram colocadas em um dessecador contendo solucdo saturada de
cloreto de sodio. A UR foi controlada durante todo o periodo de exposicéao, atraves de

um termo-higrometro e o dessecador foi mantido ao abrigo da luz.

2.3.6.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através de curvas padrdo com cinco
diferentes concentracdes. Para o lopinavir, a linearidade foi avaliada no intervalo de 40
a 360 ug ml™ e para o ritonavir, no intervalo de 10 a 90 ug ml™. Cada ponto da curva
foi injetado em triplicata e a curva padrdo de cada inibidor foi realizada em trés
diferentes dias. Com as areas medias dos cromatogramas obtidos nos diferentes dias,
foi construido um grafico para cada inibidor da protease, plotando-se os resultados das
areas versus concentracdo. Foram calculados, para cada farmaco, o coeficiente de
correlacdo e a equacdo da reta. A linearidade do método foi verificada pela analise de
variancia (ANOVA) com confiabilidade de 95%.

2.3.6.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade e pela precisdo
intermediéria nas amostras do Kaletra®. A repetibilidade foi testada pela anélise de seis
amostras contendo 50 pg ml™* de ritonavir e 200 pg ml™ de lopinavir preparadas a
partir da solucéo estoque (3,3 e 13,3 e mg ml™) com a SD e injetadas em triplicata no
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mesmo dia (n = 6). A preciséo intermediaria foi testada pela repeticdo deste estudo em
trés diferentes dias (n = 18). Os resultados dos estudos de precisdo foram expressos em

termos de desvio padréo relativo (DPR).

2.3.6.5 Exatidao

Utilizou-se o teste de recuperacdo para avaliar a exatiddo do método. Assim,
solugBes contendo amostras de Kaletra® foram adicionadas de quantidades conhecidas
das SQRs, em trés diferentes concentragdes, no intervalo de 70 a 130% da
concentragéo trabalho. Foram preparadas quatro amostras de Kaletra® contendo 25 pg
ml™ de ritonavir e 100 pg ml™ de lopinavir e a estas solucdes, com excecdo de uma
denominada amostra ndo adicionada, foram adicionadas diferentes quantidades da

mistura das SQRs, conforme Quadro 2.2 abaixo:

Quadro 2.2 ConcentracOes das solucgdes para o estudo de exatidao.

Concentracdo da Concentracdo das  Concentracdo final ~ Concentragdo

Farmaco amostra SQRs adicionadas obtida da amostra*
(ug ml™) (ug ml™) (ug ml™) (%)
25 10 35 70
Ritonavir 25 25 50 100
25 40 65 130
100 40 140 70
Lopinavir 100 100 200 100
100 160 260 130

*em relacdo a concentracao trabalho

A exatiddo do método foi avaliada em 3 diferentes dias e a percentagem de
recuperacdo (R%) para cada inibidor da protease foi calculada pela Equacdo 2.1 da

AOAC, (1990).

RY% — [(CA_CNA)]].OO (21)

Csor
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OndeC, € a concentracdo do inibidor da protease de interesse encontrado na amostra
adicionada da SQR em ug ml™; Cy, a concentragio do IP de interesse encontrado na

amostra ndo adicionada da SQR em pg mlt e Csor @ concentragdo da SQR

adicionada & amostra em pg ml™.

2.3.6.6 Robustez

Para avaliar a robustez do método proposto, condigbes experimentais foram
modificadas e os parametros cromatograficos (tempo de retencao, eficiéncia da coluna,
fator de retencdo e resolugdo) e os DPR das determinacOes quantitativas, para ambos
os farmacos, foram calculados. As condicdes incluiram diferentes fabricantes de
colunas C18 (Merck e Phenomenex®), dois diferentes equipamentos e diferente
composicdo da fase movel (% de acetonitrila). Cada fator foi alterado separadamente
para avaliar seu efeito. Em cada condicdo, amostras foram injetadas em triplicata (n =

3) e analisadas frente a uma solugéo padréo de trabalho.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes fases modveis e colunas (C8 e C18) foram testadas a fim de
desenvolver um método cromatogréfico indicativo de estabilidade para analise da
associacdo lopinavir + ritonavir nas cépsulas de gelatina mole do Kaletra®. As
melhores condicBes de separacdo para esses farmacos, na presenca de seus produtos de
degradacdo e combinadas com um curto tempo de andlise, foram obtidos pelo uso de
uma coluna LiChrospher C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um, Merck) e fase movel
composta por acetonitrila, agua e metanol (53:37:10, V/V/V) sem ajuste de pH. A
vazdo da fase mével foi de 1,0 ml min™. A Figura 2.1 mostra o cromatograma obtido
com a amostra de Kaletra®. Observa-se que os picos do RTV e LPV estdo bem
resolvidos com tempos de retencdo de aproximadamente 8,0 e 9,8 minutos,

respectivamente.

600

LPV

400+

200+

.

00 25 50 75 100
Minutes

RTV

Figura 2.1 Cromatograma da solucéo Kaletra® contendo 50 pg ml™ de RTV e 200 pg ml™ de
LPV obtido com coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um, Merck), fase mével constituida de
acetonitrila, &gua e metanol (53:37:10) e deteccdo em 210 nm.
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Conforme mencionado no item 3.2 da revisdo geral, o lopinavir € um acido
fraco enquanto que o ritonavir é uma base fraca com dois valores de pK,: 1,8 e 2,6.
Considerando a importancia do pH da fase mével em funcdo do grau de ionizacdo dos
farmacos visando a suprimir o efeito do equilibrio de ionizagdo secundaria no tempo de
retencéo, trés diferentes pH da fase mével foram avaliados: pH 3,0, sem ajuste de pH

(£ 5,0) e fase movel pH 7,0.

KAZAREVICH e LOBRUTO (2007) sugerem que a fase movel tenha pH de
duas unidades acima do valor do pK, dos analitos, desta forma, eles estariam
totalmente ionizados e evitaria o efeito do equilibrio de ionizacdo secundéria, o qual

pode afetar a robustez e a seletividade do método.

Entretanto, no caso do lopinavir e do ritonavir, o controle de pH da fase mdvel
ndo foi necessario, tendo em vista que ndo foram observadas diferencas significativas
nos parametros cromatograficos usando fase mével sem ajuste de pH (Figura 2.1) e

fase mével com pH 3,0 e pH 7,0 (Figura 2.2).

600 600
pH 3,0 > pH 7,0 >
E ]
400- 400-
D
<
=
200- 200-
g g
x a4
0- A /k 0 /\
00 25 50 75 100 00 25 50 75 10.0
Minutes Minutes

Figura 2.2 Cromatogramas da solucéo das SQRs contendo 50 ug ml™ de RTV e 200 pg
ml™ de LPV diluidas na solucéo de diluic&o obtidos utilizando coluna C18 (250 mm x 4.6
mm, 5 um, Merck), fase movel constituida de acetonitrila, &gua e metanol (53:37:10) e
deteccdo UV em 210 nm.

58



Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Considerando que o lopinavir e o ritonavir sdo praticamente insollveis em agua

e que a fase mdvel contém 37% de &gua, utilizou-se uma mistura de metanol/fase

movel 50/50 V/V (SD), como diluente final das solucdes injetadas. Apesar de a SD ter

maior poder de eluicdo quando comparada a fase movel, ndo foram observadas

diferencas importantes nos parametros cromatograficos, bem como no desenho dos

picos, conforme pode ser visualizado na Figura 2.3 e na Tabela 2.1. Os valores dos

DPRs das areas dos picos cromatograficos de uma amostra das SQRs diluida na FM e

na SD injetadas em triplicata, foram inferiores a 0,5% para ambos os farmacos. De

acordo com SHABIR (2003), quando ndo € possivel utilizar a fase mdvel como

diluente das amostras a serem injetadas, deve-se evitar 0 uso de solvente com elevado

poder de elui¢do, quando comparado a fase madvel.
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Figura 2.3 Cromatogramas da solucdo das SQRs contendo 50 pug m™ de RTV e 200 pg
ml™ de LPV diluidas na fase mével (FM) e na solucéo de diluicdo (SD) obtidos utilizando
coluna C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um, Merck), fase movel constituida de acetonitrila, agua
e metanol (53:37:10), sem ajuste de pH e deteccdo UV em 210 nm.
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Tabela 2.1 Valores médios dos pardmetros cromatograficos de uma solucdo das SQRs
contendo 50 pg ml™ de RTV e 200 pg ml™ diluida na FM e na SD (n = 3).

® LOPINAVIR RITONAVIR
§ p L Re
= Tr N°® TC k¢ Area Tr N T k Area
(+DPR) (+DPR) (+DPR) (+DPR)
FM 9,8 4962 1,7 8,8 11984315 8,0 3842 18 7,0 2198694 3,2
(£0,3) (£0,3) (+0,3) (£0,242)
SD 9,8 4862 1,7 8,8 12012222 8,0 3894 1,7 7,0 2201246 3,2
(£0,3) (£0,3) (£0,2) (0,28)

% tempo de retencéo; b eficiéncia da coluna; © assimetria, d fator de retencéo; ° resolugdo entre LPV e RTV .

2.4.1 Validacdo do método por CLAE

2.4.1.1 Especificidade

A especificidade do método foi demonstrada pela injecdo de uma amostra
placebo do Kaletra®, contendo todos os excipientes e pelos testes de degradacdo
forcada. O placebo foi constituido de todos os excipientes e sua quantidade foi
calculada com base na literatura (GURSOY e BENITA, 2004). Conforme visualizado
na Figura 2.4, os excipientes ndo interferem na determinacdo do lopinavir e do
ritonavir no Kaletra®. A pureza dos picos cromatograficos, obtidos pelo detector de
DAD, foi de 0,9999 e 1,0000 respectivamente para 0 RTV e LPV, demonstrando a

homogeneidade dos picos.

Nos testes de degradacdo forcada, os cromatogramas obtidos das solugdes de
ritonavir e de lopinavir, submetidas a diferentes condi¢bes de estresse, foram
comparados aos cromatogramas das mesmas solugdes ndo submetidas a degradacéo e
preparadas no momento do teste, e com o branco, preparado de forma similar a
amostra, apenas omitindo-a. Os picos de degradacdo para ambos os farmacos foram

identificados pelos seus tempos de retencdo e espectros obtidos pelo DAD.
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Figura 2.4 Cromatograma da solucéo de Kaletra® contendo 50 ug ml™ de RTV e 200 pg
ml™ de LPV e da amostra do placebo, obtido utilizando coluna C18 (250 mm x 4.6 mm, 5
um, Merck), fase mdvel constituida de acetonitrila, agua e metanol (53:37:10) e detec¢do
UV em 210 nm.

2.4.1.1.1 Comportamento do lopinavir frente aos testes de estresse

O lopinavir, ao contrario do ritonavir, demonstrou ser estavel em condigdes
alcalinas, a temperatura ambiente (NaOH 1,0 M, 72h,). No estado solido, o lopinavir
ndo degradou frente ao calor e a umidade. Apos exposicédo ao calor seco a 60 °C por 10

dias e 75% de umidade relativa do ar por 20 dias ndo foram observadas degradacdes.

O lopinavir também se mostrou estavel quando exposto a luz UV (352 nm) por
10 dias (Figura 2.5E), a hidrélise neutra a 80 °C por 72 horas (Figura 2.5F) e em
condicdes oxidativas (H,O, 30%,) durante 72 horas a temperatura ambiente (Figura
2.5D). Nessas condicdes, o lopinavir ndo mostrou nenhuma mudanca no cromatograma
ou espectro obtido com o DAD, quando comparado com o farmaco ndo submetido a

degradacéo forcada, indicando que esses fatores ndo afetam a estabilidade do lopinavir.
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Apenas 14% do lopinavir degradaram em condi¢cdes acidas a temperatura
ambiente (HCI 1 M, 72 h). Contudo, quando aquecido a 80 °C durante 90 minutos,
observou-se que o farmaco degradou 68%. O maior produto de degradacdo foi
detectado aos 2,0 minutos. Outros pequenos picos foram observados nos tempos de
retencdo de 3,0; 3,8 e 6,5 (Figura 2.5B). O farmaco degradou 26% ap0s hidrdlise
alcalina (NaOH 1 M, 80 °C 14 h) onde o maior pico de degradacéo foi observado aos
2,0 minutos, no mesmo tempo de retencdo do pico observado apds hidrolise acida.
Observa-se também um pico no tempo de 3,0 minutos e um pequeno pico adicional, no
tempo de retencdo de 11 minutos, ou seja, apds o tempo de elui¢do do lopinavir (Figura
2.5C).
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Figura 2.5 Cromatogramas do lopinavir (LPV) obtido atraves dos testes de estresse. (A)
solucdo ndo submetida a degradacdo forcada;  (B) hidrdlise acida (HCI 1 M, 80 °C, 90 min);
(C) hidrolise alcalina (NaOH 1 M, 80 °C, 14 h); (D) degradacédo oxidativa (H,O, 30%, 72 h);
(E) degradagédo fotolitica (UV 352 nm, 10 d); (F) hidrolise neutra (H,O, 80 °C, 72 h).
Condigdes cromatogréficas: coluna C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 pum, Merck), fase modvel
constituida de acetonitrila, 4gua e metanol (53:37:10), vazdo 1,0 ml™ e deteccdo em 210 nm.
Em B, C, D, E e F, os cromatogramas inferiores representam a solucéo do branco.
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Os estudos de degradacdo forcada demonstraram que o lopinavir degradou em
temperatura ambiente, apenas em condic¢Oes &cidas. Foi estavel também em solucdo
neutra mantida a 80 °C durante trés dias. Nas condi¢bes alcalinas e oxidativas
utilizadas, ocorreu degradacdo apenas quando estas condi¢bes foram associadas a

temperatura. O pico no Tr de 2,5 min, Figura 2.5D, refere-se ao conservante do H,0,.

2.4.1.1.2 Comportamento do ritonavir frente aos testes de estresse

Em condicBes acidas (HCI 1 M, 72 h) apenas 17% do farmaco degradaram.
Contudo, nenhum pico adicional foi observado no cromatograma (Figura 2.6B) quando
comparado com a solucdo ndo submetida & degradacdo forcada (Figura 2.6A)
indicando que o ritonavir pode ter degradado em compostos ndo cromofdéricos de baixa
massa molecular. Por outro lado, os resultados da pureza do pico cromatografico
obtidos pelo DAD, confirmam que o pico em 1,8 minutos ndo é homogéneo, sugerindo

que um produto de degradacéo pode estar eluindo neste tempo de retencao (Tr).

Em contraste, 67% de degradacdo foram observados em condicBes alcalinas
(NaOH 0,25 M, analise imediata) com um potencial produto de degradacdo no tempo
de retencdo de 8,8 min (Figura 2.6C) e quase completa degradacdo ocorreu (97%) na
hidrolise neutra (80 °C, 48 h) onde o cromatograma mostra trés picos adicionais, nos
tempos de retencdo de 2,3; 5,4 e 8,8 minutos (Figura 2.6E). Foi observado que 0s
valores das areas de ambos os picos: RTV e o principal produto de degradacao (Tr =
8,8) diminuiram no tempo de 72 h (Figura 2.6F) e esta observagdo foi seguida pelo
acréscimo na concentracdo dos produtos de degradacdo que eluem em 2,3 e em 5,8
minutos, sugerindo que, com o passar do tempo, o principal produto de degradacédo é

convertido naqueles produtos (Tr= 2,3 e 5,8 min).

Em condigbes oxidativas, ao menos dois pequenos produtos de degradacao
foram detectados, com tempos de retencdo de 4,1 e 6,6 minutos. Sob estas condicoes,

RTV degradou 20% (Figura 2.6D). O farmaco se mostrou estavel quando submetido ao
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calor seco (60 °C 10 dias ), a umidade relativa do ar (75%, 20 dias) e quando exposto

a luz em 352 nm, em solucdo metandlica por 10 dias.
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Figura 2.6 Cromatogramas do RTV obtidos através dos estudos de degradacdo (A) solucéo
ndo submetida a degradacdo; (B) hidrdlise acida (HCI 1,0 M, 72 h); (C) hidrdlise alcalina
(NaOH 0,25 M, analise imediata); (D) oxidagédo (H,O, 30%, 72 h); (E) e (F) hidrdlise neutra
(dgua, 80 °C, 48 h e 72 h, respectivamente), obtidos com coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5
um, Merck), fase movel constituida de acetonitrila, &gua e metanol (53:37:10), vazédo 1,0 ml
min™ e deteccdo em 210 nm. Em B, C, D, E e F, o cromatograma inferior representa o branco.

Um espectro obtido pelo detector de arranjo de fotodiodos do pico no tempo de
retencdo de 8,8 min proveniente da hidrdlise alcalina e da hidrdlise neutra e do RTV
substancia quimica de referéncia € mostrado na Figura 2.7. O indice de similaridade
dos picos provenientes das hidrélises alcalina e neutra foi 1,000. Entéo, presume-se que
a hidrolise alcalina e a neutra levam a formacdo do mesmo produto majoritario de
degradacdo com um pico aos 8,8 min. Por outro lado, os indices de similaridade dos
espectros da degradacdo alcalina e neutra foram de 0,9865 e 0,9856, respectivamente,

quando comparados com o espectro do RTV substancia quimica de referéncia.
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Figura 2.7 Sobreposicdo dos espectros obtidos pelo DAD dos produtos de degradacdo do
RTV no Tr 8,8 min formados na (A) hidrolise alcalina (NaOH 0,25 M, analise imediata); (B)
hidrdlise neutra (agua, 80 °C, 48 h); e (C) RTV substancia quimica de referéncia. CondicGes
cromatograficas: coluna C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um, Merck), fase mdvel constituida de
acetonitrila, agua e metanol (53:37:10), vazdo 1,0 ml min™ e deteccdo UV em 210 nm.

2.4.1.1.3 Consideracoes sobre os estudos de degradacao forcada

A presenca dos produtos de degradagdo ndo interfere com a determinagdo do
RTV e do LPV pelo método proposto. Todos os produtos de degradacdo eluem em
diferentes tempos de retencdo, e ndo co-eluem com os farmacos. A resolucdo entre o
ritonavir, lopinavir e o produto de degradacdo formado a partir da hidrolise neutra do
RTV (80°C, 48 h), que elui entre eles (Tr = 8,8 min), foi satisfatoria, conforme mostra
a Figura 2.8, onde o LPV, substancia quimica de referéncia, foi misturado a solucao de

RTV submetida a hidrolise neutra.

A Tabela 2.2 mostra os percentuais médios de degradacdo e a pureza dos picos
cromatograficos do lopinavir e do ritonavir apés terem sido submetidos aos testes de
estresse. Os indices de pureza, obtidos pelo DAD, situaram-se no intervalo de 0,9999 a
1,0000, para ambos os farmacos, indicando a homogeneidade dos picos. Assim, 0
método desenvolvido pode ser utilizado para a determinacdo do lopinavir e do ritonavir

na presenca de seus produtos de degradacéo.
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Figure 2.8 Cromatograma da solucdo padrdo do lopinavir misturada com a solu¢do do
ritonavir submetida a hidrolise neutra (80 °C, 48 h), mostrando o produto de degradacdo que
elui entre 0 RTV e LPV. Condig¢des cromatogréaficas: coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um,
Merck), fase movel constituida de acetonitrila, &gua e metanol. (53:37:10), vazdo 1,0 ml min™
e detecgdo em 210 nm.

Tabela 2.2 Percentual médio de degradacéo e pureza dos picos cromatograficos do RTV e
LPV obtidos durante os estudos de especificidade do método.

Condicoes de RTV LPV

estresse Tempo Degradacdo  Pureza Degradacdo  Pureza
(%) do pico (%) do pico
HCI1,0M 72 horas 17 0.9999 14 0.9999
HCI1,0M 80 °C 90 min ns 0.9999 68 0.9999

NaOH 0,25 M 0 min 67 1.0000 ns -
NaOH 1,0 M 72 horas ns - 0 1.0000
NaOH 1,0M 80°C 14 horas ns - 26 1.0000

H,0 80 °C 48 horas 96 0.9999 ns -
H,0 80 °C 72 horas 100 1,0000 0 1.0000
H,0, 30% 72 horas 20 0.9999 0 0.9999
UV 352 nm 10 dias 0 1.0000 0 1.0000
60 °C! 10 dias 0 0.9999 0 0.9999
75% de UR™* 20 dias 0 0.9999 0 0.9999

(n = 3).* umidade relativa; ns = nio submetido; ‘estado sélido
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Considerando que o lopinavir, apesar de ser congénere do ritonavir, degradou a
temperatura ambiente apenas em condicdes &cidas, algumas situacdes de estresse
(hidrdlise acida e alcalina) foram associadas a temperatura. Nos estudos térmicos das
substancias ativas no estado sélido, a temperatura de 60 °C foi selecionada visando
utiliza-la posteriormente, nos estudos de estabilidade acelerada da forma farmacéutica;
a umidade relativa do ar de 75% foi escolhida visto ser preconizada pela ANVISA
(BRASIL, 2003). A maxima e minima de umidade relativa do ar durante esses estudos
foi de 75 e 72%, respectivamente. A temperatura de maxima e minima registradas

durante as degradac6es frente a lampada de UV foi, respectivamente, de 29 e 27 C°.

2.4.1.2 Linearidade

Os valores dos picos cromatogréficos no intervalo entre 40 a 360 pg ml™
demonstraram ser diretamente proporcionais a concentracdo do lopinavir na amostra.
Os valores meédios (+xDPR) do intercepto, inclinacéo e coeficiente de correlacdo foram
319017 (+ 6,80), 46309 (+ 1,52) e 0,9998 (+ 0,01), respectivamente. A resposta do
ritonavir foi linear entre 10 e 90 pg ml™. Os valores médios (+DPR) do intercepto,
inclinacdo e coeficiente de correlacdo foram, respectivamente, 35660 (+ 16,84), 39697
(+ 1,05) e 0,9999 (+ 0,010). A Tabela 2.3 mostra os dados obtidos durante a
determinacdo da linearidade do método, enquanto que as Tabelas 2.7 e 2.8 do anexo,
respectivamente, para o lopinavir e para o ritonavir, demonstraram pela analise de

variancia (p = 0,05), que ndo houve desvio de linearidade.

2.4.1.3 Exatidao e precisao

Os resultados obtidos no estudo de exatiddo sdo apresentados na Tabela 2.4.
Adequados resultados de recuperacdo (99,45 - 100,81%) foram obtidos nos trés
diferentes niveis de concentracdo das SQRs adicionadas a amostra para ambos 0s

farmacos, indicando que o método desenvolvido foi exato.
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A repetibilidade ou precisdo intradia foi avaliada atraves do DPR obtido na
determinacéo de seis amostras injetadas em triplicata, contendo 100% da concentracao-
trabalho. A precisdo intermediaria ou interdia foi obtida pela repeticdo do ensaio em
trés diferentes dias. Os valores dos DPRs em ambos 0s casos para ambos 0s farmacos,
foram menores que 0,7%, confirmando que o meétodo desenvolvido foi preciso,

conforme exposto na Tabela 2.5.

Tabela 2.3 Dados médios da curva padrdo do lopinavir e do ritonavir obtidos durante os
estudos de linearidade do método (n = 3).

LOPINAVIR RITONAVIR
Concentragdo  Area média dos picos + DP; Concentracdo  Area média dos picos + DP;
(ug mI™) DPR (ug mlh DPR
40 2061687 + 24200; 1,2 10 426368 +2744;0,6
120 5870210 + 55799; 0,9 30 1220433 + 13067; 1,1
200 9676429 + 83548; 0,9 50 2013018 +25447; 1,3
280 13217882 + 1228826; 0,9 70 2799870 + 30200; 1,1
360 16911494 + 236257; 1,4 90 3588543 + 33336; 0,9

Tabela 2.4 Exatiddao do método para o lopinavir e o ritonavir.

Nivel de SQRs adicionadasa  Concentragdo média Faixa de
Farmaco  concentragéo amostra (ug mI™) + DPR recuperacgao
da amostra* (ug ml™) (n=3) (%)
(%)
70 40 39,8+ 0,8 98,5-100,0
LPV 100 100 100,8 + 1,4 99,2-101,7
130 160 160,3+ 1,3 98,6 -101,1
70 10 99+ 1,4 98,6 —101,4
RTV 100 25 249+ 0,4 99,3-100,1
130 40 399+ 1,9 98,9-101,5

* em relacdo a concentragdo de trabalho
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Tabela 2.5 Dados da repetibilidade e da preciséo intermediaria para o lopinavir e o ritonavir.

Concentragéo Concentracdo média encontrada (ug ml™) + DPR
Farmaco declarada
(ug ml™) Intra dia (n = 6) Interdia (n = 18)
LPV 200 2149+ 0,2 2158+ 0,7
RTV 50 496+ 0,5 50,0+ 0,4

2.4.1.4 Robustez

Apesar do consideravel aumento no tempo de retencdo com o uso da coluna
Phenomenex® e com a diminuicdo de acetonitrila (- 2%) na fase movel, o DPR das
determinagcfes quantitativas, para ambos os farmacos, nas diferentes condicdes

avaliadas, foi menor de 2,0%, demonstrando a robustez do método (Tabela 2.6).

Tabela 2.6 Avaliagdo da robustez do método por CLAE para o lopinavir e ritonavir (n = 3).

LOPINAVIR RITONAVIR

Parametro ) ) R®
T ON® kS (%) TN k(%)

Coluna Merck
(vazdo 1,0 ml min™) 98 5220 4,7 107,9 8,01 4810 3,7 98,95 3,4

Coluna Merck
(vazéo 1,2 ml min'l) 76 3845 33 107,7 6,5 3358 3,3 98,75 2,5

Coluna Phenomenex®
(vazdo 1,0 ml min'l) 13,1 8407 5,8 108,5 10,8 7279 4,7 97,53 41

FM' (- 2% acetonitrila) 11,5 5580 57 1086 93 4857 45 97,26 3,7

FM" (+2% acetonitrila) 7,5 3775 3,4  106,0 6,3 3475 2,7 97,90 2,6

CLAE 2 86 4365 4,1 106,1 6,3 3156 2,7 98,62 3,5
Média + DPR 1075+1.1 98,2+ 0,7

b d

 tempo de retencédo; ° eficiéncia da coluna; © fator de retencdo;
® resolugdo entre LPV e RTV e " fase mével.

em relacdo ao teor rotulado,

Este trabalho resultou no artigo LC Method of studies on the stability of
lopinavir and ritonavir soft gelatin capsules, publicado no periédico Chromatographia,
V. 63, p. 437-443, 2006.
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2.5 CONCLUSOES

O meétodo por CLAE desenvolvido e validado para quantificar o LPV e 0 RTV
associados, em capsulas de gelatina mole, pode ser utilizado para anélises de rotina
de ambos quando associados nesta forma farmacéutica, bem como na presenca de

seus produtos de degradacao.

O lopinavir degrada em condicBes acidas a temperatura ambiente. Degrada em
condi¢des oxidativas e basicas apenas quando esses fatores foram associados a
temperatura. Demonstrou ser estavel tambem frente a hidrolise neutra sob

aquecimento e quando exposto a luz UV a 352 nm.

O ritonavir degradou em meio &cido, alcalino e na presenca de oxidante;
demonstrou ser termolabil em solucéo e estavel quando exposto a luz UV 352 nm, e

quando exposto a temperatura e a umidade, ndo associadas, na forma sélida.
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CAPITULO 3
Espectroscopia derivada para a analise quantitativa da associa¢do lopinavir /
ritonavir, cdpsulas moles de gelatina







Espectroscopia derivada

3.1 INTRODUCAO

O uso da espectroscopia derivada (UVD) tornou-se mais pratica com o aumento
do poder de resolugdo dos equipamentos analiticos e o facil acesso aos
microcomputadores com programas adequados, os quais permitem a geragao quase
instantanea dos espectros derivados. Essas facilidades tém permitido a andlise de
substancias ativas em misturas de multicomponentes, com sobreposi¢do de bandas de

transi¢ao eletronica (EL-SAYED e EL-SALEM, 2005).

O método ndo requer a separacao prévia dos componentes, esta acessivel a
grande maioria dos laboratorios de analise e pesquisa, ¢ de baixo custo, facil execugdao
¢ constitui uma alternativa menos dispendiosa se comparada ao método CLAE.
OJEDA e ROJAS (2004) e EL-SAYED e EL-SALEM (2005) citam centenas de

exemplos do uso da UVD na andlise de misturas binarias de farmacos.

Além dessas vantagens, a UVD apresenta maior seletividade que a
espectroscopia classica, devido a separacdo das bandas espectrais sobrepostas e a
melhor detectabilidade dos pequenos tragos espectrais (OJEDA e ROJAS, 2004).
Além disso, torna as bandas largas mais finas, individualizando melhor os constituintes
da mistura e eliminando a interferéncia de produtos indesejaveis, como excipientes e

produtos de degradacao (HACKMANN et al., 1991).

A espectroscopia derivada foi desenvolvida, como método alternativo ao CLAE,
para a quantificacio da associacdo lopinavirtritonavir no Kaletra®, capsulas de
gelatina mole, visando a utiliza-la no controle de qualidade desta forma farmacéutica e

para simular o perfil de dissolugao in vitro do lopinavir.

77



Espectroscopia derivada

3.2 REVISAO

3. 2.1 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do ultravioleta (UV)

A absor¢ao de radiagdo ultravioleta, entre 200-380 nm, na pratica, ¢ restrita as
moléculas contendo sistemas conjugados. Quando a radiagdo passa por este tipo de
molécula em solugdo, os elétrons da camada de valéncia passam do estado fundamental
ao estado de maior energia e, neste processo, absorvem energia. A medida de absor¢ao
da luz pela solugdo de moléculas ¢ entdo governada pela lei de Beer-
Lambert: logl, /I, = A =¢bc,onde I, ¢ a intensidade da radiacdo incidente, I, a
intensidade da radiacdo transmitida, A ¢ a quantidade de luz absorvida pela amostra,
conhecido como absorvancia, € € o coeficiente de extingdo molar, b o caminho 6ptico

em cm e ¢ ¢é a concentragdo da amostra em moles 1" (WATSON, 2005).

A espectroscopia na regido do UV apresenta uma série de vantagens, pois ¢ de
facil implantacdo, fornece rapidos resultados e € de baixo custo. Assim, encontra vasta
aplicabilidade na quantificagdo de farmacos quando ndo houver interferéncia dos
excipientes. E utilizada também na determinagéo do valor de pka de alguns farmacos,
na determinacdo do coeficiente de partigdo e da solubilidade de farmacos, para
monitorar reacdes de cinética, nos testes de dissolugdo e como um dos métodos
farmacopéicos de identificacdo. Por outro lado, apresenta como desvantagem, a
moderada seletividade e ndo ¢ diretamente aplicavel a analise de misturas (WATSON,

2005).

O principal problema da espectroscopia convencional no UV na analise de
associacao de farmacos deve-se a sobreposicao das bandas espectrais, impossibilitando

a determinagdo destes, sem a prévia separacao. Com o intuito de aumentar a area de
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abrangéncia da espectroscopia no UV e contornar o problema da baixa seletividade

tem-se utilizado a espectroscopia derivada.

3.2.2 Espectroscopia derivada (UVD)

A espectroscopia derivada consiste na diferenciacdo ou transformagdo do
espectro normal. Os espectros derivados sdo obtidos utilizando apenas as informacoes
contidas no espectro classico. Deste modo, a diferenciagdo ndo aumenta o conteudo de
informacdes, entretanto, ela individualiza melhor os constituintes devido a pequenas
mudangas na inclinacao e curvatura. Estas mudangas sutis, permitem a quantificagao de
um componente, pois eliminam a deformacdo da curva causada pela presenca de
substancias indesejaveis. Além disso, a diferenciacdo remove as bandas largas de
absor¢do e melhora a detectabilidade das pequenas caracteristicas espectrais, como 0s

“ombros” (HACKMANN et al., 1991; OJEDA e ROJAS, 2004; WATSON, 2005).

A espectroscopia derivada aumenta a seletividade e a sensibilidade do método.
O aumento da seletividade deve-se a separacao das bandas sobrepostas enquanto que o
aumento da sensibilidade ¢ devida a amplificacdo do sinal da derivada e diminui¢ao do
ruido. O surgimento de espectrofotdmetros capazes de operar no modo derivado de
forma simples e rapida e a precisdo e exatiddo do método tem aumentado o interesse
na UVD. Seu uso estd baseado no fato de que o sinal obtido é proporcional a
concentracao da substancia, ou seja, segue a lei de Beer-Lambert (OJEDA e ROJAS,
2005, WATSON, 2005).

3.2.2.1 Aspectos instrumentais, tedricos e principais parametros da UVD

Os espectros derivados podem ser obtidos por métodos Opticos, eletronicos ou
matematicos. O método matemadtico, atualmente, ¢ o mais utilizado pela sua
versatilidade, pois permite que os espectros sejam facilmente calculados e recalculados
utilizando diferentes parametros, além de técnicas de atenuacdo poderem ser utilizadas

para melhorar a relagdo sinal ruido. O requisito instrumental na UVD ¢ similar ao
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utilizado na espectroscopia de absorcao no UV convencional, mas a reprodutibilidade e
a relagcdo sinal ruido tém sua importincia aumentada. O aumento da resolucdo no
espectro derivado exige maior reprodutibilidade no comprimento de onda (A).
Pequenos erros no A podem resultar em erros muito maiores no modo derivado que no
modo convencional e o efeito negativo da derivatizacao na relagdo sinal ruido também

exige um equipamento de baixo ruido (OJEDA E ROJAS, 1995, 2004).

Como principais parametros instrumentais que afetam a forma do espectro
derivado, podem-se citar: a ordem da derivada, o incremento do delta lambda (AA) na
qual a derivada é obtida, a velocidade de varredura e a atenuacdo. Esses parametros
precisam ser otimizados para uma boa resolugdo da banda espectral e uma boa

seletividade e sensibilidade do método (EL-GINDY et al., 2001).

3.2.2.1.1 Ordem da derivada

A escolha da ordem de derivada depende das caracteristicas do espectro, ou seja,
da intensidade no maximo de absor¢do, largura na meia altura do espectro e da
distancia que separa dois maximos. Entretanto, além do espectro derivado ser mais
complexo que o convencional, a complexidade aumenta com o aumento da ordem da
derivada (O’HAVER ¢ BEGLEY; 1981; HACKMANN et al., 1991; OJEDA ¢ ROJAS,
2004).

A primeira derivada € a razdo entre a variagdo da absorvancia (AA) versus
variacao do comprimento de onda (AL). Assim, plotando-se AA/AA versus A obtém-se
o espectro de absorcao de primeira derivada onde a inclinagcdo ¢ zero no méaximo do
pico (anulagdo) e a inclinagdo ¢ maxima, na meia altura do pico. E negativa onde a
absor¢do decresce e positiva onde a absor¢ao aumenta (OJEDA e ROJAS; 2004
WATSON, 2005).
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A principal caracteristica do espectro de segunda derivada, (d?A/dA?) é uma
banda com o maximo de valor negativo no mesmo comprimento de onda do maximo
da banda de ordem zero. Apresenta também, duas pequenas bandas positivas uma em
cada lado da banda principal, apresentando assim, dois pontos de anulagdo. Os
espectros de ordens superiores sao obtidos a partir da diferenciacdo do espectro de

ordem zero (HACKMANN et al., 1991; OJEDA e ROJAS, 2004). A Figura 3.1 mostra
os espectros de primeira (dA/dr), segunda (d?A/d)?), terceira (d°A/d\3) e quarta

derivada (d*A/dx*) de uma banda de absor¢io Gaussiana.

A /ﬂ A Xi
2 2 i
N H d2A/dx AVL
BAarad ﬁ a*a/at " 5
A nm A nm

Figura 3.1 Banda de absor¢do de forma Gaussiana para primeira (dA/dr), segunda
(d2A/dr?), terceira (d3A/da3) e quarta derivada (d*A/dt). Adaptado de WATSON, (2005).

A presenca da banda forte positiva ou negativa no mesmo comprimento de onda
do espectro classico ¢ uma caracteristica de todas as ordens de derivada e o nimero de
bandas observadas ¢ igual ao nimero da ordem da derivada mais um (OJEDA e

ROIJAS, 2004).

3.2.2.1.2 Delta lambda (AL)

A variacdo do comprimento de onda (AL) € o principal pardmetro instrumental

que afeta a forma do espectro da derivada. Este parametro precisa ser
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experimentalmente otimizado para dar uma melhor seletividade, alta sensibilidade e
adequada relagdo sinal ruido. O valor de AA dependerd da largura da banda espectral,
da largura da banda instrumental e do equipamento utilizado para o processamento dos
dados (OJEDA e ROJAS, 2004). Normalmente, o nivel de ruido decresce com o
aumento do valor de AA, entretanto, altos valores de AA podem levar a uma pobre
resolugdo espectral (O’HAVER e BEGLEY, 1981; EL-GINDY et al, 2001,
MORELLI, 2003; OJEDA e ROJAS, 2004). A Figura 3.2A mostra as alteracdes na
forma do espectro de segunda derivada obtidas pelas variagdes dos valores de AA, para

uma solugdo metandlica de lopinavir contendo 60 pg ml™.

3.2.2.1.3 Fator de escala

O fator de escala altera a amplitude da onda. A Figura 3.2B mostra o espectro
de segunda derivada, para a solu¢io metanolica de lopinavir contendo 60 pg ml™”,

utilizando trés diferentes valores de fator de escala e mantendo o AA constante.

| T EITR S Y F TR

0,00 U Vi / v/ ¥
FE=50 FEZ10

d?AldA?
I
[——

AL=8
AN=2

-0,35

230,0 255,0 280,0 2300 2550 280,0
% (nm) 2. (nm)

Figura 3.2 Diferen¢as na forma do espectro de segunda derivada para uma solugdo metanolica
de lopinavir contendo 60 ug ml™, utilizando fator de escala de 100 e trés diferentes valores de
A (A) e trés diferentes valores do fator de escala mantendo o AA=2 (B).

3.2.2.1.4 Atenuacao

Apresenta como efeito a reducao tanto do sinal quanto do ruido. A importancia
deste parametro aumenta com o aumento da ordem da derivada, pois a diferenciagcao ou
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transformagado do espectro degrada a relagdo sinal/ruido e alguma técnica de atenuacao
as vezes, ¢ necessaria juntamente com a diferenciacdo, pois o uso de atenuagdao
adequado pode tornar insignificante a degradacdo da relacdo sinal ruido quando

comparado com o espectro de ordem zero.

3.2.2.1.5 Velocidade de varredura

Baixa velocidade de varredura, tanto para o espectro normal como para o
derivado, leva a um maior tempo de analise, entretanto, segundo O’HAVER e

BEGLEY (1981), melhora a relagao entre o sinal e o ruido do equipamento.

3.2.2.2 Técnicas derivativas

Diversas técnicas ou métodos de derivadas sao encontrados na literatura para
determinagdo de farmacos associados: zero-pico, tangente, ponto de anulacao, derivada
da razdo do espectro, calibragdo multivariada, dentre outras. A técnica do ponto de
anulagdo ou zero-crossing ¢ a técnica mais utilizada para a quantificacdo de misturas
binarias de farmacos com sobreposi¢do de espectros, encontrada na literatura

(MORELLI, 2003).

Esta técnica mede o valor da amplitude de absorcdo de um componente da
mistura no comprimento de onda do ponto de anulagdo do outro componente. A
medida efetuada no ponto de anulacdo do espectro derivado de um dos dois
componentes deve ser uma fungdo apenas da concentracdo do outro componente, ou

seja, deve seguir a lei de Beer-Lambert (OJEDA e ROJAS, 2004; WATSON, 2005).

O método zero crossing apresenta como desvantagem a necessidade de efetuar a
leitura da absorvancia em comprimentos de onda, muitas vezes criticos, causando

consideravel perda da sensibilidade e precisao do método. E, freqiientemente, o
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método requer o uso de um comprimento de onda de baixa sensibilidade para a medida

(MORELLI, 1988; PASCHOAL et al, 2003; EL-SAYED e EL-SALEM, 2005).

O método da derivada da razdo do espectro proposto por SALINAS e
colaboradores (1990), baseia-se no uso da derivada da razdo do espectro,
provavelmente, a técnica mais utilizada para resolver o problema de misturas ternarias
de farmacos. Nesta, as amplitudes dos espectros de absor¢do da mistura, em cada
comprimento de onda, sdo divididas pelas correspondentes amplitudes do espectro de
absor¢ao de uma solucdo padrdo do componente A, para determinacdo de B e do
componente B, para a determinagdo de A (SALINAS et al., 1990, NEVADO e
CABANILLAS, 1992). A razdo do espectro derivado permite o uso do comprimento
de onda correspondente a0 maximo ou ao minimo e também o uso da distancia entre
maximo € minimo consecutivos, evitando o problema da baixa sensibilidade (EL-

SAYED e EL-SALEM, 2005).

Segundo MORELLI (2003), quando possivel, o método zero crossing ¢ mais
recomendavel que a derivada da razdo do espectro a qual ¢ tediosa e necessita um
controle rigido de varios parametros experimentais € um grande nimero de medidas.
Entretanto, o método da derivada da razdo do espectro apresenta uma maior
sensibilidade, devida as possibilidades de medi¢des nao limitadas apenas ao ponto de

anulacao.

3.2.2.3 Usos da UVD

O Quadro 3.1 mostra algumas aplicagdes da espectroscopia derivada na analise
de farmacos. OJEDA e ROJAS (1995, 2004, 2005) e AL-SAYED e EL-SALEM
(2005) mencionaram centenas de exemplos do uso da UVD na analise de farmacos e

outros compostos.
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Quadro 3.1 Algumas aplicagdes da UVD na analise de farmacos.

FARMACO DERIVADA TECNICA AUTORES
glibenclamida " 1e2® zero crossing MARTINS et al., 2007
corantes: amarelo sol e 1? zero crossing VIDOTTI e
amarelo tartarazina ROLLEMBERG, 2006
clorprotixeno e 24 zZero crossing KARPINSKA e
amitriptilina SZOSTAK, 2005
vincamina na presenca 1? razdo do espectro SHEHATA etal.,
dos produtos de 2005
degradagdo
cumarina 12 zero-crossing OSORIO ¢ MARTINS,

2004
montelukast 24 tangente RADHAKRISHNA et
¢ loratadina 2a zero crossing al., 2003
cefotaxima e 1*e2? razdo do espectro MORELLLI, 2003
cefadroxil 24 zero crossing
cetilpiridinio e 1# zZero crossing PASCHOAL etal.,
benzocaina 2003
clozapina 2e3? ZeTo Ccrossing
e produto de 12 razao do espectro HASAN, etal., 2002
degradacgao acida
trifluorperazina e zero crossing EL-GINDY, et al.,
isopropamida 22 razdo do espectro 2001
metronidazol e 1# zero crossing VEGA e SOLA, 2001

ciprofloxacino

perfil de dissolugdo"
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Equipamento

Os espectros de ordem zero e suas respectivas derivadas foram obtidos na regiao
do ultravioleta, entre 200 a 280 nm, utilizando espectrofotometro de varredura
Shimadzu modelo UV1601 PC, duplo feixe, banda espectral de 2 nm e cubetas de
quartzo de um centimetro de caminho dptico. A aquisicao e a analise dos dados foram
realizadas através do programa UVPC 39 o qual permite a escolha da ordem da
derivada, o valor do fator de escala e a variacao do delta lambda (AL), bem como o uso

da funcao atenuagio.

3.3.2 SQRs e excipientes

As SQRs foram dissolvidas em metanol, separadamente, de forma a obter
solucdo contendo 200 pg ml' e 100 pg ml”, respectivamente, de lopinavir e de
ritonavir. Também foram preparadas solugdes metanolicas dos excipientes (acido
oléico, 6leo de ricino e propilenoglicol), separadamente, cujas quantidades foram

baseadas na literatura (GURSOY e BENITA, 2004).

3.3.3 Amostra

Apods determinagio do peso médio de 20 capsulas de Kaletra®™ (lote 330962E21),
o conteudo das mesmas foi transferido para baldao volumétrico de 200 ml, com auxilio
de metanol, obtendo solugdo contendo 13,33 mg ml” e 3,33 mg ml”, respectivamente,
de lopinavir (LPV) e ritonavir (RTV). Foram efetuadas dilui¢des de forma a obter

solugdes metanolicas contendo 60 pg ml™ de LPV e 15 pg ml" de RTV.
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3.3.4 Técnica e parametros UVD

O lopinavir e o ritonavir no Kaletra® foram quantificados utilizando a técnica do
ponto de anulag¢do ou zero crossing. O ritonavir foi quantificado na primeira derivada,
em diferentes comprimentos de onda, utilizando delta lambda de 1 (AA=1) e fator de
escala de 10. A determinagdo do lopinavir foi realizada em diferentes ordens de
derivada, valores de AA e em diferentes comprimentos de onda. Os espectros derivados
foram obtidos a partir do espectro de ordem zero. Os espectros de ordem zero do
ritonavir foram obtidos utilizando a velocidade rapida de varredura, enquanto que os do

lopinavir foram obtidos utilizando a velocidade média.

3.3.5 Linearidade

A partir das solugdes metandlicas das SQRs (LPV 200 pg ml* e RTV 100 ug
ml™), foram efetuadas dilui¢des de forma a obter os pontos das curvas padrido do
lopinavir, curva padrao do ritonavir, e curva-padrdao do ritonavir contendo uma
quantidade fixa de lopinavir. As concentracdes de cada ponto das referidas curvas
padrdo sdo mostradas na Quadro 3.2. O ensaio para avaliar a linearidade do método foi

realizado em triplicata.

Quadro 3.2 Concentragdes utilizadas para obtenc¢do da curva padrao do lopinavir, ritonavir e
ritonavir+lopinavir.

LPV RTV RTV+LPV

(ng ml™) (ng ml™) (ng ml™)
20,0 5,0 5,0+2,5
40,0 10,0 10,0 +2,5
60,0 15,0 15,0 +2,5
80,0 20,0 20,0 +2,5
100,0 25,0 25,0+2,5
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Foram tracados os espectros de ordem zero, para cada ponto da curva.
Posteriormente esses espectros foram transformados em primeira derivada para a
determinagdo do ritonavir e segunda e terceira derivadas para a determinagdo do

lopinavir.

Com os valores médios de dA/d: ou d*A/dA? ou d*A/d)°, obtidos nos diferentes
dias, construiu-se um grafico, para cada farmaco e comprimentos de onda avaliados,
plotando-se os resultados de d"A/dA" versus concentra¢do. Foram calculados, para cada
farmaco e condicdo, o coeficiente de correlagdo (r) e a equagdo da reta. Utilizou-se a
analise de variancia (ANOVA), com confiabilidade de 95%, para avaliar a linearidade

do método.

3.3.6 Determinac&o do ritonavir e do lopinavir no Kaletra®

Foram preparadas seis amostras de Kaletra® contendo supostamente 15 pug ml’
de ritonavir ¢ 60 pg ml" de lopinavir. As quantificacdes foram efetuadas conforme
descrito no item 3.3.4. A concentragdo de cada farmaco foi calculada pela equagao da

reta. O experimento foi realizado em trés diferentes dias.

3.3.7 Avaliacédo do método UVD

Os resultados obtidos na determinagdo do lopinavir € do ritonavir pelo método
UVD foram comparados com os resultados obtidos na determinacdo desses farmacos,
pelo método CLAE, previamente desenvolvido e validado. Foi utilizado o teste t de
Student, com confiabilidade de 95%, para avaliar se existe diferenca significativa entre

os dois métodos.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de ordem zero do lopinavir e do ritonavir, Figura 3.3A,
apresentam-se sobrepostos, impossibilitando a utilizacdo da espectroscopia de UV
classica para a quantificagdo dos mesmos, sem a prévia separacao dos componentes.
Nestes casos, a UVD ¢ uma ferramenta adequada para resolver o problema e tem sido
aplicada com sucesso na andlise farmacéutica de sistemas multicomponentes. Os
excipientes do Kaletra® (6leo de ricino, acido oleico, e propilenoglicol), néo
apresentaram absor¢do significativa na regido do UV, nos comprimentos de onda
utilizados para a determina¢do do lopinavir e do ritonavir, ou seja, acima dos 240 nm.

Os espectros dos excipientes, sobrepostos, sdo mostrados na Figura 3.3B

3,00 3,00

Excipientes

0,00 : 0,00 : :
200,0 240,0 280,0 2000 240.0 280,0
% (nm) A (nm)

Figura 3.3 Espectros de absor¢io de ordem zero do RTV 15 pg ml”, LPV 60 pg ml™ e do
Kaletra® (15 pg ml”' de RTV e 60 pg ml” de LPV) em metanol (A) e dos excipientes do
Kaletra® (acido oléico, 6leo de ricino e propilenoglicol), em metanol (B).

3.4.1 Definicao dos parametros

Inicialmente, os espectros de ordem zero das SQRs do lopinavir 60 pg ml™,

ritonavir 15 pg ml” foram diferenciados. Utilizando o programa UVPC39 e diferentes
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valores de delta lambda (AL) e de fator de escala, esses espectros foram transformados
em espectros de primeira, segunda e terceira derivada, buscando definir as melhores
condigdes para a quantificagdo desta associagdo no Kaletra®, através da técnica do

ponto de anulagdo.

Os espectros de primeira derivada do lopinavir e do ritonavir sdo mostrados na
Figura 3.4. Cinco comprimentos de onda que correspondem aos pontos de anulagao do
lopinavir (248,2, 249,1 253,4; 254,8 e 259,0 nm), foram inicialmente selecionados para
a determinacéo do ritonavir no Kaletra®. Teoricamente, nesses comprimentos de onda,
o RTV pode ser determinado sem ou com um minimo de interferéncia. Os espectros
foram obtidos utilizando AA = 1 nm e fator de escala de 10. Nao houve diferenca

significativa na forma do espectro do ritonavir utilizando AA = 2.

0.15
2491 2548
| 259.0
248-2| | 2534 | I
| I
|
S Il (- [
< RTV [ [ I
© I | |
0.00 /‘\H’ \\J/\
LPV
-0.15 i i . .
230.0 255.0 280.0
A (nm)

Figura 3.4 Espectros de absor¢do de primeira derivada do RTV 15 pug ml™, LPV 60 pg ml™,
obtido utilizando AA = 1 e fator de escala de 10, indicando os cinco comprimentos de onda
referentes aos pontos de anulagdo do LPV, para a determinag¢do do RTV.

No espectro de primeira derivada, nenhum ponto de anulagdo foi selecionado
para a determinagdo do lopinavir. Entdo, utilizando um fator de escala de 100 e dois
diferentes valores de AA, os espectros de ordem zero do lopinavir e do ritonavir foram
transformados em espectros de segunda derivada, conforme mostra a Figura 3.5.
Utilizando o valor de AL = 2, foram selecionados os A de 258,5 e 264,6 para a
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determinagdo do lopinavir. Buscando melhorar a relacdo sinal ruido, aumentou-se o
valor de AL = 2 para AL = 4. Com o aumento do valor de AA = 4, diminuiu a
freqliéncia de onda e conseqiientemente os pontos de anulacdo do ritonavir. Nesta
condi¢do, foi selecionado apenas o comprimento de onda 253,4 nm para a
quantifica¢do do lopinavir. Segundo O’HAVER e GREEN, (1976), utilizando baixos
valores de AL ¢ possivel obter uma alta resolucdo dos espectros, entretanto, quanto
menor o valor de AL maior ¢ a relagdo entre o sinal e o ruido do equipamento.

d?Ald)2 d?Alda2
0,40 0,25

-0,40

230,0

2550
A (nm)

280,0

=TT T

-0,25

230,0

2550
A (nm)

280,0

Figura 3.5 Espectros de segunda derivada das SQRs do LPV 60 ug ml"' e RTV 15 pg ml™,
indicando os pontos de anulag@o do ritonavir, obtidos utilizando AL = 2 e fator de escala de
100 (A) e AL =4 e fator de escala de 100 (B).

Os espectros de ordem zero dos dois inibidores da protease também foram
transformados em espectros de terceira derivada, visando a determinagao do lopinavir.
Os espectros foram obtidos utilizando AL = 4 e fator de escala de 100 e foi
selecionado o A de 251,0 para a determinagdo do lopinavir, correspondente ao zZero

crossing do ritonavir, conforme mostrado na Figura 3.6.

Importante ressaltar que os comprimentos de onda selecionados para a
determinacdo do lopinavir na segunda e terceira derivadas (zero crossing do RTV) ¢ os
comprimentos de onda de primeira derivada selecionados para a determinacdo do
ritonavir (zero crossing do LPV), foram melhor visualizados utilizando a curva-padrao
sobreposta dos 2 farmacos na derivada selecionada para a determinacdo de cada um,
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conforme mostrado em linearidade, item 3.4.2. Fator importante a ser considerado,
pois segundo OJEDA e ROJAS (2004), pequenos erros no comprimento de onda
podem resultar em erros muito maiores na derivada que no espectro normal.

0,20

2510

WAMM

230,0 255,0 280,0
% (nm)

Figura 3.6 Espectros de terceira derivada das SQRs LPV 60 ug ml™ e RTV 15 pg ml" obtidos
utilizando fator de escala de 100 e AL =4

o Adedn?

O Quadro 3.3 apresenta um resumo das condigdes empregadas para a
quantificagdo dos dois inibidores da protease no Kaletra®. Os comprimentos de onda
de 248,2 e 249,1 nm da primeira derivada para a determina¢do do ritonavir e o A de

253,4 da segunda derivada e AL = 4 para a determinacdo do lopinavir foram

descartados nestes testes preliminares.

Quadro 3.3 Condigoes utilizadas para a determinagdo do lopinavir e do ritonavir no Kaletra®,
capsulas de gelatina mole.

Velocidade de
Farmaco Ordem da derivada / A AA FE varredura
D'A=253.4
RTV ST
D A=254.8 1 10 rapida
D'A=259.,0
27 _
LPV D 2=258,5 2 100 média
D*\=264.6 2
D*A=251,0 4
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3.4.2 Linearidade

A resposta do ritonavir foi linear no intervalo de 5,0 a 25,0 ug ml”', na primeira
derivada, nos diferentes comprimentos de onda avaliados: 253,4; 254,8 e 259,0,
enquanto que a resposta do lopinavir foi proporcional a concentracio, no intervalo de
20,0 a 100,0 pg ml” na segunda derivada (A = 258,5 e 264,6). Os resultados foram
analisados por meio da regressdao linear, método dos minimos quadrados, equagdo
y=b-x+a, onde y ¢éadA/dA, d*A/d)\?, respectivamente, para a primeira e segunda
derivada, a ¢ o intercepto e x € a concentracdo do lopinavir ou do ritonavir. A Figura
3.7 mostra os espectros de ordem zero da curva padrdo, para ambos os farmacos e os
espectros sobrepostos desses farmacos para a primeira ¢ segunda derivada, indicando

os comprimentos de onda onde a linearidade do método foi avaliada.

2,70 1,20
A B
A A
0,00 " 7 : 0.00l \ .
200,0 240,0 2750 2000 240.0 2750
A (nm) % (nm)
0,50 0,10

2548 29,0

2585 2646

asda?

=

(=]

(]
dasdn g

-0,60 " " . ‘ -0,20 : ,
230,0 240,0 @200 2800 ' 2300 2400 ? (nrggo_o
Figura 3.7 Espectros da curva-padrdao do LPV contendo 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 ¢ 100,0 pg ml!
de ordem zero e de segunda ordem, AA = 2 e fator de escala de 100, indicando os pontos de
anulagao do RTV (A); espectros da curva-padrao do RTV contendo 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e
25,0 ug ml”' de ordem zero e de primeira derivada, AL = 1 e fator de escala de 10, indicando
os pontos de anula¢do do LPV (B).
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A analise estatistica da linearidade desses farmacos ¢ mostrada na Tabela 3.1.
Os coeficientes de correlagdo tanto para o lopinavir como para o ritonavir foram
superiores a 0,999 indicando uma adequada correlagdo, entre concentracdo e a
absorvancia. A andlise de variancia (ANOVA), para ambos os farmacos e nestas
condi¢des, demonstrou que ndo houve desvio de linearidade e a regressdo foi
significativa, com confiabilidade de 95%, conforme mostrado nas Tabelas 3.4 a 3.8 do

ancxo.

Tabela 3.1 Analise estatistica da linearidade do ritonavir e do lopinavir (n=3)

RITONAVIR LOPINAVIR
‘D'A=253,4  D'A=254,8 D'A=259,0 "D’A=258,5  D’A=264,6
Intervalo (ug ml™) 5,0-25,0 20,0 — 100,0
Inclinagdo 737x10°  7,08x10°(  458x10° 555x10°  524x10°
(+DPR) (*1,5) 0,5) (£0,5) (+1,8) (0,9)
Intercepto 3,0x10* 2,4x10™ 3,6x10* 3,0x107 -4,1x 107
r 0,9996 0,9999 0,9998 0,9998 0,9998

r = coeficiente de correlagio; “D'= primeira derivada; "D* = segunda derivada

Os DPRs médios das curvas padrdo do ritonavir, ficaram abaixo dos 2,0% e os
espectros foram obtidos na velocidade rapida de varredura. Contudo, para o lopinavir,
onde foi selecionada a segunda derivada para determina-lo, os espectros de ordem zero
tracados na velocidade répida, apresentaram DPRs aquém dos limites aceitaveis
(£ 3%). Assim, trés novas curvas padrao foram feitas e as varreduras para obtencao de
cada espectro foram efetuadas utilizando a velocidade média. Com isso, apenas um
DPR médio (2,4%) ficou acima dos 2%. Segundo O’HAVER e BEGLEY (1981)
menores velocidades de varredura melhoram a relagdo sinal ruido. Entretanto, a
diminui¢do da velocidade de varredura do espectro aumentou significativamente o

tempo de andlise do lopinavir.

A terceira derivada foi descartada para a quantificagdao do lopinavir, devido aos
altos valores dos DPRs médios da curva: 6,5; 3,7; 2,5, 2,2 e 2,5, respectivamente, para
as concentragdes de 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pg ml”. Em conformidade com a literatura, a
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complexidade do espectro aumenta com o aumento da ordem da derivada (O’HAVER
e BEGLEY; 1981; OJEDA e ROJAS, 2004). Os espectros das curvas padrio de
terceira derivada, obtidos utilizando AA = 4 e fator de escala de 100 sao mostrados na
Figura 3.8. Numa tentativa de obter melhores resultados, experimentou-se entdo,
aumentar o valor de AL = 4 para AL = 8. Entretanto, com AA = 8, nenhum ponto de

anulagdo pode ser selecionado para a determinacao do lopinavir.

0,

(]
o

d*addy’

o
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o

-0,40 . . . .
230,0 255,0 280,0
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Figura 3.8 Espectros de terceira derivada das curvas padrdo do lopinavir contendo 20,0; 40,0;
60,0; 80,0 e 100,0 pg ml™” e do ritonavir nas concentracdes de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 ug
ml”, obtidos utilizando A\ = 4 e fator de escala de 100, indicando o A para a determinagao do
lopinavir.

3.4.3 Comparacéao de métodos: CLAE e UVD

Seis amostras de Kaletra®, contendo 15 pg ml"' de ritonavir e 60 pg ml™ de
lopinavir foram quantificadas, em trés diferentes dias, utilizando as condi¢des descritas
no Quadro 3.3, excetuando a determinagdo do lopinavir na terceira derivada. As
quantificagdes foram efetuadas, utilizando para cada comprimento de onda, a

respectiva equacao da reta.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 3.2, juntamente com os
resultados obtidos por CLAE, método previamente desenvolvido e validado, bem como
os resultados obtidos com o teste t de Student, utilizado para avaliar se existe diferenca

significativa entre os métodos.
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Tabela 3.2 Resultados obtidos nos estudos de precisdo dos métodos UVD e CLAE para a
determinagdo do lopinavir e do ritonavir e os resultados do teste t, presumindo variancias
equivalentes, para os valores obtidos na determinag¢io do RTV por UVD' ¢ CLAE e do LPV
por UVD? e CLAE, calculados pelo Microsoft Excel 2003 (n = 18).

Valor *Valor Comparagdo UVD
Féarmaco Meétodo teodrico encontrado versus CLAE
(ugml™)  (ugml")+DPR (teste t)
UVD’A=258,5 60,0 61,1 £1,9(101,2%) t=19,5099 (s)
LPV UVD’A=264,6 60,0 56,4 2,0 (93,9%) t=35,8367 (s)
CLAE 133,3 140,3 £ 0,6 (105,3%)
UVD'A=2534 15,0 20,4+ 1,5 (136,0%) t=112,914 (s)
RTV UVD'A=254,8 15,0 17,4 £ 1,2 (116,1%) t=38,721 (s)
UVD'A=259,0 15,0 18,2 £1,6 (121,2%) t=65,949 (s)
CLAE 33,3 31,6 £ 0,5 (94,8%)

“Média em pug ml™' + DPR para 18 determinagdes com os valores percentuais nos parénteses.
Valor teodrico t s, 34 = 2,0322 (s) = significativo.

Os resultados dos testes t de Student para duas amostras presumindo variancias
equivalentes, tq s34 = 2,2283, demonstraram haver diferenga significativa entre os
métodos UVD' e CLAE, para a determinagdo do ritonavir e UVD? e CLAE para a
determinagio do lopinavir no Kaletra®, capsulas de gelatina mole, em todas as
condi¢des avaliadas. Esta comparacao foi efetuada com os dados obtidos nos estudos

de precisdo de ambos os métodos.

Desta forma, o método por espectroscopia derivada ndo pode ser utilizado como
método alternativo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para a
determinagdo destas substancias ativas na forma farmacé€utica de capsulas moles. Os
resultados do teste t de Student para cada condicdo utilizada e para farmaco

encontram-se nas Tabelas 3.9 a 3.13 do anexo.
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3.4.4 Consideragdes finais sobre a UVD

O teste t de Student (p = 0,05) demonstrou que nao houve diferenca significativa
na equacao da reta (inclinagdo e intercepto) da curva padrdo do ritonavir quando
comparada a curva padrdao do ritonavir contendo quantidade fixa de lopinavir, nos
comprimentos de onda de 253,4, 254,8 ¢ 259,0 nm, conforme pode ser verificado na
Tabela 3.3. Isso exclui a possibilidade da interferéncia do lopinavir, na determinagao
do ritonavir, nesses comprimentos de onda e, a absor¢do dos excipientes nesta regiao
do UV foi desprezivel, conforme Figura 3.3B. Entretanto, a diferenga obtida entre os
métodos UVD e CLAE para o ritonavir, foi de aproximadamente 20% sobre o valor
rotulado, com DPRs médios menores de 2,0, para ambos os métodos. Assim, presume-

se que possa estar ocorrendo outro tipo de interferéncia nesta regiao.

O lopinavir, ao contrario do ritonavir, tem baixa absor¢do na regidao que
possibilitou sua determinagdo (A 258,5 e 264,6 nm), principal desvantagem da técnica
do ponto de anulagdo ou zero crossing. Provavelmente, as diferengas entre os métodos
de CLAE e UVD possam ser devidas a baixa absortividade molar do LPV nestes

comprimentos de onda.

Tabela 3.3 Resultados obtidos na avaliagdo estatistica da curva padrdo do ritonavir (inclinagao
¢ intercepto), comparada a curva padrao do ritonavir contendo quantidade fixa de lopinavir
(RTV+L), para os diferentes comprimentos de onda, utilizando o teste t de Student,
(p =0,05), presumindo variancias equivalentes, calculado pelo Microsoft Excel 2003.

Inclinagdo intercepto

A (nm) (xDPR) teste t teste t
RTV RTV+L RTV RTV+L

2534 7,366 x 107 7,298x10° 0,8599 ns 3,0x10* 6,6 x10° 24291 ns
(£1,2) (£1,5)

254.8 7,078 x 107 7,207x107 1,9105 ns 24x10* 2,5x 10" 1,8569 ns
*1L1) (£1,2)

259,0 4584 % 107 4646 x 10°  2,1399 ns 3,6 x 107 34x10%  2,1399 ns
(+0,9) (£0.6)

teos, 4= 2,7764; ns = ndo significativo;
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3.5 CONCLUSOES

Os resultados do teste t de Student (p = 0,05) demonstraram que houve
diferenga significativa no método de UVD proposto para a determinaciao do
lopinavir e do ritonavir quando comparado ao método CLAE, nas condigdes
empregadas. Portanto, o método por UVD proposto ndo pode ser considerado
equivalente ao método CLAE para a determinagdo do lopinavir e do ritonavir no

Kaletra®, capsulas mole de gelatina.
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CAPITULO 4
Perfil de dissolucgéo in vitro baseado nos dados in vivo para o lopinavir capsulas de
gelatina







Perfil de dissolucéo in vitro

4.1 INTRODUCAO

O teste de dissolucdo in vitro faz parte das especificaces farmacopéicas para o
controle de qualidade de formas farmacéuticas solidas ou semi-solidas de uso oral.
Entretanto, com normas bem definidas de bioequivaléncia, de biodisponibilidade e do
sistema de classificacdo biofarmacéutica, o teste de dissolucdo passou do tradicional
teste de controle de qualidade para teste substituto de estudos de bioequivaléncia in
vivo (FDA, 1997a; DRESSMAN e KRAMER, 2005).

O valor do teste de dissolucdo, como uma ferramenta para o controle de
qualidade e como preditivo do comportamento in vivo, é significativamente maior se
uma correlagédo in vitro-in vivo (CIVIV) for estabelecida. O sistema de classificagdo
biofarmacéutica (SCB), proposto por AMIDON e colaboradores (1995), baseado na
solubilidade e na permeabilidade através da membrana gastrintestinal, além de
fornecer bases para ajustar as especificacdes de dissolugdo, pode prever quando uma

CIVIV pode ser estabelecida.

Recentemente, ROSSI e colaboradores (2007) desenvolveram um método de
dissolucdo para o ritonavir, farmaco inibidor da protease, muito pouco soltivel em agua

e componente do Kaletra®, baseado em dados in vivo.

Considerando que a dissolucdo é um fator limitante para absorcéo do lopinavir,
este Capitulo tem como objetivo estabelecer o perfil de dissolucdo do lopinavir in vitro,
a partir do Kaletra®, capsulas mole de gelatina, baseado nos dados in vivo. Os dados
farmacocinéticos in vivo foram retirados de estudos previamente realizados por OKI e

colaboradores (2004), apds a administracdo da formulacéo a voluntarios saudaveis.
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4.2 REVISAO

4.2.1 Dissolucao e absorc¢ao de farmacos

A absorcdo de farmacos a partir de formas farmacéuticas solidas de uso oral
depende da liberagdo da substancia ativa, da dissolucdo da mesma nas condicdes
fisioldgicas e de sua permeabilidade através das membranas do trato gastrintestinal
(ANSEL et al., 2000).

A permeabilidade é o segundo processo que inicia ap6s o farmaco estar em
solucéo e é definida como a habilidade do farmaco transpor membranas para atingir a
circulacdo sisttmica. O grau de permeacao e posterior absorcao dependem também das
propriedades fisico-quimicas do farmaco e da perfusdo sanguinea (ANSEL et al., 2000;
SIRISUTH e EDDINGTON, 2004).

4.2.2 Teoria da dissolucéo e condices sink

A velocidade de dissolucdo de uma particula de farmaco é determinada pela
velocidade de difusdo das moléculas do soluto através de uma fina camada de farmaco-
solucdo que envolve a superficie da particula, chamada camada de difusdo. E a partir
desta camada que as moléculas do farmaco passam através do liquido solvente e
entram em contato com as membranas biologicas para serem absorvidas.

Matematicamente, a velocidade de dissolucdo pode ser descrita pela Equacdo de

Noyes-Whitney, modificada por Nernst:

dc DS
aZkz W(Cs_ct) (4.1)
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onde, dc/dt é a velocidade de dissolucdo; k, a constante de velocidade, caracteristica
intrinseca de cada substancia quimica; D é o coeficiente de difusdo do soluto em
solucdo; S a area superficial do sélido; h a espessura da camada de difuséo; v, o volume
do meio de dissolucdo; Cs a solubilidade da substancia no solvente e C; a concentracédo
do soluto no meio no tempo t. Entretanto, in vivo, acredita-se que nédo hé interferéncia
do gradiente de concentracdo sobre a velocidade de dissolucdo do farmaco segundo a

equacdo 4.1, uma vez que no organismo existe a condi¢do sink (ABDOU, 2000;

ABRAHAMSSON, 2000).

Desta forma, os estudos de dissolugdo devem ser conduzidos de forma a
satisfazer as condicgdes sink que existem in vivo, ou seja, que Ct seja de no maximo
15% de Cs. Para tanto, sdo utilizados, recursos como o uso de grandes volumes de
meio, adi¢do de tensoativos, ajuste de pH, reposicdo de meio e uso de fase orgénica
para funcionar como deposito. Nestas condicdes, o termo Ct da equacdo 4.1 pode ser
desprezado, pois a velocidade de dissolucdo serd independente da fracdo ja dissolvida
(cs>>c) e a equagdo 4.1 entdo, segundo os autores acima mencionados, pode ser

escrita:

dc DS

—=k,—cC 4.2
dt 2vh ® 4.2)

considerando que ¢s e D sdo constantes para cada substancia quimica a equacéao 4.2,

pode ser transformada em:

dc S
=k
dt vh (4.3)

e, como o volume do meio de dissolucdo e a superficie sdo mantidos constantes

durante o teste dissolucdo, entéo,

da_ (4.4)
dt
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Em condicdo sink, segundo esta equacdo, a velocidade de dissolucéo é constante
e se aproxima das condi¢fes in vivo. Os testes de dissolugdo in vitro devem ser
conduzidos de forma a assegurar esta condicdo (ABRAHAMSSON, 2000; ABDOU,
2000).

4.2.3 Fatores que afetam a dissolucdo de farmacos in vitro

4.2.3.1 Tamanho de particula

A reducdo do tamanho de particula aumenta a area de contato do soluto com o
solvente. No caso de farmacos muito pouco sollveis em agua, segundo a equacdo 4.1
de Noyes-Whitney modificada, resulta em um aumento da velocidade de dissolucgéo
(ANSEL et al., 2000).

4.2.3.2 Propriedades fisico-quimicas

As substancias quimicas podem apresentar-se nas formas cristalina ou amorfa,
sendo que a forma amorfa é mais soltvel que a forma cristalina. Algumas substancias
na forma cristalina sdo capazes de formar diferentes tipos de cristais ou polimorfos.
Apesar de serem quimicamente idénticos, possuem propriedades fisico-quimicas
diferentes (ANSEL et al., 2000; VIPPAGUNTA, 2001; HILFIKER, 2006.).

O lopinavir existe como forma amorfa e quatro diferentes formas cristalinas. O
produto comercial € uma mistura da forma amorfa e cristais do tipo | (EMEA 2001a;
EMEA, 2001b). Os polimorfos do ritonavir, em numero de cinco, encontram-se bem
documentados na literatura. Recentemente, duas dissertacbes de mestrado (DIAS,
2006; ROSSI, 2006), apresentadas neste Programa de Pds-Graduacdo, evidenciaram 0s

polimorfos do ritonavir no Norvir®.
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A maioria dos farmacos sdo acidos ou bases fracas, portanto, ionizaveis. Nestes,
a solubilidade pode ser explicada pelo grau de ionizacdo do composto que €
dependente do pH do meio e da constante de dissociacdo do farmaco (HORTER e
DRESSMAN, 2001). Muitos outros fatores como o estado de hidratagdo, solvatacao,
complexacdo e propriedades fisicas como densidade, viscosidade e molhabilidade
afetam a velocidade de dissolu¢do (ABDOU, 2000).

4.2.3.3 Tensoativos

O uso de tensoativos no meio de dissolucdo para farmacos escassamente
sollveis em agua é preconizado (USP 2007; FDA, 1994b). Segundo SHAH e
colaboradores (1989), o uso de tensoativos no meio de dissolucdo é mais adequado do
que o uso de veiculos hidro-alcodlicos, tendo em vista a existéncia de tensoativos

naturais como a lecitina, &cidos e sais biliares no trato gastrintestinal (TGI).

A velocidade e o grau de dissolucdo in vitro, aumentam com o aumento da
concentracdo de lauril sulfato de sodio (LSS). Entretanto, altas concentracdes do
tensoativo podem ser menos discriminatorias para a formulacdo e podem causar
problemas nos testes automatizados, devido a excessiva formacdo de espuma (SHAH
et al., 1995). Afora esses problemas, a simples combinagdo de tensoativos sintéticos
ndo pode ser usada para simular ambas as condi¢des (gastricas e intestinais) e ndo se
pode afirmar que eles solubilizam o farmaco de forma semelhante aos componentes
biliares (DRESSMAN, 2000).

4.2.3.4 Forma farmacéutica e tecnologia de fabricagdo

Quanto menor o numero de etapas envolvidas no processo de fabricacdo, maior
sera a velocidade de dissolucdo. Assim, a solubilidade de um determinado farmaco ¢
maior na forma farmacéutica de suspensdo aquosa e menor na forma de comprimidos
ou capsulas duras de gelatina (HUTCHISON e FERDINANDO, 2005).
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O lopinavir e o ritonavir, inibidores da protease e praticamente insollveis em
agua, encontram-se dissolvidos ou dispersos em acido oléico, propilenoglicol e 6leo de
ricino etoxilado, este ultimo, um tensoativo ndo idnico. Segundo ASHFORD (2005),
este sistema é denominado auto-emulsionante (SEDDS) e é uma estratégia utilizada

para aumentar a velocidade de dissolucdo e consequentemente a biodisponibilidade.

O fenébmeno cross-linking que ocorre nas capsulas mole de gelatina pode alterar
de forma significativa a velocidade de dissolucdo in vitro. Excipientes normalmente
utilizados nesta forma farmacéutica, em condi¢des de estresse, podem sofrer auto-
oxidacdo e formar aldeidos os quais podem reagir com a gelatina e formar ligacdes
cruzadas, resultando na diminuicdo da velocidade de dissolucdo in vitro (DIGENIS et
al., 1994; MEYER, et al., 2000).

4.2.3.5 Velocidade de agitacao

As condigdes empregadas no teste de dissolucdo, principalmente a velocidade
de agitacdo, interferem na velocidade de dissolu¢do do farmaco a partir da forma
farmacéutica. Sequndo BANAKAR (1992), a velocidade de dissolucdo é diretamente
proporcional a velocidade de agitacdo e inversamente proporcional a espessura da

camada de difusao.

4.2.4 Sistema de classificagdo biofarmacéutica

O sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), proposto por AMIDON e
colaboradores (1995), classifica os farmacos segundo sua solubilidade aquosa na faixa
de pH gastrintestinal e na sua permeabilidade através da membrana do TGI. Estes
fatores, solubilidade e permeabilidade, associados a dissolucdo do farmaco a partir da
forma farmacéutica s@o os principais fatores que regem a velocidade e a extensdo da
absorcdo do medicamento. Além de fornecer bases para ajustar as especificacfes de

dissolucdo, o SCB pode prever quando uma correlacgdo in vitro-in vivo pode ser obtida
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com sucesso. Neste sistema, um farmaco é considerado altamente solivel quando a
dosagem mais alta se dissolve em até 250 ml de agua na faixa de pH entre 1,0e 6,8 e €
altamente permeével quando a extensdo da absorcdo é maior que 90% da dose
administrada, na auséncia de instabilidade do trato gastrintestinal. De acordo com o
SCB, os farmacos sdo divididos em quatro classes (AMIDON et al., 1995; FDA,
1997a; DRESSMAN et al., 1998; DRESSMAN, 2000; DRESSMAN E KRAMER,
2005):

4.2.4.1 Classe I: alta solubilidade (AS) e alta permeabilidade (AP)

O SCB sugere que para farmacos da classe | e para alguns farmacos da classe
I11, a biodisponibilidade ndo é limitada pela velocidade de dissolucdo. Nestes casos, 0
fator limitante poderd ser o esvaziamento gastrico e uma CIVIV dificilmente serd
obtida para formas de liberacdo imediata. Para estas classes, o teste de dissolucdo
objetiva apenas constatar se o fArmaco é liberado a partir da forma farmacéutica em
meio aquoso moderado, dentro de um determinado tempo. O FDA recomenda o teste
de dissolucdo de um Unico ponto onde > 85% do farmaco deve dissolver dentro de 30
minutos. Farmacos pertencentes a classe | sdo dispensados dos testes de

bioequivaléncia in vivo quando apresentam adequada dissolucéo in vitro.

4.2.4.2 Classe 11: baixa solubilidade (BS) e alta permeabilidade (AP)

Nesta classe estdo os farmacos muito pouco sollUveis em meio aquoso,
entretanto, sdo facilmente transportados atraves da mucosa do TGI devido a sua boa
lipofilia. Para estes farmacos, a velocidade de dissolugéo pode ser o fator limitante da
biodisponibilidade oral. A relacdo dose solubilidade (D/S) dada pela equagdo 4.5
indica se as condi¢bes do TGI solubilizam o farmaco. Valores de D/S até 250 ml,

segundo o FDA, indicam uma boa solubilidade; valores maiores indicam que pode nao
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existir as condicBes sink no organismo e que a dissolucdo serda o fator limitante da

absorcdo. Neste caso, uma boa CIVIV pode ser esperada.

dose (mg)

D/S= (4.5)

solubilidade aquosa (mg ml_l)

4.2.4.3 Classe 111: alta solubilidade (AS) e baixa permeabilidade (BP)

A permeabilidade do fa&rmaco as membranas é o fator que controla a absorcéo e
uma CIVIV limitada pode ser possivel, dependendo do transito intestinal e da
velocidade relativa de dissolucdo. Aqui, a rapida dissolugédo é importante, pois aumenta
0 tempo de contato entre o farmaco dissolvido e a membrana, melhorando a

biodisponibilidade.

4.2.5.4 Classe 1V: baixa solubilidade (BS) e baixa permeabilidade (BP)

Os farmacos desta classe, normalmente, apresentam problemas significativos de
absorcdo oral a partir da forma farmacéutica. A exemplo dos farmacos da classe llI,

uma CIVIV é pouco provavel de ser obtida.

O SBC da uma estimativa de qual dos dois processos cinéticos (solubilidade e
permeabilidade) podem estar envolvidos no fator limitante da velocidade de absorcao,
entretanto ele ndo avalia a dissolugéo e a absor¢do diretamente, mas sim 0s parametros
de solubilidade e de permeabilidade, que em termos cinéticos, sdo dificeis de
interpretar. Apesar disso, o SCB fornece um ponto de partida atil para o
reconhecimento de como e quando o teste de dissolucdo pode auxiliar no
desenvolvimento e na avaliacdo da forma farmacéutica de uso oral, sustenta a
solicitacdo de dispensa de estudos in vivo aos 6rgédos reguladores e pode prever quando
uma CIVIV pode ser obtida (DRESSMAN ECT al., 1998; KRAMER, 2000;
DRESSMAN e KRAMER, 2005).
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A comparacéo entre perfis de dissolucéo, segundo o FDA (2000), pode isentar
0s estudos in vivos nos casos de diferentes dosagens de uma mesma formulagéo e nos
casos de pequenas modificacBes efetuadas no medicamento apds aprovacdo do mesmo.
A fim de uniformizar a comparacéo entre perfis, 0 FDA adotou o modelo matematico
independente, o qual usa um fator de similaridade (f,) e um fator de diferenca (fy)
(FDA, 1997b; FDA, 2000; DRESSMAN E KRAMER, 2005). A ANVISA utiliza
basicamente 0s mesmos critérios do FDA para a dispensa dos estudos de
bioequivaléncia e o0 mesmo modelo para comparacdo entre perfis de dissolugéo
(BRASIL, 2004).

4.2.6 Correlacdo in vitro- in vivo (CIVIV)

O FDA (1997b) define CIVIV como um modelo matematico preditivo que
descreve a relacdo entre uma propriedade in vitro e uma resposta in vivo da forma
farmacéutica. A propriedade in vitro normalmente utilizada é o grau de dissolugéo a
partir da forma farmacéutica, enquanto que a resposta in vivo é a quantidade do

farmaco absorvida.

Para o estabelecimento de uma CIVIV sdo necessarios estudos de absorcao in
vivo e dissolugéo in vitro, realizados com o mesmo lote da formulagdo e com trés
diferentes velocidades de liberacdo. Tais correlagdes tém como vantagem reduzir o
numero de dispendiosos estudos clinicos para avaliar a biodisponibilidade em humanos
e a utilizacdo de animais para avaliar a formulacdo. Entretanto, nem sempre uma
CIVIV pode ser estabelecida. Normalmente, ela é obtida quando a dissolugéo ¢ o fator
limitante da velocidade de absor¢do (FDA, 1997b; ASHFORD, 2005; DRESSMAN E
KRAMER, 2005). A Figura 4.1 resume os requerimentos do FDA para formas

farmacéuticas de liberacdo imediata de uso oral.
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Medicamento
BD/BE

Pds-registro
Pré-registro Perfil de dissolucéo
Estudos de BE

Novo farmaco:
Estudos de BD Farmaco genérico

=3 r

Dissolugdo J LClasse LI e IV:}
|

Maior concentragéo Menor concentragéo
Estudos de BE Estudos de dissolucéo

BD: biodisponibilidade; DR: dissolucédo rapida; BE: bioequivaléncia

Figura 4.1 Requerimentos do FDA para formas farmacéuticas de liberacdo imediata, de uso
oral, segundo DRESSMAN e KRAMER (2005).

4.2.5.1 Niveis de correlacéo

Quatro niveis de CIVIVs sdo descritos pelo FDA (1997b):

4.2.5.1.1 Correlacéo nivel A

Representa uma relacdo ponto a ponto entre a fracdo dissolvida, a partir da
forma farmacéutica, e a velocidade de entrada do farmaco no organismo. E o nivel de
correlacdo mais alto. Normalmente, esta correlacdo € obtida pela deconvolucédo da
curva de concentracdo plasmatica versus tempo para obtencdo da curva da fracdo
absorvida versus tempo. Esta Gltima € obtida pela modelagem matematica, utilizando

modelos dependentes como Wagner-Nelson, para um compartimento, ou Loo-
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Riegelman se 0 modelo se ajusta a dois compartimentos, ou ainda, utilizando modelos
independentes. A correlacdo é obtida através da comparacdo entre a fracdo absorvida e
dissolvida do farmaco, nos mesmos tempos. Normalmente esta correlagdo é linear,
apresentando uma equacdao do tipo:

y=ax+Db (4.6)

onde y é a fracdo do farmaco absorvida em diferentes tempos; x a fracdo do farmaco
dissolvida em diferentes tempos; a € o coeficiente angular da inclinacdo daretae b é o

intercepto.

4.2.5.1.2 Correlagéo nivel B

Este nivel de correlacdo compara o tempo médio de dissolucdo in vitro com o
tempo de dissolu¢cdo médio ou o tempo de residéncia médio in vivo. N&o representa
uma correlacdo ponto a ponto, porque ndo reflete inteiramente a curva de nivel

plasmatico.

4.2.5.1.3 Correlacéo nivel C

Estabelece um simples ponto de relagdo entre um parametro de dissolugdo e um
parametro farmacocinético, como ASC, Tpax OU Chax. N&O permite prever o real

desempenho do farmaco in vitro.

4.2.5.1.4 Correlacéo nivel C multiplo

Relaciona um ou varios parametros farmacocinéticos de interesse a fracdo de

farmaco dissolvida em varios pontos do perfil de dissolucéo.
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Obtencédo dos dados in vivo

O perfil de dissolucdo in vitro para o lopinavir, (Kaletra®) capsulas mole de
gelatina, foi desenvolvido através do ajuste da curva de dissolucgéo a curva de absorgéo.
Os dados farmacocinéticos in vivo foram retirados dos estudos previamente realizados
por OKI e colaboradores (2004), ap6s a administracdo da forma farmacéutica a

voluntarios saudaveis.

O estudo farmacocinético foi realizado utilizando oito voluntarios saudaveis, de
ambos o0s sexos, com idade entre 28 e 52 anos e peso entre 51 e 70 quilos. O ensaio,
com delineamento cruzado, foi realizado em ambas as condicdes: estado de jejum e

pos-prandial, em diferentes periodos.

Cada voluntario recebeu uma dose oral de Kaletra® (400 mg de lopinavir e 100
mg de ritonavir). Os voluntarios em estado pos-prandial receberam uma refeicdo
contendo 530 kcal e 20 g de lipidios. Nestes, a administracdo ocorreu 30 minutos apos
0 término da refeicdo. No estado de jejum os voluntarios ficaram, 12 horas sem ingerir
alimentos, antes da administracdo. As amostras de sangue foram coletadas nos tempos
0,1, 2 3,4,6, 8, 12, 18, 24 e 30 horas ap6s a administragdo. Apés a extracdo do

lopinavir e do ritonavir do plasma, os mesmos foram quantificados por CLAE.

Os parametros farmacocinéticos foram calculados utilizando o programa
MULTI®. O t-teste foi utilizado para comparar os parametros, com confiabilidade de
95%.
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4.3.1.1 Fracao absorvida da dose

Os pontos médios da curva de concentracdo plasmatica nos diferentes tempos
foram obtidos pelo programa de regressio ndo linear Scientist® versio 2.0
(MicroMath®) a partir do dados de OKI e colaboradores (2004), utilizando modelo de
um compartimento aberto, descrito pela Equacdo 4.7. A fracdo absorvida da dose do
lopinavir foi calculada utilizando o modelo de Wagner-Nelson, conforme a Equacéo

4.8 onde, C é a concentracdo plasmatica, F representa a biodisponibilidade, D € a dose,

C= F.D.ka -(e_ke't _e_ka.t) (47)
Vd - (ka - ke)
A Crke: [AsC]} (4.8)
ke-[ASC]y

ka e ke sdo as constantes, respectivamente, de absorcdo e de eliminacdo, Vd € o

volume de distribuicdo e ASC representa a area sob a curva.

4.3.2 Estudos in vitro

4.3.2.1 Amostra e reagentes

Kaletra®, capsulas mole de gelatina, lote 330962E21 com vencimento em
outubro/2007, do laboratorio Abbott foi utilizado como amostra e 0s seguintes
reagentes foram empregados: lauril sulfato de sédio (LSS) com pureza minima de 90%
(Synth), metanol e acetonitrila grau CLAE (T.J. Baker), agua ultrapura obtida pelo
sistema Milli-Q Plus (Millipore®), 4cido fosforico (Merck), 4cido cloridrico (Merck),
hidroxido de sodio (Vetec) acetato de sodio (Merck), acetato de amdnio e acido acético
glacial (Nuclear), propilenoglicol (Delaware), acido oleico e 6leo de ricino (Alfa
Quimica).
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4.3.2.2 Determinacao da solubilidade

4.3.2.2.1 Lopinavir — substancia ativa

A solubilidade do lopinavir foi determinada, no intervalo de pH entre 1,0e 8,0 e
em trés diferentes concentragfes de LSS: 0,5; 1,0 e 1,5% p/V. As diferentes solucdes
foram obtidas pelo simples ajuste do pH da &gua ultrapura, com &cido cloridrico ou
hidroxido de sodio e/ou pela dissolugdo do LSS na mesma. Para cada condic&o,
preparou-se uma suspensdo com 10 mg de lopinavir, substancia ativa e 10 ml de meio,
em tubo de ensaio. Os tubos foram agitados vigorosamente e colocados em banho-
maria a 37 =+ 1°C durante 30 minutos, com agitacdo manual a cada 5 minutos. As
amostras foram filtradas, neutralizadas e diluidas se necessario e o percentual

dissolvido em cada condigéo foi determinado por CLAE.

4.3.2.2.2 Lopinavir e ritonavir — substancias ativas

A solubilidade da mistura lopinavir/ritonavir, substancia ativa, em quantidades
proporcionais a amostra, foi determinada na temperatura de 37 = 1 °C, em diferentes
meios: HCI 0, 1 M, tampéo acetato pH 4,4, e agua contendo 2,3% p/V de LSS pH 6,0.
Para cada condicdo, foram utilizados 66,7 mg de lopinavir e 16,7 mg de ritonavir e 125
ml de meio. As solug¢Bes foram mantidas nesta temperatura, com leve agitacédo, durante
2 horas. Aliquotas de cinco ml foram retiradas ap6s uma e duas horas, filtradas,
diluidas se necessario e o percentual dissolvido em cada tempo e condicdo, foi

determinado por CLAE. O ensaio foi realizado em duplicata.

4.3.2.2.3 Lopinavir/ritonavir — capsulas de gelatina

A solubilidade do lopinavir e do ritonavir, a partir da forma farmacéutica, foi
determinada no meio contendo 2,3% p/V de LSS pH 6,0. Uma capsula de Kaletra® foi
adicionada em 250 ml deste meio, mantido a 37 °C. As solugdes foram mantidas nesta

temperatura, com leve agitacdo, durante 2 horas. Aliquotas de cinco ml foram retiradas
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ap0Os uma e duas horas, filtradas, diluidas e o percentual dissolvido em cada tempo foi

determinado por CLAE. O ensaio foi realizado em duplicata.

4.3.2.3 Perfil de dissolucéo

O perfil de dissolucdo do lopinavir capsulas mole de gelatina foi obtido com
Dissolutor Vankel VK 7010, equipado com oito cubas, amostrador automatico VK
8000 e bomba peristaltica VK 750D. Os meios de dissolucdo foram preparados em

agua ultrapura e os testes foram efetuados na temperatura de 37 + 0,5 °C.

A influéncia de diferentes concentracdes de LSS no meio de dissolucéo: 0,5;
0,7; 0,9; 1,7 2,0; 2,3 e 2,5% p/V, diferentes equipamentos (1 e 2 USP) e diferentes
velocidades de agitacdo foram avaliadas. O pH do meio de dissolugdo, em todos 0s
ensaios, foi ajustado para 6,0 + 0,1 com é&cido fosforico a 20% e o mesmo foi
monitorado antes e depois da realizacdo dos ensaios. O volume de meio utilizado foi
de 900 e 1000 ml.

Aliquotas para anélise foram automaticamente amostradas nos intervalos de 15,
20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Os volumes amostrados em cada tempo (4 e 8 ml), os
quais se encontram especificados em cada ensaio, foram previamente filtrados com
filtros de teflon com porosidade de 10 um acoplados no amostrador automatico. N&o
houve reposicdo do volume amostrado. Foi efetuada a correcdo da concentragdo
remanescente do lopinavir e do ritonavir nos diferentes tempos. O perfil de dissolugédo

foi obtido com 12 cépsulas de Kaletra®.

4.3.2.4 Determinacéo da fracéo dissolvida

A fracdo dissolvida em cada tempo foi analisada por CLAE, utilizando o método
desenvolvido por DONATO e colaboradores (2006), descrito no Capitulo 2, com
algumas alteracdes: vazdo e equipamento. A vazdo de fluxo foi aumentada para 1,2 ml

min™ e foi utilizado cromatdgrafo em fase liquida Shimadzu com bomba LC-20AT,
119



Perfil de dissolucéo in vitro

controladora CBM-20A, detector SPD-10AV VP e injetor automatico SIL-20A.
Utilizou-se o detector de arranjo de diodos SPD-10AV VP para verificar a pureza dos
picos cromatogréaficos. As aliquotas amostradas foram injetadas em duplicata e a fracao
dissolvida em cada tempo, para cada farmaco, foi calculada pela equacdo da reta,

obtida a partir da curva-padrdo.

4.3.3 Correlacdo com a curva de absorcéo

As curvas de dissolucdo obtidas foram avaliadas atraves da construgdo de um
grafico com os valores das fracdes absorvidas (FA) nos diferentes tempos, obtida pelo
método de Wagner-Nelson (ordenadas) versus fragcdes dissolvidas obtidas no perfil de
dissolucdo in vitro, nos mesmos tempos da FA (abcissas). A correlacdo assim obtida

foi avaliada pela analise de regressao linear e ndo linear.

4.3.4 Validagéo do teste de dissolugéo in vitro

O método foi validado nos pardmetros de adequabilidade do sistema
cromatografico, linearidade, precisdo e exatiddo. A interferéncia dos excipientes do
conteudo da capsula, bem como da capsula vazia, na determinacdo do lopinavir e do
ritonavir foi avaliada. A estabilidade do lopinavir e do ritonavir foi avaliada no meio

de dissolucdo, na temperatura utilizada e no periodo de duracao do ensaio.

4.3.4.1 Adequabilidade do sistema cromatografico

A repetibilidade das injecdes, tempo de retencdo (Tr), eficiéncia da coluna (N),
resolucdo (R), fator de retencdo (k’) e assimetria (T) foram avaliados através de cinco
injecdes da solucdo do ponto médio da curva-padrdo (80 e 20 pg ml™, respectivamente,

de lopinavir e ritonavir), utilizada para avaliar a linearidade do método.
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4.3.4.2 Especificidade/interferéncia do placebo

A interferéncia dos excipientes do conteudo da cépsula e da capsula vazia do
Kaletra® foi avaliada, separadamente. Realizou-se um teste de dissolugdo, com seis
cubas, cada uma contendo 1000 ml do meio de dissolucdo mantido a 37 + 0,5 °C. Trés
cubas receberam a mistura dos excipientes, em quantidades proporcionais a amostra
(GURSOY e BENITA, 2004). Uma cépsula vazia do Kaletra®, previamente lavada, foi
adicionada em cada uma das outras trés cubas. Todas as cubas receberam também uma
ancora. Efetuou-se o teste de dissolugcdo com duracdo de uma hora e agitacdo através
de pas a 150 rpm. Aliquotas das amostras apds serem filtradas foram analisadas por
CLAE.

4.3.4.3 Estabilidade da amostra frente as condigdes do teste

A estabilidade da amostra e da mistura das SQRs foi avaliada frente as
condices do teste de dissolugdo. Foram preparadas solugdes contendo 80 pg ml™ de
lopinavir e 20 pug ml™* de ritonavir (amostra e SQRs), dissolvidas no meio de
dissolucdo. Estas solucdes foram colocadas em banho-maria mantido a 37 °C, durante
2 horas, sob agitacédo leve. Ap0s este periodo as mesmas foram deixadas a temperatura
ambiente durante 24 horas. Aliquotas das amostras foram filtradas, diluidas se
necessario e analisadas por CLAE, nos tempos zero, duas e 24 horas, frente a uma

solucgéo padréo, recentemente preparada.

4.3.4.4 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através de trés curvas padrdo, com cinco
diferentes concentracdes, no intervalo de 8 a 200 pg ml™ para o lopinavir e no intervalo
de 5a50 pg ml™ para o ritonavir. As diluicdes foram efetuadas com LSS 2,3% pH 6,0
a partir de uma solucdo metandlica contendo 1.600 pg ml™ de lopinavir e 400 pg ml™
de ritonavir. Com as areas médias das trés curvas, construiu-se um grafico plotando-se

os resultados das areas dos picos cromatograficos versus concentracdo calculando-se o
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coeficiente de correlacdo e a equacdo da reta, para cada farmaco. As equacgdes da reta
foram determinadas através do estudo de regressao linear, pelo método dos minimos
quadrados e validadas pela ANOVA, com confiabilidade de 95% .

4.3.4.5 Exatidao e precisao

O estudo da exatidao foi realizado através da recuperacdo do lopinavir e do
ritonavir adicionados ao meio de dissolucdo contendo a mistura dos excipientes do
conteudo da cépsula, em quantidades proporcionais a amostra. Preparou-se uma
solugdo metandlica contendo 5 mg ml™ de lopinavir e 1,25 mg ml™ de ritonavir. Com
auxilio de uma bureta foram transferidos para balGes volumétricos de 500 ml, ja
contendo a mistura dos excipientes, 4,0; 8,0 e 16,0 ml da mistura das substancias
ativas. Completou-se o volume com o meio de dissolugdo e o contetdo de cada baldo
foi transferido para as cubas do dissolutor. Foram obtidas as concentracdes de 40, 80
e 160 pug ml™ para o lopinavir e 10, 20 e 40 ug ml™ para o ritonavir. Aguardou-se a
temperatura atingir 37 + 0,5 e entdo, efetuou-se o teste de dissolucdo, o qual teve
duracdo de uma hora e agitacdo atraves de pés, na velocidade de 150 rpm. O ensaio
foi realizado em triplicata e em trés diferentes dias. As aliquotas de cada concentracédo
foram filtradas, analisadas por CLAE e o percentual médio recuperado para cada
farmaco nos trés diferentes dias, calculado. A precisdo do método foi avaliada através
do calculo do desvio padrdo relativo (DPR) intra e interdia, dos resultados obtidos nos

estudos de exatidao.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Estudos in vivo

Cabe ressaltar que este trabalho objetiva estabelecer o perfil de dissolugéo
baseado nos dados in vivo, apenas para o lopinavir. Os parametros farmacocinéticos do
lopinavir foram retirados dos estudos realizados por OKI e colaboradores (2004), ap0s
a administracdo de Kaletra® em dose nica a oito voluntarios saudaveis. As curvas de
concentracdo plasmatica versus tempo para o lopinavir (LPV), para cada voluntario,
no estado de jejum, podem ser visualizadas na Figura 4.2A, a qual inclui tambem, as do
ritonavir (RTV). O comportamento do lopinavir foi modelado utilizando modelo de um
compartimento e absorcdo de primeira ordem, por apresentar, segundo 0s autores,

melhor ajuste para os dados.

100 - A B LRV —s— fa=ting
--5-- postprandial

—a— fasting
--o-- postprandial

10 1 RTV

bitd

I TmoOom e

Concentration (La/mi)
Concentration (pg/ml)

01

0 6 12 18 24 30
Time (hr) Time (hr)

Figura 4.2 Curva de concentragdo plasmatica versus tempo do LPV e RTV apos
administracdo de dose Gnica de Kaletra® (400 mg de LPV e 100 mg de RTV) aos oito
voluntarios saudaveis, no estado de jejum (A). Curva média da concentracdo plasmatica versus
tempo do LPV e do RTV no estado de jejum e pés-prandial (B). Graficos extraidos dos
estudos realizados por OKI e colaboradores (2004).
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A curva média da concentracdo plasmatica versus tempo do lopinavir e do
ritonavir, no estado de jejum e pos-prandial pode ser visualizada na Figura 4.2B
enquanto que os valores dos parametros farmacocinéticos individuais do lopinavir, no

estado de jejum, podem ser visualizados Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Dados dos pardmetros farmacocinéticos do lopinavir obtidos apos administracéo
de uma simples dose oral de Kaletra®, no estado de jejum, segundo OKI e colaboradores,
(2004).

Tnax Crnax T ITag ASCoun Vd/F Cl/IF ke ka

Voluntario  (h)  (ug/ml)  (h) “(fr:‘)e (ng.h/ml) (1) (I/h) (h™h (hh
A 2,9 9,5 10,0 0,55 1188 35,7 25 0069 1,30
B 4,1 6,7 170 0,89 98,7 52,1 21 0041 1,04
C 4,2 7,1 9,0 0,82 89,5 438 34 0077 076
D 4,0 4,7 6,3 0,88 50,5 61,5 67 0109 0,73
E 3,4 7.4 8,0 0,89 89,1 434 37 008 111

F 1,6 9,1 132 0,96 113,7 425 22 0053 750
G 3,7 6,5 11,1 0,76 87,3 51,2 32 0063 1,01
H 1,9 4,1 5,7 0,00 40,3 715 101 0130 145
média 3,2 6,9 100 0,71 86,0 51,0 42 0079 186
DP 1,0 1,9 3,7 0,32 27,7 12,4 26 0028 214

Tmax: tempo de concentracdo maxima; Cpax: concentragdo maxima; Ty, : tempo de meia vida; Lag time:
tempo de espera; ASC: area sob a curva; Vd/F: volume aparente de distribui¢do; CI/F: clearance oral; Ke:
constante da velocidade de eliminagdo; Ka: constante da velocidade de absorcao.

4.4.1.1 Perfil plasmético do lopinavir

Modelos farmacocinéticos sdo utilizados para expressar a velocidade dos
processos de absorcdo, distribuicdo e eliminacdo do farmaco do organismo. Estes
modelos sdo equacbes que permitem descrever as concentracdes do farmaco no
organismo em funcdo do tempo. Os modelos compartimentais sdo os mais utilizados

em farmacocinética, sendo que o modelo de um compartimento aberto é o mais simples
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e pode ser utilizado sempre que for possivel obter uma adequada descri¢do dos dados
in vivo (PROUDFOOQT, 2005; SHARGEL et al., 2005).

O perfil plasmatico médio do lopinavir simulado para um compartimento aberto,
conforme descrito na equacdo 4.7, pode ser visualizado na Figura 4.3. Este modelo
farmacocinético foi escolhido de acordo com o melhor ajuste grafico, utilizando o
Critério de Selecdo do Modelo (MSC) obtido pelo programa Scientist® versao 2.0
(Micromath), a partir dos dados plasmaticos médios relatados por OKI e colaboradores
(2004).

10,0 -

Concentragéo plasmatica

1,0 T T T T 1
6 Tempo (h) 9 12 15

Figura 4.3 Perfil plasmatico médio do lopinavir simulado para um compartimento aberto pelo
programa Scientist® versdo 2.0 (Micromath®).

4.4.1.2 Fracao da dose absorvida

Utilizando o método de Wagner-Nelson, os valores médios da concentracédo
plasmatica versus tempo foram transformados em fracdo da dose absorvida (FA). A
curva da fracdo do lopinavir absorvida versus tempo (h) obtida apds a administracdo do
Kaletra® (400 mg de lopinavir e 100 mg de ritonavir), modelado conforme Wagner-

Nelson pode ser visualizado na Figura 4.4.
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Figura 4.4 Fragdo do lopinavir absorvida ap6s administracdo do Kaletra® (400 mg de
lopinavir e 100 mg de ritonavir) obtida pelo método de Wagner-Nelson.

4.4.2 Estudos in vitro

4.4.2.1 Solubilidade do lopinavir e do ritonavir

Os resultados referentes a solubilidade do lopinavir, em diferentes pHs e em
diferentes concentracfes de LSS, podem ser visualizados na Figura 4.5. O lopinavir
mostrou-se mais soltvel na faixa de pH entre 6,0 e 7,0. Observa-se que, em relacdo a
concentracdo de LSS, a percentagem de farmaco dissolvida, aumenta, com o aumento
da concentracdo de LSS. Segundo MORAES e REZENDE (2004) o LSS atinge a
concentracdo micelar critica (CMC) na concentracdo de 8,1 mM. As concentracdes
utilizadas continham 0,5; 1,0 e 1,5% de LSS, respectivamente, 17,3; 34,7 € 52,0 mM,

portanto, acima da CMC.

A velocidade de dissolugdo é proporcional a reducdo da tensdo superficial da
solucdo. Entretanto, apos a CMC, a variacdo da tensdo superficial praticamente nao se
altera com a adicédo de tensoativo. Neste caso, a solubilizacdo é devida as micelas. Em
solucéo, as moléculas do tensoativo separam as moléculas orgéanicas formando micelas
ao seu redor, dissolvendo gradualmente o composto organico no meio agquoso
(SCHOTT, 2000; ABDOU, 2000).
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Figura 4.5 Curva de solubilidade do lopinavir, substancia ativa a 37 °C, em funcédo do pH (A)
e da concentracdo de LSS (B), obtidos por CLAE utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5
pm), fase movel constituida de acetonitrila, agua e metanol (53:37:10) e detec¢do em 210 nm.

A solubilidade da mistura lopinavir/ritonavir, em quantidades proporcionais a
amostra e da capsula de Kaletra® pode ser visualizada na Tabela 4.2. O lopinavir, um
acido fraco, ao contrario do ritonavir € praticamente insoltvel em acido cloridrico 0,1
M. As velocidades de dissolucdo do lopinavir e do ritonavir, a partir da forma
farmacéutica sdo significativamente maiores, quando comparada a das substancias
ativas. Naquela, as substancias ativas encontram-se dissolvidas ou dispersas na mistura
de solventes, que contém entre eles, o dleo de ricino etoxilado, um tensoativo nédo
idnico. O Kaletra® é um exemplo de formulagdo em sistema auto-emulsificante para
liberacdo de farmacos (SEDDS). Este recurso é utilizado para melhorar a velocidade de
dissolucdo e, consequentemente a biodisponibilidade oral do farmaco. Formulacdes
SEDDS espalham-se rapidamente no TGI e a motilidade do estbmago e do intestino
fornece a agitacdo necessaria para a sua auto-emulsificacdo (CRAIG et al.; 1993;
SHAH et al., 1994; PORTER e CHARMAN, 2001; LO, 2003).

Considerando o volume de meio de dissolucdo utilizado nos testes, 0 meio
constituido de agua contendo 2,3% de LSS e pH 6,0 satisfaz as condi¢es sink, ou seja,
acredita-se que a concentracdo de lopinavir no meio de dissolucdo néo seja superior a
15% de sua concentracdo de saturacdo (C; < 15% C;). Segundo AMIDON e
colaboradores (1995) para farmacos da classe I, condigdes sink devem ocorrer in vivo,

portanto, essas condi¢Ges devem ser mantidas in vitro.
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Tabela 4.2 Solubilidade da mistura lopinavir/ritonavir, substancia ativa, em quantidades
proporcionais & amostra, em diferentes meios e da capsula do Kaletra® em agua contendo
2,3% p/V de LSS e pH 6,0, obtidos por CLAE, utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 pum),
fase movel constituida de acetonitrila, &gua e metanol (53:37:10) e deteccdo em 210 nm.

% DISSOLVIDA

MEIO AMOSTRA LPV RTV
1 hora 2 horas 1 hora 2 horas
HCIO0,1 M sa 1,0 2,6 99,1 100,0
Tampao acetato pH 4,4 sa 12,1 14,4 15,7 34,2
H,0 +2,3% LSS pH 6,0 sa 87,0 90,5 74,6 84,2
H,0 +2,3% LSS pH 6,0 capsula 99,9 100,0 96,7 100,0

sa =substancia ativa

4.4.2.2 Perfil de dissolucdo in vitro baseado nos dados in vivo

O conhecimento da solubilidade do lopinavir em funcdo do pH e da
concentracdo de LSS foram fatores importantes para a escolha do meio de dissolucéo.
Nas condicGes utilizadas, foi necesséario trabalhar na faixa de pH de maior solubilidade
do lopinavir. Assim, o pH do meio de dissolucdo, em todos os ensaios, foi ajustado
para 6,0 £ 0,1 e a temperatura em todos os testes de dissolucdo foi ajustada para 37 +
0,5 °C.

4.4.2.2.1 Perfil de dissolucdo do lopinavir - agitacéo por cestas

Os estudos de dissolucdo empregando a agitacdo através de cestas foram
realizados utilizando 900 ml meio de dissolugcdo contendo 2,5% de LSS pH 6,0 e
diferentes velocidades de agitacdo: 50, 75 e 100 rpm. O volume amostrado em cada

tempo foi de 8 ml e cada ensaio foi realizado com oito capsulas de Kaletra®.

Utilizando a agitacdo de 50 rpm, a velocidade de dissolucdo do lopinavir foi
muito lenta quando comparada com os dados in vivo. Apenas uma fracdo de 0,55 de
lopinavir foi dissolvida em duas horas, contra 0,97 da fragdo absorvida. Baseado nestes

resultados aumentou-se a velocidade de agitacdo para 75 rpm. Nestas condicOes, as
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fracbes do lopinavir dissolvidas nos primeiros tempos de amostragem, assemelham-se
aos do estudo in vivo, entretanto, a partir dos 30 minutos, a dissolugdo do lopinavir foi
menor quando comparada com a fracdo da dose absorvida, conforme pode ser

visualizado na Figura 4.6A.
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Figura 4.6 Fracdo absorvida do lopinavir obtida pelo método de Wagner-Nelson, comparado
a fragdo dissolvida obtida utilizando agitagdo por cestas na velocidade de 75 rpm (A) e na
velocidade de 100 rpm (B).

Aumentando a velocidade para 100 rpm, ao contrario do que ocorreu com 75
rpm, o lopinavir se dissolveu muito rapidamente, principalmente nos primeiros pontos
de amostragem onde a fragcdo do farmaco dissolvida foi maior que a fragdo absorvida.
Apds uma hora de teste, a fracdo do farmaco dissolvida foi semelhante a fracéo
absorvida, conforme pode ser visualizado na Figura 4.6B, onde s&o apresentadas as
curvas da fracdo absorvida e a curva da fracdo dissolvida, na velocidade de agitacdo de
100 rpm. Na Figura 4.7 podem ser visualizados as fracGes dissolvidas obtidas com as

diferentes velocidades de agitagdo, com seus respectivos DPRs.

Os valores dos DPRs, para o primeiro ponto de amostragem, ou segundo, no
caso da velocidade de 50 rpm, estdo acima dos 20% (entre 32 e 35%), utilizando oito
capsulas. Nos demais pontos de amostragem, os DPRs foram iguais ou menores de
10%. O alto valor de DPR naqueles pontos, provavelmente, deve-se aos diferentes

tempos em que ocorrem a abertura das capsulas
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Figura 4.7 Perfil médio de dissolucdo do lopinavir, capsulas de Kaletra®, obtido com 900 ml
de meio contendo 2,5 % de LSS pH 6,0, agitagdo por cestas, nas velocidade de 50, 75 e 100
rpm, determinacdo por CLAE, utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Merck) e fase
mavel constituida por acetonitrila, &gua e metanol (53:37:10) e deteccdo em 210 nm.

A literatura recomenda, para formas farmacéuticas de liberacdo imediata, que a
velocidade de agitacdo do meio de dissolugdo, efetuada atraves de cestas ou pas, deve
estar, preferentemente, entre de 50 a 100 rpm. Outras velocidades sdo aceitaveis, desde
que justificadas, contudo, ndo devem ser menores de 25 rpm ou maiores de 150 rpm,
devido a falta de hidrodindmica no primeiro caso e a turbuléncia, no segundo (FDA,
1997b; USP, 2007).

O grafico de correlacdo da Figura 4.8, foi obtido plotando-se a fracdo absorvida
obtida por Wagner-Nelson (FA) versus fracdo dissolvida (FD), nas velocidades de 50,
75 e 100 rpm. A equacdo da reta e o coeficiente de correlagédo é mostrado para cada
condicdo. Pela anélise de regressdo linear e também conforme pode ser observado
visualmente, o intercepto, nas diferentes velocidades de agitacdo testadas, difere

significativamente de zero.

Assim, utilizando meio constituido de agua e 2,5% de LSS pH 6,0 e agitacéo
atraves de cestas, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo ponto a ponto entre a fragéo
absorvida e a fracdo dissolvida para o lopinavir, conforme nosso objetivo. De posse

destes resultados, resolveu-se experimentar a agitagdo através de pas.
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Figura 4.8 Curva média da fracdo da dose absorvida (FA) versus fracdo da dose dissolvida
(FD) do lopinavir, capsulas de Kaletra®, com a melhor reta para cada velocidade de agitacéo.

4.4.2.2.2 Perfil de dissolucdo do lopinavir - agitacdo por pas

Inicialmente os estudos foram realizados utilizando a velocidade de agitacéo de
50 rpm e diferentes concentragdes de LSS. Utilizou-se 900 ml de meio contendo 0,5;
0,7 e 0,9% de LSS pH 6,0 e 0 volume amostrado em cada tempo foi de 8 ml. Os
resultados obtidos nestas condicdes, com seus respectivos DPRs, comparados a fracao

absorvida, podem ser visualizados na Figura 4.9.
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Figura 4.9 Perfil de absorcdo médio do lopinavir versus tempo obtido por Wagner-Nelson
(A) perfil de dissolucdo médio do lopinavir, cépsulas de Kaletra®, obtido, utilizando como
meio de dissolucdo 900 ml de agua contendo 0,5; 0,7 e 0,9% de LSS p/V pH 6,0, agitacdo por
pas, na velocidade 50 rpm e determinacdo por CLAE, utilizando coluna C18 e fase movel
constituida por acetonitrila, agua e metanol (53:37:10) e deteccdo em 210 nm (B).
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Os valores médios dos DPRs, para as oito capsulas, no primeiro ponto de
amostragem, em ambos 0s experimentos, também ficaram acima dos 20% (entre 26 a

36%) e partir deste tempo, esses valores foram menores de 10%.

Utilizando 0,5% p/V de LSS, a velocidade de dissolucdo do lopinavir foi menor,
salvo aos 15 minutos, quando comparada com os dados in vivo. Com 0,7% de LSS, a
velocidade de dissolucdo nos trés pontos iniciais foi semelhante aos dados in vivo,
entretanto, a partir dos 45 minutos, a velocidade de dissolucdo foi significativamente

menor que a velocidade de absorcao.

Utilizando 0,9% de LSS, ao contrario do que ocorreu com a concentracdo de
0,7%, a velocidade de dissolugcdo nos pontos iniciais foi maior que a velocidade de
absorcdo, entretanto, a partir dos 45 minutos, a velocidade de dissolu¢do do lopinavir

foi semelhante a velocidade de absorcéo, conforme mostrado na Figura 4.10.
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Figura 4.10 Fracdo absorvida do lopinavir versus tempo obtida pelo método de Wagner-
Nelson e fracdo dissolvida do lopinavir obtida com 900 ml de meio de dissolucdo contendo
0,9 % de LSS pH 6,0, agitacdo por pas a 50 rpm, determinagdo por CLAE, utilizando coluna
C18, fase mdvel constituida por acetonitrila, agua e metanol (53:37:10) e deteccdo em 210 nm.

O grafico de correlacdo da Figura 4.11 mostra a relagéo entre a fracdo absorvida

e dissolvida do lopinavir utilizando as concentragdes de 0,5, 0,7 € 0,9% de LSS com a

equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo para cada condi¢do. Nestas condicdes,
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pela analise de regressao linear, também ndo pode ser estabelecida uma CIVIV

significativa.

FA

0,0 ‘ T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
FD
x 0,5% LSS FA =-0,0465+ 1,3788'FD r=0,9719
¢0,7% LSS FA=-0,0563+1,1579.FD r=0,9662
m0,9%LSS FA=-0,0723 +1,0457FD r=0,8881

Figura4.11 Curva meédia da fracdo da dose absorvida versus fragdo da dose dissolvida para
o lopinavir, cépsulas de Kaletra®, agitacdo por pas a 50 rpm com a melhor reta para cada
concentracdo de LSS.

Observa-se que a velocidade de dissolugdo aumenta, com o0 aumento da
concentracdo do LSS, entretanto, mesmo utilizando 0,9% de LSS, a velocidade de
dissolucdo do lopinavir ainda € lenta, quando comparada com a velocidade de

absorcéo.

Segundo SHAH e colaboradores (1995), tensoativos tém sido utilizados para
aumentar a velocidade de dissolucdo de farmacos PSA. Meios contendo tensoativos
aumentam a velocidade de dissolu¢cdo comparavel a de um meio hidro-alcoo6lico, sem o
uso de alcool. Contudo, € importante utilizar quantidades minimas necessarias, tendo
em vista que altas concentracdes de tensoativo podem ser menos discriminatorias para
as formulacbes e também podem causar problemas nos testes automatizados, devido a
grande formacdo de espuma. O LSS é o tensoativo mais utilizado nos testes de

dissolucdo, devido sua excelente capacidade de solubilizacdo, baixo custo, e a
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facilidade de uso devido apresentar-se na forma solida (NOORY et al., 2002; ZHAO et
al., 2004).

Avaliando os resultados até entdo obtidos e buscando diminuir a diferenga entre
a velocidade de dissolucéo in vitro e a velocidade de absorgéo in vivo para estabelecer
a melhor correlacdo, ajustes no método de dissolucdo foram efetuados: aumento do
volume do meio de dissolucdo de 900 para 1000 ml, aumento da concentracdo de LSS
e diminuicdo da velocidade de agitacdo para 25 rpm. Trés diferentes concentragdes de
LSS foram avaliadas: 1,7, 2,0 e 2,3% . Os ensaios foram avaliados com 6, 12 e 12
capsulas, respectivamente. Os volumes amostrados em cada tempo foram de 4 ml. O
perfil médio de dissolucdo do lopinavir, com seus respectivos DPRs para cada

experimento pode ser visualizado na Figura 4.12A.

O perfil de absorcao do lopinavir capsulas mole de gelatina obtido pelo método
de Wagner-Nelson e perfil de dissolucao obtido utilizando 1000 ml de meio contendo
2,3% de LSS e agitacéo atraves de pas a 25 rpm € mostrado na Figura 4.13B. Nestas
condicdes, a velocidade de absorcdo a partir da forma farmacéutica foi semelhante a

velocidade de dissolucdo.
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Figura 4.12 Perfil de dissolugdo médio do lopinavir obtido com 1000 ml de meio contendo
1,7% 2,0 e 2,3% p/V de LSS pH 6,0 e agitacdo através de pas a 25 rpm (A). Fragdo do
lopinavir absorvida obtida pelo método de Wagner-Nelson e fragdo dissolvida obtida
utilizando 1000 ml de meio contendo 2,3% de LSS e agitacdo atraves de pas a 25 rpm (B).
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A anélise de regressdo linear dos dados demonstrou que o uso de 1000 ml de
meio contendo 2,3% de LSS e agitacdo através de pas a 25 rpm produziu a melhor
correlacdo, e uma correlacdo nivel A foi estabelecida entre os dados in vitro e in vivo,
ou seja, uma relacdo ponto a ponto entre a fragdo dissolvida e a fracdo absorvida do
lopinavir, conforme mostra a Figura 4.13. A correlacdo nivel A é o nivel de correlacéo
mais alto capaz de ser obtido. O perfil de dissolucdo assim estabelecido é
representativo do perfil de absorcéo, pois existe uma relacdo linear com a inclinacao da
reta, ou seja, uma correlacdo linear entre a fracdo absorvida e a fracdo dissolvida em
cada tempo. Ao contrario dos outros niveis de correlagdo, uma correlagdo ponto a
ponto, reflete inteiramente a curva dos niveis plasmaticos. (UPPOOR, 2001; FDA,
1997b).

A equacdo resultante do grafico de correlacdo (FA = -0,0019 + 1,0074FD) foi
utilizada para recalcular a FA a fim de avaliar a exatiddo do modelo. Os resultados sdo

mostrados na Tabela 4.3.

1,0

0,8

0,6 -

FA

0,4

02 FA=-0,0019 +1,0074FD r=0,9973

0,0
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
FD

Figura 4.13 Curva média da fracdo da dose absorvida versus fracao da dose dissolvida para o
lopinavir, capsulas de Kaletra® utilizando 1000 ml de meio contendo 2,3% de LSS e agitagdo
por pas a 25 rpm.
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Tabela 4.3 Preditivo da fracdo da dose absorvida (FA) utilizando a equacéo de correlagdo
(FA =-0,0019 + 1,0074FD).

Tempo (h) FD *FA simulada **FA preditiva Erro (%)
0,25 0,3653 0,3715 0,3661 -1,45
0,33 0,4705 0,4610 0,4720 2,40
0,50 0,6387 0,6047 0,6415 6,09
0,75 0,7251 0,7513 0,7285 -3,03
1,00 0,8054 0,8433 0,8094 -4,01
1,50 0,9209 0,9375 0,9258 -1,25
2,00 0,9972 0,9745 1,0026 2,89

*obtida por Wagner-Nelson; **obtida utilizando a equacdo da CIVIC (FA =-0,0019 + 1,0074FD).

O valor do DPR no primeiro ponto de amostragem do teste de dissolugdo que
gerou a melhor correlacdo (2,3% LSS), ficou acima dos 20% (entre 21 e 31%) e nos
demais tempos, os valores dos DPRs ficaram abaixo dos 10% (n=12). O alto valor do
DPR neste tempo ¢ justificavel pelas diferencas de tempo em que ocorre a abertura das
capsulas do Kaletra®. O pH do meio de dissolucdo utilizado, 6,0 + 0,1, encontra-se
dentro da faixa do pH fisioldgico e preconizado para formas de liberacdo imediata, ou
seja, entre 1,2 a 6,8. (FDA, 1997a; DRESSMAN e KRAMER, 2005; USP, 2007). N&o
houve diferenca significativa do pH do meio de dissolucdo, avaliado antes e depois

dos testes realizados.

O volume de meio de dissolugéo utilizado, 900 e 1000 ml, encontra-se dentro
dos volumes normalmente estabelecidos pela literatura e satisfazem as condigdes sink.
Em virtude da excessiva formacao de espuma, 0s mesmos nao foram desgaseificados,
estando também em conformidade com a literatura para meios contendo tensoativos
(USP, 2007).

Considerando-se que ndo foi possivel estabelecer um perfil de dissolucédo
baseado nos dados in vivo utilizando pas na velocidade de agitacdo entre 50-100 rpm,

justifica-se 0 uso da velocidade de 25 rpm, tendo em vista que velocidades fora do
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preconizado sdo aceitaveis se melhor refletirem os dados in vivo (USP, 2007, FDA,
1997a).

Apesar das cépsulas do Kaletra® ndo flutuarem no meio de dissolucéo, foi
necessario utilizar ancoras para manté-las alinhadas com o eixo da pa. Segundo
KAMBA e colaboradores (2003), a velocidade de dissolucdo pode variar, dependendo
da posicdo da forma farmacéutica na cuba. Esta variacdo pode ser explicada pela
diferenca na intensidade da forga de agitacdo. A velocidade de dissolugcdo aumenta com
0 aumento da distancia do farmaco em relacdo ao centro da cuba, concluem os autores.

O uso de ancoras € preconizado pelos compéndios oficiais (USP, 2007).

O perfil de dissolucdo foi estabelecido utilizando a agitacdo através de pas
(equipamento 2 USP), normalmente empregado para dissolucdo de capsulas e
comprimidos (SHAH, 1989; FDA, 1997a e 1997b; DRESSMAN e KRAMER, 2005;
USP, 2007) e disponiveis nos laboratdrios afins. No Quadro 4.1 encontra-se 0 resumo
das condicGes utilizadas na obtencdo da correlagéo in vitro com os dados in vivo, nivel

A, para o lopinavir, capsulas de mole Kaletra®.

Quadro 4.1 Condigdes utilizadas para obtencdo do perfil de dissolucdo do lopinavir, capsulas
mole de gelatina, baseado nos dados in vivo.

Meio Volume Agitacéo Velocidade Volume
(ml) amostrado
H20 2,3% LSS pH 6,0 1000 Pas 25 rpm 4 ml

4.4.3 Comportamento do RTV frente as condicdes do teste de dissolucéo

A velocidade de dissolucdo do ritonavir, nos testes efetuados, foi semelhante a
do lopinavir. A Figura 4.14 mostra a velocidade de dissolucdo do lopinavir e do

ritonavir utilizando as condigdes descritas no Quadro 4.1.
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Figura 4.14 Perfil de dissolugdo médio do lopinavir e do ritonavir, capsulas de Kaletra®,
obtido com 1000 ml de &gua contendo 2,3 % de LSS p/V pH 6,0, agitacdo por pés, na
velocidade de 25 rpm, determinacdo por CLAE, utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm,
Merck) e fase mdvel constituida por acetonitrila, &gua e metanol (53:37:10) e detec¢do em 210
nm.

4.4.4 Determinacéo das fragoes dissolvidas por CLAE

A fracdo dissolvida em cada tempo foi analisada por CLAE, utilizando o método
desenvolvido por DONATO e colaboradores (2006), conforme descrito no Capitulo 2.
O aumento da vazdo de fluxo para 1,2 ml min™ diminuiu o tempo de analise em
aproximadamente 2 minutos, tempo este significativo, considerando-se a quantidade de

amostras.

4.4.5 Validagao do teste de dissolucé@o in vitro por CLAE

O método desenvolvido foi validado dentro dos critérios preconizados para o
ensaio de dissolugdo (ICH, 2005; USP, 2007). Assim, foram avaliados os parametros
de especificidade, adequabilidade do sistema cromatografico, linearidade, precisdo,

exatidao e estabilidade do lopinavir e do ritonavir frente as condigdes do teste.
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4.4.5.1 Especificidade/interferéncia do placebo

Nenhum pico cromatografico foi visualizado nos tempos de retencdo do
ritonavir e o lopinavir, tanto para a mistura dos excipientes do conteddo da capsula,
como para a capsula vazia, demonstrando que estes nao interferem na determinacéo
daquelas substancias ativas (Figura 4.15). A pureza dos picos cromatograficos do
ritonavir e do lopinavir, verificada através do detector de arranjo de diodos, para
ambas as situacdes, foi superior a 0,999 para ambas as substancias ativas, indicando
que o pico de resposta, refere-se a substancia de interesse, sem interferentes. Segundo a
USP (2007), a auséncia de picos cromatograficos para o placebo demonstra a

especificidade do método.

300+
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Figura 4.15 Cromatograma da solucdo de Kaletra® (A) e dos excipientes do contetdo da
capsula e da capsula vazia (B), obtidos por CLAE, no comprimento de onda de 210 nm,
utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm DI, 5 um, Merck) e fase movel constituida de

acetonitrila, &gua e metanol (53:37:10).

0

4.4.5.2 Adequabilidade do sistema cromatografico

Os valores dos DPRs obtidos para a repetibilidade das injecbes e tempo de
retencdo foram menores que o0s preconizados (2%) e a separacdo dos picos
cromatograficos ritonavir/lopinavir (R = 2,2) foi adequada. Os valores obtidos para 0s
parametros cromatogréaficos, Tabela 4.4, referem-se a média de seis injecbes de uma
mesma solugédo padrdo ( FDA, 1994; USP, 2007).
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Tabela 4.4 Valores dos parametros cromatogréaficos obtidos nos testes de adequabilidade do
sistema cromatografico, utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), detencdo a 210 nm e
fase movel constituida de acetonitrila &gua e metanol (53:37:10).

Repetibilidade Tr
Farmaco (4rea + DPR) (min + DPR) N R A k
RTV 557816 + 0,7 52+ 01 2499 - 1,2 3,0
LPV 2771093 + 0,4 6,2+0,2 2801 2,2 1,2 3,7

Tr=tempo de retencdo; N= eficiéncia da coluna; R= resolucdo; A= assimetria; k = fator de retencéo

4.45.3 Linearidade

A faixa de linearidade do lopinavir foi de 8 a 200 pg ml™ e ado ritonavir de 5
a 50 ug ml™. As solucdes finais continham no méaximo, 5% de solvente organico, em
conformidade com os preconizados pelos compéndios oficiais para os testes de
dissolucdo (USP, 2007). As curvas do lopinavir e do ritonavir estdo representadas na
Figura 4.16. A andlise de variancia dos resultados demonstrou que as mesmas
apresentaram regressdo significativa, ndo apresentaram desvio de linearidade e o
intercepto, para ambos os farmacos, ndo diferiu significativamente de zero, com
confiabilidade de 95% (p = 0,05). A ANOVA para o lopinavir e o ritonavir,

encontram-se, respectivamente, nas Tabelas 4.8 e 4.9 do anexo.

8000000
4 1400000 - 4
o A o B
§ 6000000 - S 1050000 -
) ©
3 3
2 4000000 A s 700000 -
i -
3] y = 35444x - 26252 g y=28256x-7022,3
< 2000000 - r=09999 @ 350000 A r=0,9999
0 : : : 0 : : : :
0 50 100 150 200 0 10 20 30 40 50
Concentragéo (ug/ml) Concentragao (ug/ml)

Figura 4.16 Curvas-padrdo do lopinavir (A) e do ritonavir (B) obtidas por CLAE, utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Merck), fase mdvel constituida de acetonitrila, agua e
metanol (53:37:10) e deteccdo em 210 nm.
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4.4.5.4 Exatidéo e precisado

Na Tabela 4.5 dispdem-se os resultados experimentais da recuperagdo, com 0s
respectivos DPRs, obtidos com o lopinavir e o ritonavir, nos trés diferentes dias. O
percentual médio de recuperacdo, para os trés diferentes dias e para as trés diferentes
concentragdes, variou de 99,4 a 102,9%, para ambos os farmacos, indicando a exatidao
do método. De acordo com cddigos oficiais, os limites de exatiddo, para o teste de
dissolucdo, devem estar no intervalo entre de 95 a 105% e ndo devem conter mais de
5% de solvente organico na dissolucdo final (USP, 2007). Estas normas foram

satisfeitas.

A repetibilidade e a precisdo intermedidria do método calculadas através da
analise do DPRs dos estudos de exatiddo, demonstraram que o método desenvolvido é
preciso. O DPR variou de 0,3 a 1,9 para o lopinavir e de 0,6 a 1,9 para o ritonavir,

conforme pode ser visualizado na Tabela 4.6.

Tabela 4.5 Resultados obtidos no estudo da exatiddo do método, por CLAE, utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Merck) e fase mdvel constituida de acetonitrila, 4&gua e
metanol (53:3:10) e detecgdo em 210 nm.

Concentracdo Concentracdo * Taxa de
) adicionada a recuperada (ug ml ) recuperacao
FARMACO matriz RSD (%) (%)
(ug mi™)
40 40,0 +0,7 99,4 - 101,7
LPV 80 81,3+1,9 99,5-103,0
160 1625+1,8 100,1 -103,6
10 10,3 £1,7 99,2-102,5
RTV 20 206 +1,3 101,3 - 103,9

*n=9
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Tabela 4.6 Dados relativos a precisdo do método de dissolucao, obtidos por CLAE, utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Merck) e fase mdvel constituida de acetonitrila, 4&gua e
metanol (53:3:10) e detec¢do em 210 nm.

Concentracio *PRECISAO
adicionada &
FARMACO matriz Repetibilidade Intermediéria
(ng mi™) (pgmlt) DPR (ug ml™) £ DPR
40 39,1+19 40,0+ 1,5
LPV 80 81,8+ 1,3 81,3+1,9
160 165,8 +0,3 1625+1,6
10 10,1£1,9 10,2+0,8
RTV 20 20615 20,7+1,6
40 408+ 1,4 40,2+0,8

4.4.5.5 Estabilidade da amostra frente as condigdes do teste

O lopinavir e o ritonavir demonstraram ser estaveis frente as condi¢6es do teste
de dissolucdo. As variacdes encontradas, conforme podem ser visualizadas na Tabela
4.7, para ambos os farmacos, estdo dentro do especificado pela USP (2007), a qual

permite uma variacao de + 2%.

Tabela 4. 7 Avaliagdo da estabilidade das solugdes amostra e das SQRs frente as condi¢des
do teste de dissolucdo, determinada por CLAE, utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um),
detencdo a 210 nm e fase mdvel constituida de acetonitrila &gua e metanol (53:37:10) (n = 3).

Solugédo das SQRs Solugdo amostra
Intervalo Lopi:;?/?: enCOmradoR(iOt/((;)navir Lopi:;?/ci’: encomradoR(iot/gLavir
2 horas 101,8 101,1 100,3 98,8
24 horas 101,4 99,3 101,2 98,7

*em relag&o ao tempo zero, considerado 100%
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O desenvolvimento deste trabalho resultou na publicacédo do artigo Development
and validation of dissolution test for lopinavir, a poorly water-soluble drug, in soft gel
capsules, based on in vivo data, publicado no Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 47, p. 547-552, 2008.
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4.5 CONCLUSOES

Uma correlacdo de nivel A foi obtida, nas condicdes estudadas, entre a fracéo
absorvida e a fracdo dissolvida do lopinavir capsulas de Kaletra® utilizando a
agitacdo atraves de pas a 25 rpm e meio de dissolucéo constituido de 1000 ml de
agua contendo 2,3% p/V de LSS pH 6,0, mantido a 37 £ 0,5 °C.

O método por CLAE desenvolvido e validado pode ser utilizado para avaliar o

perfil de liberacdo do lopinavir a partir do Kaletra® capsulas.

Os excipientes do contetdo das capsulas e da capsula vazia néo interferem na

determinacéo do lopinavir e do ritonavir.

O lopinavir e o ritonavir demonstraram ser estaveis frente as condicgdes do teste

de dissolucéo.

A velocidade de dissolucdo do ritonavir foi semelhante a velocidade de

dissolucéo do lopinavir, frente as condigdes testadas.
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5.1 INTRODUCAO

Degradaces fisico-quimicas em farmacos podem alterar ndo apenas o efeito
farmacoldgico e conseqlientemente a eficacia terapéutica esperada, mas podem
também provocar efeitos toxicos ao paciente. Conhecer os fatores que podem alterar a
estabilidade do farmaco e identificar os meios para garantir a sua estabilidade € um
desafio (YOSHIOKA e STELLA, 2002).

Os estudos de estabilidade fazem parte das exigéncias dos 6rgdos reguladores
governamentais e buscam evidenciar como a qualidade do medicamento varia sob a
influéncia dos fatores ambientais como temperatura, umidade e luz, orientam as
condicdes de estocagem e estabelecem o tempo de vida util para o0 medicamento. Afora
as exigéncias, obviamente, a razdo principal dos estudos de estabilidade deve ser o
paciente (ICH, 2003; BRASIL, 2005).

Levando-se em consideracdo que o tempo de vida Util de um medicamento,
normalmente é longo, estudos de estabilidade em tempo real, antes de disponibiliza-lo
ao mercado, tornam-se muitas vezes impraticaveis. Os estudos de estabilidade
acelerada permitem a liberacdo proviséria do medicamento e podem prever o tempo de
vida util do mesmo, para as condi¢cbes normais de armazenamento. Contudo, esses

estudos ndo substituem os de longa duracéo.

Considerando que o Kaletra®, capsulas, deve ser armazenado na geladeira até a
dispensacgéo e que 0 mesmo pode permanecer a temperatura ambiente até 25 °C, por ate
dois meses (EMEA, 2001), o objetivo deste Capitulo é avaliar a acdo do calor sobre a
forma farmacéutica, determinar a cinética de degradacdo e através dos estudos de

estabilidade acelerada, estimar o tempo de vida (til para o Kaletra®, a 25 °C.
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5.2 REVISAO

5.2.1 Estabilidade de farmacos

A estabilidade de uma forma farmacéutica pode ser definida como o intervalo de
tempo entre a fabricagéo até que sua atividade quimica ou biologica ndo seja menor do
que 90% da poténcia rotulada e que suas caracteristicas fisicas ndo tenham se
modificado de maneira significativa ou nociva. Este intervalo de vida uatil é
determinado pela aplicacdo direta dos estudos de estabilidade. Na pratica, estes
estudos, visam a garantir, que cada dose tenha as caracteristicas e propriedades
homogéneas, dentro dos limites aceitaveis, para assegurar a eficacia clinica e a
seguranca da formulacdo, durante todo o periodo de validade (NUDELMAN, 1975;
VADAS, 2000).

A forma mais conhecida de instabilidade de farmacos é a diminuicdo ou perda
da substancia ativa, devido a degradacdo quimica. A perda da poténcia € uma causa
bem conhecida da falta de qualidade da forma farmacéutica. Entretanto, é importante
ndo apenas determinar quanto de farmaco foi perdido, mas também, quem sdo o0s
produtos de degradacdo, pois em alguns casos, eles sdo toxicos (YOSHIOKA e
STELLA, 2002).

Os farmacos tém os mais diferentes grupos funcionais em suas estruturas
moleculares, portanto, sdo suscetiveis a diversas rotas de degradacéo, como hidrdlise,
oxidacdo, desidratacdo, isomerizacdo e racemizacdo, eliminacdo e fotodegradacdo. A
hidrolise € uma das reacbes mais freqlientes dentro dos medicamentos liquidos e
também de formas farmacéuticas solidas onde a umidade pode estar presente, mesmo
em pequenas quantidades. Medicamentos com grupos funcionais éster, acido

carboxilico, amidas, barbituratos, imidas, e hidantoinas sdo suscetiveis a hidrélise.
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Além dos fatores intrinsecos a estrutura molecular, outros como mudangas de
pH, forca ibnica, constante dielétrica, tampdes, aditivos, excipientes, contaminacao
microbiana, fatores ambientais como temperatura, umidade e luz podem afetar a
estabilidade da forma farmacéutica (CARSTENSEN, 1995; YOSHIOKA e STELLA,
2002).

A avaliacdo da estabilidade fisica da formulacdo também se faz necesséria,
considerando que durante o armazenamento podem ocorrer cristalizacdo de amorfos,
transicbes de fases (polimorfos), crescimento de cristais, adsorcdo de umidade,
mudancas na solubilidade ou velocidade de dissolugéo, separacdo de fases no caso de
suspensdo e emuls@es, dentre outras (NUDELMAN, 1975; CARSTENSEN, 1995).

5.2.2 Velocidade e ordem de reacao

As caracteristicas das principais ordens de degradacdo, ou seja, como a
concentracdo do farmaco ou dos reagentes influenciam na velocidade das reacfes sdo
descritas na seqiiéncia. Na area farmacéutica, ndo ha muitas reacdes de ordem zero; a
maioria sdo de pseudo-ordem zero ou zero ordem aparente, primeira ordem, e
pseudoprimeira ordem (CONNORS et al.,1986; YOSHIOKA e STELLA, 2002;
SHARGEL, 2005).

5.2.2.1 Reac0es de ordem zero

Se a quantidade do farmaco hipotético A diminui constantemente num intervalo
de tempo t, ou seja, independe da concentracdo remanescente dos reagentes, entdo a

velocidade de degradacédo de A pode ser expressa matematicamente:

C=C,-k-t (5.1)
k=C,—-C/t (5.2)
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onde Co é a concentracdo inicial do farmaco, C é a concentracdo do farmaco no tempo
t e k é a constante de velocidade de degradagdo. O tempo de meia vida (ty) € 0 tgg
quando a concentracdo do farmaco diminuiu 50% e 10%, respectivamente, para a

reacdo de ordem zero, podendo ser calculados:

t1/2=C0/2'k (53)
tgo% = O’]'CO / k (54)

5.2.2.2 Reac0es de primeira ordem

Quando a velocidade de reacdo é proporcional a concentracdo do reagente, ou
seja, a quantidade de farmaco diminui na velocidade proporcional a concentracédo
remanescente. A velocidade de reacdo de primeira ordem pode ser matematicamente

expressa pelas equacges abaixo:

C=C,-e ! (5.5)
InC=InC, -k -t (5.6)
t;jo=In2/K (5.7)
tooo, = 0106/ k (5.8)

5.2.2.3 Reac6es de pseudoprimeira ordem e pseudo-ordem zero

Uma reacdo de pseudoprimeira ordem é uma reacdo de segunda ordem com
caracteristicas de primeira ordem; este tipo de cinética ocorre quando um dos reagentes
esta presente em grande excesso e a velocidade de reacdo depende apenas da
concentracdo deste reagente. Ocorre especialmente em solugdes aquosas e na pratica
trata-se como reacdo de primeira ordem considerando que o erro € menor quando

comparada a de segunda ordem.
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A cinética de pseudo-ordem zero ocorre frequentemente em farmacos
formulados na forma de suspensédo, onde a velocidade de degradacédo é proporcional a

concentracdo do farmaco em solucéo.

5.2.2.4 Reac0es de segunda ordem

Em uma reacdo de segunda ordem, a velocidade de degradacdo é proporcional a
concentracdo de dois reagentes ou a segunda poténcia de um deles. Os valores de ty, e

de tgge, também podem ser calculados:

1/C=1/C, +k-t (5.9)
k=1/t-(1/C-1/C,) (5.10)
toge, =1/(9-k-C,) (5.11)
ty;o=1/(k-Cq) (5.12)

A ordem de reacdo dos processos de degradacdo € determinada representando
graficamente a fungdo apropriada da concentragdo versus tempo e obtendo uma relacao
linear. Através do melhor coeficiente de correlagcdo (r) pode ser determinada a ordem
de reacdo. E recomendado degradar aproximadamente 50% do valor rotulado do

farmaco para determinar a ordem de reagdo (NUDELMAN, 1975).

5.2.3 Estudos de estabilidade

O objetivo deste estudo é evidenciar como a qualidade do medicamento varia
com o tempo, sob a influéncia de fatores ambientais como a temperatura, umidade e
luz, estabelecer o periodo de re-teste para a substancias ativa, estabelecer o prazo de

validade para o produto acabado e orientar as condic¢des de estocagem (ICH, 2003).
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Os estudos de estabilidade devem englobar os fatores suscetiveis de provocar
alteracbes durante o armazenamento o0s quais podem influenciar na qualidade,
seguranca e/ou eficacia do medicamento. Os ensaios quantitativos devem ser efetuados
por métodos devidamente validados e devem ser indicativos de estabilidade. Os
estudos devem abranger ndo apenas a estabilidade quimica e bioldgica, mas também a
perda de conservantes, propriedades e caracteristicas fisicas, organolépticas e atributos

microbioldgicos quando requeridos (ICH, 2003).

5.2.3.1 Estudos de estabilidade acelerada

Procedimentos que aceleram a velocidade de degradacdo quimica e ou
alteracbes fisicas que possam ocorrer com o farmaco ou produto acabado, sdo
utilizados para monitorar as reaces de degradacdo e prever o prazo de validade
provisorio do medicamento. Dentre os métodos de estabilidade acelerada, o mais
utilizado é o gréafico de Arrhenius, desenvolvido por Garret. Este método permite
estimar a estabilidade do farmaco para a temperatura pretendida, por extrapolacdo da
reta (NUDELMAN, 1975; YOSHIOKA e STELLA, 2002).

5.2.3.2 Método de Arrhenius

Estudos de estabilidade realizados com trés ou mais temperaturas possibilitam a
previsdo da vida atil da forma farmacéutica em outras temperaturas, por extrapolacgéo,

utilizando o método grafico de Arrhenius.

A velocidade de reacdo € proporcional ao numero de colisbes por unidade de
tempo. Se com 0 aumento da temperatura, aumenta o numero de colisdes, entdo pode
se esperar que a velocidade de reagdo aumente com o aumento da temperatura. A
maioria dos fatores que produzem degradacdo sdo acelerados em funcdo da
temperatura. Empiricamente, para cada 10 °C de aumento de temperatura, a velocidade

de reacdo e duplicada. Este critério é Gtil para programar os estudos de estabilidade.
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Segundo Arrhenius, a constante de velocidade de reacdo (k) tem uma dependéncia
exponencial da temperatura e pode ser representada grafica e matematicamente, em
varias formas equivalentes (NUDELMAN, 1975; CONNORS, 1986; YOSHIOKA e
STELLA, 2002).

k = A.e—Ea/RT

(5.13)
Ink=InA-Ea/R-T (5.14)
Ink=Ea/R-1/T +In A (5.15)

onde k é a constante de velocidade de reacdo para qualquer ordem, A € o fator de
frequéncia, R é a constante dos gases (1,987), T € a temperatura em °K (t °C + 273,16 )
e Ea € a energia de ativacdo. A representacdo grafica de In k versus 1/T sera uma reta
com inclinacdo de —Ea/2,303R. Este é o grafico de Arrhenius para a determinacao do

prazo de validade em estudos acelerados de estabilidade térmica.

5.2.4 Normas para os estudos de estabilidade

Pelas normas da ANVISA, para medicamentos cujas recomendac@es de rotulo
especifiquem a temperatura de armazenamento entre 15 e 30 °C, os estudos de
estabilidade acelerada devem ser realizados na temperatura de 40 + 2 °C e 75 + 5% de
umidade relativa do ar (UR) durante seis mesesou a30+2 °C e 75+ 5% de UR por
um periodo de doze meses. Quando o medicamento deve ser armazenado na
temperatura entre 2 e 8 °C os estudos de estabilidade acelerada devem ser conduzidos a
25 + 2 °C e 60 £ 5% de UR durante seis meses ou a 5 °C durante doze meses. Essas
sdo as especificacbes gerais para 0s estudos de estabilidade, entretanto, existem
variacdes de temperatura e umidade para as diferentes formas farmacéuticas e tipos de
embalagem (BRASIL, 2005).

O prazo de validade provisorio concedido para o produto, nestes casos, é de 24
meses se a variacdo de teor for menor ou igual a 5,0% ou de 12 meses se a variacao de
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teor for de 5,1% a 10,0%, quando comparado ao valor do teor inicial, ou tempo zero.
O prazo de validade definitivo deve ser confirmado mediante a apresentagdo de um
estudo de estabilidade de 24 meses, visando a confirmar ou estabelecer o prazo de

validade e recomendar as condi¢6es de armazenamento (BRASIL, 2005).

Em nosso pais, os estudos de estabilidade seguem as normas da ICH, entidade
que uniformiza os testes de estabilidade para o registro de novos farmacos e produto
acabado na Unido Européia, Estados Unidos e Japdo. Uma diferenca € observada na
menor UR preconizada pela ICH nos estudos de longa duracdo (60 ou 65%), tipicos
das condicdes climaticas das zonas I-11 (ICH, 2003; BRASIL, 2005).

5.2.5 Estabilidade de inibidores da protease do HIV

Os efeitos do pH (2,0; 4,0; 5,0 e 7,0), temperatura, antioxidante e diferentes
veiculos, foram estudados em suspensfes extemporéneas de saquinavir (SQV),
preparadas a partir de duas solucGes etanolicas, obtidas da extracdo do SQV das
capsulas moles do Fortovase®. Houve maior degradacdo do SQV com o aumento do
pH, principalmente acima de 4,0. A estabilidade do SQV melhorou com a adicdo de
antioxidante, e pH ajustado para 4,0, nas temperaturas de 5 °C e 25 °C, quando
comparado com outros veiculos. A estabilidade das formulagdes extemporaneas de
SQV pode ser influenciada por fatores como pH e a presenca de antioxidantes. O pH
foi 0 maior determinante da estabilidade do SQV (TAN et al., 2003).

PAU e colaboradores (2005) avaliaram a estabilidade fisico-quimica da
associacao lopinavir/ritonavir, a 35 e 45 °C e 88-92% de UR, considerando que esta
associacdo € utilizada em paises de elevada temperatura e sem condi¢des adequadas de

armazenamento. Os farmacos demonstraram ser estaveis a 35 °C durante 4 semanas.
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5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Estudos de estabilidade acelerada

5.3.1.1 Condigdes

As cépsulas moles de gelatina, Kaletra® lote 330962E21, acondicionadas
individualmente em frascos de vidro ambar de 20 ml com tampa, foram colocadas em
estufas, nas temperaturas de 40 °C, 50 °C e 60 °C, obedecendo ao periodo de tempo
conforme exposto na Quadro 5.1. Para cada tempo e temperatura, foram utilizadas trés

capsulas de Kaletra®.

Quadro 5.1 Temperaturas e intervalos entre analises utilizadas na determinagdo do tempo de
vida (til do Kaletra®, método de Arrhenius e da ordem de reaco do ritonavir.

Tempo de estudo de estabilidade em dias para cada temperatura

40 °C 50 °C 60 °C
0 0 0
20 10 3)
40 20 10
60 30 15
80 40 20

100 50 25

120 60 30

140 70 35

160 80 40
180 90 45

200 100 50
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5.3.1.2 Procedimentos com o Kaletra®

Nos tempos pré-determinados, as amostras foram retiradas da estufa. Apds o
rompimento da capsula dentro do frasco ambar, o contetdo da mesma foi extraido com
sete por¢des de 6 ml de metanol e transferido para baldo volumétrico de 50 ml. Duas
dessas extracOes foram realizadas com o auxilio do ultra-som, durante 5 minutos cada
uma. Completou-se o volume com metanol e diluiu-se 3,0 ml desta solucdo em baldo
volumétrico de 50 ml, obtendo solucdo contendo supostamente 160 e 40 pg ml™,
respectivamente, de lopinavir e ritonavir. Este procedimento foi seguido para cada
capsula e a concentracdo remanescente do lopinavir e do ritonavir foi determinada por
CLAE, método previamente desenvolvido e validado e a solucdo proveniente de cada

capsula foi injetada em triplicata.

5.3.1.3 Determinacéo da ordem de reacéo

A ordem de degradacdo do ritonavir na forma farmacéutica foi determinada
plotando-se os valores experimentais obtidos das concentragGes remanescentes em
funcdo do tempo, para cada temperatura. Foram correlacionadas as concentragdes e 0s
tempos, o logaritmo das concentragdes remanescentes e o tempo e finalmente o inverso
das concentragdes remanescentes e o tempo. Através do melhor coeficiente de
correlagéo (r) foi determinada a ordem de degradacéo do ritonavir em estudo, ou seja,

se correspondeu a reacdo de ordem zero, primeira ou segunda ordem, respectivamente.

5.3.1.4 Determinacdo do prazo de validade: Arrhenius

De posse dos valores médios de k para cada temperatura, na ordem de reacdo
previamente determinada, os mesmos foram transformados em log k e construido um
grafico plotando-se esses valores, versus temperatura (1/T - 10®° °K). O prazo de

validade (tgoe) para a temperatura de 25 °C foi calculado, utilizando a equacdo 5.8,
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sendo que o valor de k para esta temperatura foi obtido por extrapolacdo do gréfico de

Arrhenius e ou através da utilizacdo da equacéo da reta do referido gréfico.

5.3.2 Desenvolvimento do método por CLAE

5.3.2.1 Equipamento e condic¢des cromatograficas

Cromatografo em fase liquida Shimadzu, bomba LC-10AD, detector de arranjo
de diodos (DAD) SPD-M10ADVP, controladora do sistema SLA-10ADVP,
desgaseificador DGU-14A, injetor manual Rheodyne (com alca dosadora de 20 pl).
Foi utilizado o programa CLASS-VP, versdo 6,1, para aquisicdo e analise dos dados
cromatograficos. As andlises cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente,
utilizando coluna Phenomenex® C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna C18 (4 x
3,0 mm, Phenomenex®). A fase mével foi composta de acetonitrila, 4gua e metanol
(45:45:10, VIVIV), sem ajuste de pH e eluida em sistema isocratico. A vazdo foi de 1,2

ml min™ e o detector de DAD foi ajustado em 210 nm.

5.3.2.2 Solucdo amostra e SQRs

Soluc&o metandlica de Kaletra® contendo supostamente 3,3 e 13,3 mg ml™ de
ritonavir e lopinavir, respectivamente, foi utilizada no desenvolvimento e validagdo do
método. Solugdes trabalho foram preparadas pela dilui¢cdo de volumes apropriados em
metanol, antes da injecdo. Foi preparada uma solucdo metandlica das SQRs contendo
1000 pg mlte 250 pg mi™ de lopinavir e ritonavir, respectivamente. Separadamente,
foram preparadas solucdes metanolicas das substancias ativas na concentracdo de 8,0

mg ml™ para o lopinavir e 2,0 mg ml™ para o ritonavir.
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5.3.3 Validagdo do método por CLAE

Os parametros de especificidade, linearidade, preciséo e robustez (FDA, 1994;
USP, 30; ICH, 2005) foram avaliados conforme descrito no Capitulo 2, item 2.3.6, com
pequenas modificagdes: (a) na especificidade, as substancias ativas foram expostas a
luz UV 352 em placas de Petry, ap0s a evaporacdo do solvente com auxilio de
nitrogénio; (b) a linearidade do lopinavir foi avaliada nos intervalos de 40 a 200 ug
mi*e de 40a 360 ug ml™*; ado ritonavir, nos intervalos de 10 a 50 ug ml™ e de 10
a 90 pg ml™:; (c) a preciséo foi avaliada utilizando seis amostras contendo 33,3 pg ml™
de ritonavir e 133,3 pg ml™ de lopinavir. Nos estudos de robustez, duas diferentes
marcas de solvente organico e diferentes vazdo do fluxo da fase movel, foram

avaliados.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Estudos de estabilidade acelerada

A exposicdo das capsulas moles de gelatina nas temperaturas de estudo exigiu
modificacdo no processo de estocagem: foi necessario acondiciona-las individualmente
para evitar a aderéncia uma as outras e a perda de material, pois com o passar do
tempo, as mesmas apresentaram-se quebradicas e em alguns casos, com
extravasamento do conteudo. Foram utilizados frascos de vidro @mbar com tampa tipo
snap-cap conforme mostra a Figura 5.1; para cada tempo de amostragem e
temperatura foram utilizadas 3 cépsulas, quantificadas individualmente atraves de 3

injecOes cromatograficas.

="'m

i ' ) i -.
e |0y 0 B avi

Figura 5.1 Acondicionamento individual das cépsulas de Kaletra® para os estudos de
estabilidade.
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5.4.1.1 Determinacéo da ordem de reacao

As concentragcfes remanescentes do lopinavir capsulas moles de gelatina obtidas
por CLAE nos diferentes tempos e temperatura sao apresentadas na Tabela 5.1, com 0s
respectivos DPRs. As concentracOes remanescentes do ritonavir com seus respectivos
DPRs, para as diferentes ordens de reacdo, nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C e nos

diferentes tempos s@o apresentadas nas Tabelas 5.2 a 5.4.

Tabela 5.1 Valores dos estudos de estabilidade térmica para o lopinavir, céapsulas moles de
gelatina, nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C, obtidos por CLAE (n = 3).

40 °C 50 °C 60 °C
Tempo Concentracéo Tempo Concentragdo Tempo Concentragdo
(dias) (%) (dias) (%) (dias) (%)

0 100,00 0 100,00 0 100,00
20 96,85 10 98,43 5 98,42
40 97,04? 20 97,40 10 97,99
60 96,75* 30 96,32° 15 97,33°
80 96,44* 40 96,11 20 95,97
100 95,32 50 93,35° 25 94,94
120 95,04 60 92,82 30 93,21
140 93,27 70 91,47 35 91,05
160 92,18 80 90,81* 40 90,43¢
180 90,19 90 90,28 45 89,93
200 89,01 100 89,19 50 89,15

DPR: 2,79% 3,20"; 2,96 %; 2,38%3,54°2,78" Os demais valores de DPR foram < 2); *n=2
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Tabela 5.2 Valores dos estudos de estabilidade térmica a 40 °C para o ritonavir, cépsulas
moles de gelatina, obtidos por CLAE, para as trés diferentes ordens de reacéo.

Tempo ZERO ORDEM PRIMEIRA SEGUNDA DPR
(dias) (%) ORDEM ORDEM (n=3)
(log C) (1/C)

0 100,00 2,000 0,0100 0,97
20 91,59 1,9618 0,0109 1,99
40 88,26 1,9458 0,0113 2,44
60 86,82 1,9386 0,0115 2,64*
80 82,51 1,9165 0,0121 1,07
100 80,02 1,9032 0,0125 1,30
120 78,23 1,8934 0,0128 1,88
140 76,04 1,8810 0,0132 2,06
160 72,25 1,8588 0,0138 1,29
180 69,34 1,8410 0,0144 1,44*
200 65,69 1,8175 0,0152 0,60

*n=2

Tabela 5.3 Valores dos estudos de estabilidade térmica a 50 °C para o ritonavir, capsulas
moles de gelatina, obtidos por CLAE, para as trés diferentes ordens de reacéo.

Tempo ZERO ORDEM PRIMEIRA SEGUNDA DPR
(dias) (%) ORDEM ORDEM (n=23)
(log C) (1/C)

0 100,00 2,0000 0,0100 1,79
10 90,68 1,9575 0,0110 1,17
20 81,47 1,9110 0,0123 1,83
30 74,09 1,8698 0,0135 3,21
40 67,38 1,8285 0,0148 1,43
50 60,73 1,7834 0,0165 1,80
60 53,58 1,7290 0,0187 1,32
70 53,06 1,7248 0,0188 2,26
80 50,56 1,7038 0,0198 2,02*
90 47,54 1,6771 0,0210 1,65
100 46,33 1,6659 0,0216 2,08

"n=2
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Tabela 5.4 Valores dos estudos de estabilidade térmica a 60 °C para o ritonavir, capsulas
moles de gelatina, obtidos por CLAE, para as trés diferentes ordens de reacéo.

Tempo ZERO ORDEM PRIMEIRA SEGUNDA DPR
(dias) (%) ORDEM ORDEM n=3
(log C) (1/C)
0 100,00 2,0000 0,0100 0,69
5 87,93 1,9442 0,0114 1,52
10 76,97 1,8863 0,0130 0,94
15 71,02 1,8514 0,0141 2,30*
20 63,43 1,8023 0,0158 0,91
25 60,18 1,7795 0,0166 0,50
30 52,17 1,7174 0,0192 2,14
35 48,22 1,6832 0,0207 2,56
40 46,33 1,6659 0,0216 3,50
45 40,49 1,6073 0,0247 2,26
50 37,56 1,5747 0,0266 1,76*
*n=2

Como o lopinavir degradou apenas em torno de 10% nas condig¢Oes avaliadas,
ndo foi possivel determinar sua ordem de reacdo. Em conformidade com a literatura,
baixos percentuais de degradacdo levam a erros na determinacdo da ordem de reacdo,
pois os graficos de diferentes ordens de reagdo, levam a retas aproximadamente
equivalentes. Segundo NUDELMAN (1975), no minimo 50% de degradacdo do
farmaco deve ser obtido para que os valores da velocidade de reacdo sejam mais
precisos. Observa-se que o lopinavir na forma farmacéutica capsulas moles de gelatina
demonstrou ser estavel nas diferentes temperaturas testadas, mostrando-se estavel até

seis meses na temperatura de 40 °C.

Para o ritonavir, o grafico construido plotando-se os resultados do logaritmo das
concentragdes remanescentes em fungdo do tempo, para as diferentes temperaturas,
apresentou a melhor linha de ajuste para os dados pela analise de regressao linear,

método usualmente empregado para determinar as constantes de velocidade de
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degradacdo aparente. Desta forma, a degradacdo do ritonavir em sua forma
farmacéutica capsulas moles de gelatina, obedeceu a uma cinética de primeira ordem.
O valor da constante de velocidade de reacédo (k) que representa a fracdo da substancia
que reage por unidade de tempo, aumenta com o0 aumento da temperatura, evidenciado
pela maior inclinacdo da reta. A representacdo grafica da degradacdo do ritonavir,
obtida por CLAE, para as temperaturas de 40, 50 e 60 °C, com os respectivos valores
de k e dos coeficientes de correlacdo para cada temperatura, para uma cinética de

primeira ordem, é mostrado na Figura 5.2.

Mesmo que muitos farmacos se degradem por mecanismos complexos, a
maioria das degradacGes ocorrem de acordo com reagOes de zero, primeira ordem e
pseudo primeira ordem (LACHMAN et al., 2001). Segundo CARTENSEN (1995), as
verdadeiras reacdes de ordem zero ndo sdo freqlientes na area farmacéutica; muitos

tipos de reagOes de zero ordem sdo na verdade, reacdes de pseudo-ordem zero.

2,2000

o .\‘_\r\—.\t\f\‘,\‘\‘\‘\“
1,8000 p

r=0,9919

‘é, 1.6000 | k = -0,00082 dias*
- r=0,9837

1,4000 - r =0,9964 k =-0,00346 dias™

k = -0,00828 dias™
1,2000
1,0000 : : : : : : : : :
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (dias)

A40°C m 50 °C X 60 °C

Figura 5.2 Representacdo grafica da degradacdo do ritonavir, capsulas moles de gelatina,
obtida por CLAE considerando reacdo de primeira ordem.
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5.4.1.2 Estimativa da estabilidade do Kaletra® a 25 °C: Arrhenius

O tempo de vida atil do ritonavir, na forma farmacéutica a 25 °C (tég’g/oc), ou

seja, tempo que o ritonavir no medicamento levaria para diminuir seu teor em 10% nas

condicdes de armazenamento, foi estimado pelo metodo grafico de Arrhenius da Figura

5.3, construido plotando-se os valores do log k para as temperaturas de 40, 50 e 60 °C
versus temperatura (1/T ‘10° °K) e cuja inclinacio é —Ea/2,303R. Por extrapolagdo da

reta do referido grafico foi obtido o log de k para o ritonavir, a 25 °C,

e, utilizando a equacdo 5.8, calculou-se o

Log de K

25°C 0,106
t =———
127-10"

25°C
t90% '

=834 dias

0,0
10 . y =-0,0524x + 13,69
r =0,9925
2,0 4
3,0 B |Og k25(}:$\‘~\
40 JK_--_---_---_--_---_---_--_---_---_--_::=-r\
5,0 ‘ : : !
290 310 320 330 340
Temperatura (1/T x 10° °K)
25°C

Figura 5.3 Grafico de Arrhenius para a degradacgdo térmica do ritonavir, capsulas moles de

gelatina.

Desta forma, o tempo de vida Gtil estimado para o Kaletra®, forma farmacéutica

capsulas, a 25 °C foi de 834 dias, nas condi¢des empregadas. Considerando que o
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prazo de validade do Kaletra® cépsulas, armazenado na geladeira é de dois anos,
podendo ser mantido fora da mesma por até dois meses apds a sua dispensacdo e
considerando os resultados obtidos nestes estudos de estabilidade, o Kaletra®
demonstrou ser efetivamente estavel nas condigdes de armazenamento preconizados
pelo laboratério. Conclui-se que estas condicdes sdo devido a estabilidade do ritonavir,

uma vez que o lopinavir demonstrou ser estdvel mesmo em condi¢des mais drasticas.

O gréfico de Arrhenius tem sido tradicionalmente utilizado para estimar a
velocidade de degradacdo de farmacos a temperatura ambiente. Entretanto, um pré-
requisito para a aplicacdo da equacdo k = —-Ea/2,303R é que 0 mecanismo de
degradacdo ndo mude no intervalo das temperaturas programadas. Mudangas no
mecanismo de degradacdo em funcdo da temperatura podem resultar em um grafico de
Arrhenius ndo-linear (YOSHIOKA e STELLA, 2002).

A energia de ativacdo (Ea) media para decomposi¢éo do ritonavir, nas condigdes
empregadas, foi de 23,9 kcal/mol, calculada a partir do gréfico de Arrhenius
(-AH/2,303R). Segundo CONNORS e colaboradores (1986), a energia de ativacao
envolvida nos processos de decomposicdo de farmacos varia de 12 a 24 Kcal mol™ e

representa a energia necessaria para que uma reacédo ocorra.

Né&o foi possivel comparar os resultados obtidos neste estudo de estabilidade
com os obtidos por PAU e colaboradores (2005) no Kaletra® capsulas, pois naquele

estudos, a umidade (88-90%) foi associada a temperatura.

5.4.2 Metodo por CLAE

O método por CLAE desenvolvido e validado para a determinacdo do lopinavir
e ritonavir descrito no Capitulo 2 mostrou-se especifico para as condi¢des de estresse
empregadas. No que se refere a especificidade frente ao calor, para as substancias
ativas, houve uma adequada separacdo entre os picos do ritonavir, produto de

degradacéo do ritonavir e do lopinavir, conforme mostra a Figura 5.4.
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Figura 5.4 Cromatograma da solugdo padrdo do lopinavir misturada com a solucdo de
ritonavir submetida a hidrélise neutra (H,O, 80 °C, 48 h), mostrando o produto de
degradacdo que elui entre 0 RTV e LPV, obtido com fase mével constituida de acetonitrila,
4gua e metanol (53:37:10) coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm, Merck); vazdo 1,0 ml min™,
e deteccdo em 210 nm.

2

Entretanto, testes preliminares de estabilidade com amostras de Kaletra®
submetidas a temperatura, demonstraram a presenca de mais um produto de
degradacdo no Tr entre 9 e 10 min, ou seja, entre 0 produto de degradacdo do RTV e o
LPV. Assim, considerando que a exposi¢cdo da forma farmacéutica ao calor, nas
condi¢des empregadas, levou a formacdo de mais um produto de degradacdo, um novo

método por CLAE foi desenvolvido e validado para os estudos de estabilidade.

Adequada separacdo dos picos cromatogréaficos foi obtida utilizando fase movel
constituida de acetonitrila, agua e metanol (45:45:10, V/V/V) e coluna C18 (250 x 4,6
mm, 5um, Phenomenex®). A Figura 5.5 mostra 0 cromatograma da amostra de
Kaletra® contendo 40 pg mI™ de RTV e 160 ug ml™* de LPV no tempo zero e apds ter
sido submetida a temperatura de 50 °C durante 100 dias, obtido com o0 novo método
por CLAE. Em virtude do consideravel aumento no tempo de analise (26 min) quando
comparado ao método do Capitulo 2 (12 min) sugere-se a utilizacdo dagquele método

para as anélises de rotina.
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Figura 5.5 Cromatograma da amostra de Kaletra® (40 pm ml™ de RTV e 160 um ml™ de
LPV) no tempo zero (A) e exposta a temperatura de 50° C durante 100 dias (B).

5.4.3 Validagédo do método por CLAE

5.4.3.1 Especificidade

O lopinavir mostrou-se estavel em condi¢des oxidativas (H,O, , 30% 72 h),
frente a hidrélise alcalina (NaOH 1 M, 72 h) a temperatura ambiente (Figuras 5.6B e
5.6D). Demonstrou ser estavel também, quando submetido a 80 °C durante 72 horas
(Figura 5.6E). Degradou aproximadamente 19% quando exposto ao HCI 1 M, durante
72 h & temperatura ambiente (Figura 5.6C), mostrando um pico cromatografico

adicional no tempo de retencdo de 2,5 min. Quanto exposto a luz UV em 352 nm
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durante 72 h, degradou em média 7% (Figura 5.6F). Os picos nos tempos de retencédo

(Tr) de aproximadamente 1,8 minutos referem-se ao branco.
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Figura 5.6 Estudos de especificidade do lopinavir (A) ndo degradado, (B) H,O, 30%, 72 h;
(C) HCI 1 M, 72 h; (D) NaOH 1 M, 72 h (E) H,0 80 °C, 72 h e (F) luz UV 352 nm, 72 h,
obtidos por CLAE utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex®) e fase movel
constituida de acetonitrila, &gua e metanol (45:45:10) e detec¢do em 210 nm.

O ritonavir em H,0, (30%, 72 h) degradou 20%, apresentando um produto de
degradacdo no Tr de 8,1 min, mostrado na Figura 5.7B. Degradou 2% em condicdes
acidas (HCI 1 M, 72 h) e 8% quando exposto a luz (352 nm, 72 h), ndo apresentando
nenhum pico adicional (Figura 5.7C e 5.7F). O ritonavir degradou 97% na hidrolise
neutra (H,O, 80 °C, 72h) apresentando 2 picos principais de produtos de degradacéo,
um em 8,1 min e o outro em 20,9 min, Figura 5.7E. O mesmo aconteceu na hidrolise
bésica (NaOH 1 M, analise imediata), com um produto de degradacdo no mesmo Tr da

hidrélise neutra, ou seja, em 20,9 min, Figura 5.7D. O ritonavir ndo degradado,
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apresenta um Tr de 18,6 min (Figura 5.7A). Provavelmente, a hidrélise neutra e basica

levam a formacdo do mesmo produto de degradagdo (20,9 min). Os picos com Tr

em1,8 min, com exce¢do da degradacdo neutra a 80°C, referem-se ao branco.
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Figura 5.7 Estudos de especificidade do ritonavir (A) ndo degradado, (B) H,0, 30%, 72 h;
(C) HCI 1 M, 72 h; (D) NaOH 1 M, anélise imediata; (E) H,O 80 °C, 72 h e (F) luz UV 352
nm, 72 h, obtidos por CLAE,utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex®), fase
movel constituida de acetonitrila, agua e metanol (45:45:10) e deteccdo em 210 nm.

Os resultados obtidos nestes estudos de degradacéo tanto para o lopinavir como

para o ritonavir estdo em conformidade com os obtidos no método por CLAE, do

Capitulo 2, com excec¢do da exposicdo a luz UV a 352 nm. Naquele, o lopinavir e o

ritonavir mostraram-se estaveis a luz e neste, degradaram aproximadamente 6% e 8%,

respectivamente. As degradacfes, neste caso, podem ser atribuidas a exposi¢do do

farmaco a luz, na forma de pelicula. A Tabela 5.5 apresenta os percentuais médios de
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degradacdo do lopinavir e do ritonavir (n=2) submetidos as diferentes condi¢es de
estresse. O indice de pureza obtido pelo DAD foi superior a 0,999 para ambos 0s

farmacos.

Tabela 5.5 Valores percentuais médios obtidos na determinagdo do lopinavir e do ritonavir
nos testes de estresse, pelo método por CLAE utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um,
Phenomenex®), fase mével constituida de acetonitrila, &gua e metanol (45:45:10) e detecco
em 210 nm.

o Tempo % de degradacao (n=2)

Condicéo (horas) PV ATV
HCI 1,0 M 72 20 2
NaOH 1,0 M 72 0 ns
NaOH 1,0 M analise imediata ns 100
H,0, 30% 72 0 20
H,0 80 °C 72 0 97
UV 352 nm 72 7 8

ns=ndo submetido

5.4.3.2 Linearidade

O intervalo de linearidade do lopinavir foi de 40 a 200 pg ml™ enquanto que o
ritonavir mostrou-se linear no intervalo de 10 a 50 pg ml™, ambos, com coeficiente de
correlacdo superior a 0,999 e, os graficos obtidos s&o mostrados na Figura 5.8. A

anélise de variancia (p = 0,05) demonstrou que ndo houve desvio de linearidade.

O lopinavir e o ritonavir demonstraram linearidade, também, no intervalo entre
40 a 360 pg ml™ e no intervalo entre 10 a 90 ug ml™, respectivamente, com r superior a
0,999 para ambos os farmacos. A constatacdo da linearidade neste intervalo deve-se as
concentracdes utilizadas nos estudos de especificidade do método. As analises de
variancia para os diferentes intervalos de concentragcdo encontram-se no anexo, Tabelas

5.8-5.9 e5.10-5.11, respectivamente, para o lopinavir e o ritonavir.
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Figura 5.8 Representacgdo grafica das curvas-padréo do lopinavir no intervalo de 40 a 200 pg
ml™ (A) e do ritonavir no intervalo de 10 50 pg ml™ (B) obtidas por CLAE, utilizando fase
movel constituida de acetonitrila, agua e metanol (45:45:10), coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5
um, Phenomenex®) e detecgdo em 210 nm.

5.4.3.3 Precisao e exatidao

A precisdo intermediria foi avaliada atraveés dos DPRs interdias, obtidos pelas
analises de seis amostras homogéneas de Kaletra® em trés diferentes dias e a
repetibilidade pela avaliacdo dos DPRs obtidos no mesmo dia. Os resultados
mostrados na Tabela 5.6 demonstraram que o método por CLAE desenvolvido é

preciso, com DPRs interdia inferiores a 1,0%.

A exatiddo pode ser inferida se os parametros de precisdo, linearidade e
especificidade foram estabelecidos (ICH, 2005). Assim, infere-se que 0 método
desenvolvido é exato tanto para o lopinavir quanto para o ritonavir, visto que esses

parametros foram avaliados para ambos os farmacos.

5.4.3.4 Robustez

Os resultados percentuais de ritonavir e de lopinavir obtidos nos testes de
robustez para uma amostra de Kaletra® (33,3 pg ml™* de RTV e 133,3 ug ml™ de LPV)

injetada em triplicada nas diferentes condigdes encontram-se na Tabela 5.7. Nas
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condi¢des empregadas, 0 método mostrou-se robusto, com DPRs abaixo de 1%, para as

diferentes condicoes, e farmacos.

Tabela 5.6 Dados dos estudos de precisdo do método para o lopinavir e o ritonavir, obtidos
por CLAE, utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex®), deteccdo em 210 nm
e fase mdvel constituida de acetonitrila, &gua e metanol (45:45:10).

LPV RTV
Concentrago (ug ml™) Concentrag&o (ug ml™)
declarada encontrada declarada encontrada
dial dia2 dia3 dial dia2 dia3
1411 141,9 1394 31,5 32,0 31,6
1411 141,2 139,5 31,7 31,8 31,5
133,3 140,1 141,3 139,4 33,3 31,5 31,5 31,4
140,7 139,7 139,9 31,6 31,7 31,5
140,7 139,5 138,8 31,6 31,7 31,4
141,2 139,5 141,0 31,7 31,5 31,3
Precisdo intermediaria (+ DPR): 140,3 +0,9 31,6 £0,5

Tabela 5.7 Resultados percentuais obtidos nos estudos de robustez do método utilizando fase
movel constituida de acetonitrila, &gua e metanol ( 45:45:10), coluna C18 (250 x 4,6 mm,
5 um, Phenomenex®) e deteccdo em 210 nm.

B % RITONAVIR % LOPINAVIR
CONDICOES (+ DPR) (+ DPR)
FM 1,0 ml min™ 94,3 (£ 0,5) 106,2 (£ 0,2)
FM 1,2 ml min™ 95,0 (£ 0,3) 105,3 (£ 0,5)
FM solvente TJBaker 94,7 (£0,7) 104,8 (£ 0,3)
FM solvente Vetec 93,9 (£ 0,3) 105,1 (£0,2)

FM= fase movel
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5.5 CONCLUSOES

O método desenvolvido e validado por CLAE permitiu quantificar o ritonavir e
o lopinavir remanescentes no Kaletra®, capsulas moles de gelatina, sendo,
portanto, um metodo adequado para avaliacdo da estabilidade desta forma

farmacéutica.

O ritonavir degrada frente ao calor, sendo que a degradacdo € acentuada pelo

aumento da temperatura.

O ritonavir, componente do Kaletra® capsulas, avaliado nas temperaturas de 40,

50 e 60 °C, obedeceu a uma cinética de degradacdo de primeira ordem.

O prazo de validade estimado para a amostra de Kaletra®, na temperatura de
25 °C foi de 834 dias.

N&o foi possivel determinar a ordem de degradacdo do lopinavir, devido a sua

estabilidade nas condi¢des empregadas.

O lopinavir na forma farmacéutica capsulas demonstrou ser estavel nas
temperaturas de 40, 50 e 60 °C pelo periodo de seis meses, 100 dias e 50 dias,

respectivamente.

O lopinavir mostrou-se estavel frente a hidrolise alcalina e a oxidacao e instavel

frente a hidrélise acida.
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CAPITULO 6
Isolamento e elucidacao dos principais produtos de degradacao do ritonavir







Isolamento e identificacdo dos produtos de degradacéo

6.1 INTRODUCAO

Conhecer os fatores que afetam a estabilidade de um farmaco é de fundamental
importancia, entretanto, a identificacdo dos possiveis produtos de degradacédo
resultantes das reacGes quimicas também o é, pois em alguns casos, eles podem ser
toxicos. A identificacdo dos produtos de degradacdo leva ao conhecimento do
mecanismo dessas reagdes quimicas oferecendo assim uma importante contribuicao
para o desenvolvimento de formas farmacéuticas estaveis. A variabilidade de estruturas
na area farmacéutica faz com que sejam suscetiveis a varias rotas de degradacao;
através da estrutura molecular € possivel ter um preditivo da instabilidade do farmaco
(YOSHIOKA e STELLA, 2002).

Diferentes métodos combinados como cromatografia liquida com detector de
arranjo de diodos (UV-DAD), cromatografia acoplada a espectrometro de massas (LC-
MS; CG-MS), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN 'H;
RMN *3C), espectroscopia de infravermelho (V) e métodos radioativos tém sido
utilizados para a elucidacdo dos produtos de degradacdo de farmacos bem como na

identificacdo dos seus principais metabolitos.

Sabe-se que o Kaletra® deve ser mantido na geladeira em funcdo da
instabilidade do ritonavir. Entretanto, os principais produtos de degradacdo deste
farmaco evidenciados pelos estudos de degradacdo forcada do Capitulo 2 e os estudos
de estabilidade acelerada do Capitulo 5 ndo foram até o momento identificados. Neste
contexto, este Capitulo tem por objetivo, elucidar os dois principais produtos de
degradacdo do ritonavir por UV-DAD, IV e RMN *H e RMN *C.
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6.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Trabalhos que caracterizam os principais produtos da biotransformacdo do
ritonavir in vivo e in vitro foram encontrados na literatura. DENISSEN e colaboradores
(1996), estudaram o metabolismo e disposicdo do ritonavir [*C] em humanos, ces e
gatos, apds administracdo de dose Unica do farmaco. Os principais metabolitos foram
isolados por CLAE preparativa e através da espectroscopia de massas (MS) foram
estabelecidas as provaveis estruturas dos mesmos. A Figura 6.1 mostra as
caracteristicas de fragmentacdo do ritonavir e de alguns metabdlitos por espectroscopia

de massas, segundo os autores.

Ritonavir

3-[2-‘:
o Y Y HJ\U"\@ Hnj‘ :
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Figura 6.1 Padrdo de fragmentacdo do ritonavir e seus provaveis metabdlitos, obtidos por
espectroscopia de massas, segundo DENISSEN e colaboradores (1996).
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Estudos dos metabolitos do ritonavir e do indinavir, in vitro, com células
intestinais e hepaticas foram realizados por KOUDRIAKOVA e colaboradores (1998).
Semelhante estudos com estes mesmos inibidores da protease, in vitro, foram também
realizados por GANGL e colaboradores (2002). Ambos os trabalhos buscaram elucidar
0s metabolitos do ritonavir e do indinavir por cromatografia liquida associada a
espectroscopia de massas (LC-MS). O padrédo de fragmentacdo sugerido pelos autores

para ambos inibidores da protease sdo apresentados na Figura 6.2.

Pt a2 521 480
197 126 (] N 338 et
171 v < “.\L_J/J-.I‘ 1421 21‘;‘: ’.; ; '.'J ."'/—q\\ I"Ill
140 < ’ SSRGS ~
o7 o N N | H (1 /OH
1 01 - 'H ‘L|“ =_ |'l \ | { | | ? : J

!,-‘_-—‘ ¢ - \.IN, 4 \[ T/ \N,. O R S \“\.__,/i_ g ‘I\-.\‘_ > N N TN“ .I 2N

| | : ', - - . - S !

S N ! !H ' . OH H | N,-:} N~ °® r_ | 1§ /
I ; N - f
l y 268 :):_“L..\ 1w Q7 TN SN

e ( N\ . . o H VN

T NN /," Ritonavir Indinavir 465 " N/

'y o, e
2os” (@) (@) T
R 521 91
E B
171, ,m— H _:‘?_1 ..... 3'337_ =
140 i . »
Vigh Y 513 18
i2 iJ:E ,n i i =
/=( Y B ¢ e ’\Es>
s N . ek i 18 A4
77777 ~ Pl s N

i AN L Ritonavir Indinavir

: : ‘ (b) (b)

4 AESLEZEGY

Figura 6.2 Estudos in vitro dos metabdlitos do ritonavir e do indinavir. (@) estrutura quimica
do ritonavir e do indinavir mostrando os sinais de marcacdo (*) [**C] e caracteristicas de
fragmentacdo produzida por espectroscopia de massas (CID-MS) segundo KOUDRIAKOVA
e colaboradores (1998) e (b) fragmentos do ritonavir e do indinavir observados por GANGL
e colaboradores (2002) em condi¢gdes MS-MS.

DIFRANCESCO e colaboradores (2007) mostraram o padrdo de fragmentacao
do lopinavir em estudos de determinacdo da concentracdo deste inibidor da protease
em fluido cérebro espinhal por LC-MS. Segundo BAKSHI e SINGH (2002), a maioria
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dos novos farmacos sdo congéneres de moléculas de farmacos ja existentes e, para um
novo congeénere sua degradacdo quimica, muitas vezes, pode ser postulada baseada nas
caracteristicas de outros farmacos da classe. Entretanto, alguns congéneres podem

apresentar comportamento de degradacao totalmente novo.
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Figura 6.3 Padrdo de fragmentacdo do lopinavir por espectroscopia de massas, segundo
DIFRANCESCO e colaboradores (2007).
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6.3 MATERIAL E METODOS

6.3.1 Degradacao do ritonavir

O ritonavir, matéria prima, foi dissolvido em &gua-metanol (40:60 V/V) de
forma a obter solucdo contendo aproximadamente 2500 ug ml™* e foi submetido &

hidrolise a 80 °C durante 72 horas. Esta solucédo foi injetada em CLAE preparativa.

6.3.2 Isolamento dos produtos de degradacéo do ritonavir

O isolamento dos principais produtos de degradacdo da solucdo de ritonavir
submetida a hidrolise sob aquecimento foi realizado por CLAE Shimadzu constituido
de bomba LC-10AD, detector de UV-VIS SPD10A, controladora do sistema SCL 10A
VP, desgaseificador DGU-14A e injetor manual Rheodyne com al¢a dosadora de 200
pl. O sistema cromatografico foi constituido de coluna preparativa Gemini C18 (250 x
10 mm, 10 pm, Phenomenex®) e fase movel constituida de acetonitrila, &gua e metanol
(63:27:10, V/IVIV), sem ajuste de pH e eluida em sistema isocratico. A vazéo foi de 2,5

ml min™ e o detector foi ajustado em 210 nm.

A verificacdo da pureza dos picos cromatograficos das fracdes coletadas foi
efetuada utilizando CLAE Shimadzu, bomba LC 10AD VP, controladora SCL 10A VP
detector UV-DAD SPD-M10A VP, injetor manual Rheodyne com alca dosadora de 20
pl. A aquisicdo e a andlise dos dados de pureza foram efetuados pelo programa
CLASS-VP, versdo 6.1. Foi utilizado coluna Phenomenex® C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)
e a mesma fase mdvel utilizada no isolamento dos produtos de degradacéo, na vazdo de

1,0 ml min™.
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6.3.3 Tratamento das fragdes isoladas

Os solventes orgénicos das fracdes isoladas foram evaporados com auxilio de
nitrogénio e a agua foi eliminada pelo processo de sublimacéo através da liofilizag&o,
utilizando liofilizador modular Edwards, modelo Modulyo 4K, série 5260. A
liofilizac&o foi realizada na Central Analitica da Faculdade de Farmacia da UFRGS. Os
liofilizados foram identificados como produto de degradacdo 1 (DGR1) e produto de

degradacgédo 2 (DGR2), do ritonavir.

6.3.4 Elucidacéo estrutural dos produtos de degradacéo do ritonavir

Foram utilizados os métodos UV-DAD, 1V, RMN *H e RMN *3C. Os espectros
de UV-DAD para 0 DGR1 e 0 DGR2 foram obtidos durante os estudos de verificacdo
da pureza dos picos cromatograficos. Os de 1V, pela dispersdo de 1,5 mg de cada
liofilizado em 150 mg de brometo de potéssio e posterior obtencdo das pastilhas as
quais foram analisadas em espectrofotdmetro Perkin Elmer FT-IR System, Spectrum
V5.3.

Para as analises de ressonancia magnética nuclear, vinte miligramas de cada
liofilizado foram dissolvidos em aproximadamente 0,5 ml de metanol deuterado
(CD30D) e acondicionados em tubos de RMN. Os espectros de ‘H e de “*C, este
ultimo, na forma de APT (teste de proton anexado), o HMQC (espectro bidimensional
de correlacdo heteronuclear) e 0 COSY *H -'H (espectro bidimencional de correlagéo
homonuclear) foram obtidos em equipamento de RMN Varian, modelo Inova, 300

MHz. Estas analises foram realizadas no Instituto de Quimica da UFRGS.
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6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.4.1 Isolamento dos produtos de degradacéo do ritonavir: DRG1 e DGR2

Diversas fases mdveis foram testadas para o isolamento dos principais produtos
de degradacdo do ritonavir por CLAE-preparativa. Aquela constituida de acetonitrila,
agua e metanol na proporcdo de 63:27:10 foi selecionada pois além de proporcionar
uma adequada separacédo dos picos dos degradados DGR1 e DGR2 e do ritonavir, foi a
fase com menor teor de agua possivel de ser utilizada, considerando a resolugéo entre o
ritonavir e 0 DGR2. A separacdo foi obtida utilizando coluna preparativa Gemini C18
(250 x 10 mm, 10 pm, Phenomenex®); a fase mével foi eluida em sistema isocratico,
na vazdo de 2,5 ml min™ e a deteccdo foi efetuada em 210 nm. A Figura 6.4 mostra o
cromatograma da solucéo de ritonavir 2500 pg ml™ submetida & hidrélise a 80 °C
durante 72 horas, mostrando o ritonavir remanescente e seus dois principais produtos
de degradacéo isolados, 0 DGR1 e 0 DGR2.
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Figura 6.4 Cromatograma da solucdo de ritonavir submetida a hidrélise neutra (80 °C, 72h)
para fins de isolamento dos produtos de degradacdo, DGR1 e DGR2, obtido com coluna
Gemini C18 (250 x 10 mm, 10 pm, Phenomenex®) fase mével acetonitrila, 4gua e metanol
(63:27:10), vazdo 2,5 ml min, 210 nm.

191



Isolamento e identificacdo dos produtos de degradacéo

6.4.2 Avaliacdo das fragoes isoladas

As fracbes DGR1 e DGR2 isoladas por CLAE preparativa e analisadas por
CLAE com DAD indicaram a presenca de apenas um pico cromatografico para cada
fracdo isolada e a curva de pureza dos picos destas fracdes indicaram que 0s mesmos

foram homogéneos, conforme mostrado na Figura 6.5.
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Figura 6.5 Cromatograma das fracoes isoladas por CLAE preparativa conforme Figura 6.4,
com suas respectivas curvas de pureza dos picos cromatograficos, obtidos utilizando coluna
C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm, Phenomenex®), fase mével constituida de acetonitrila, agua e
metanol (63:27:10) e detector de DAD em 210 nm.
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6.4.3 Liofilizacdo das fracdes isoladas

Algumas tentativas foram utilizadas para evaporacdo dos solventes das fracbes
do DGR1 e do DGR2 isolados por CLAE preparativa. Inicialmente foi utilizado
evaporador rotatorio a vacuo sob temperatura ndo superior a 48 °C. Nestas condicdes a
fracdo DGR1 obtida adquiriu uma cor rosea. Novas fracGes foram concentradas,
entretanto, o rendimento pareceu minimo, para ambas as fracdes. Desconhecendo a
estabilidade dessas fracdes a esta temperatura, e pela dificuldade de visualizar ou obter
esses produtos, optou-se pela liofilizacdo. Assim, o0s solventes organicos foram
evaporados com auxilio de nitrogénio e a agua pelo processo de sublimacéo, através da
liofilizagdo. Os liofilizados assim obtidos podem ser vistos na Figura 6.6. Obteve-se

aproximadamente 30 mg de cada liofilizado.

Figura 6.6 Principais produtos de degradacdo do ritonavir, DGR1 e DR2, liofilizados.

6.4.4 Elucidacdo do DGR1 e do DGR2

Os produtos de degradacdo do ritonavir, DGR1 e DGR2, foram analisados por
UV-DAD, IV e especialmente RMN de *H e RMN C, incluindo as técnicas
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bidimensionais de correlagdo heteronuclear (HMQC) e homonuclear (*H-'H COSY) .
No RMN "*C optou-se pela forma de APT devido & multiplicidade de atomos de
carbono apresentarem-se diferenciados: os sinais de intensidade negativa caracterizam
os carbonos metinicos e metilicos enquanto que os de intensidade positiva, 0s
quaternarios e os metilénicos. A Figura 6.7 mostra a estrutura molecular do ritonavir,
enumerada de forma a facilitar a compreensdo por parte do leitor, ndo seguindo as

normas IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada).
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Figura 6.7 Estrutura quimica do ritonavir

6.4.4.1 UV-DAD

Os espectros de ultravioleta do DGR1 e do DGR2, incluindo o do RTV, para
fins comparativos, obtidos por UV-DAD sdo mostrados na Figura 6.8. Apesar da
similaridade entre os espectros, sabe-se que podem ter estruturas bem diferenciadas,
considerando que a maior parte da mesma é transparente no UV. Observa-se o pico de
absorcdo proximo a 200 nm, caracteristica das transi¢cdes t—n* do anel aromatico em

todos 0s espectros.

Entretanto, o pico caracteristico deste anel na regido de 256, apesar de ser uma
absorcdo de baixa intensidade, (€nax 200), ndo foi visualizada no espectro do DGRL.

Considerando que o DGR1 e o DGR2 possuem anéis aromaticos em suas estruturas,
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evidenciados pelo IV e RMN, a absor¢cdo nesta regido ndo é devida aos anéis
benzénicos, e sim aos anéis tiazolicos. O UV é um dos métodos utilizados com
freqliéncia para conferir a identidade da substancia. Na elucidacao, indicou a presenca

dos anéis benzénicos, em ambos os produtos de degradacéo.

Spectrum at time 4.63 min. Spectrum at time 517 min.
DGR1 DGR2
200 220 240 260 200 220 240 260
nm nm
Spectrum attime 5.73 min.
RTV
200 220 240 260

nrm

Figura 6.8 Espectro de UV-DAD do RTV e de seus produtos de degradacdo, DGR1 e DGR2,
obtidos durante a verificacdo da pureza dos picos cromatograficos.

6.4.4.2 Espectroscopia no 1V

Embora a ressonancia magnética nuclear seja amplamente utilizada para a
elucidacdo estrutural de substancias organicas, a espectroscopia de infravermelho €
uma técnica simples que requer uma quantidade relativamente pequena de amostra e
responde a questbes importantes como a presenca de certos grupos funcionais, como a
carbonila (STUART, 2004; WATSON, 1999). Segundo PAVIA e colaboradores, a
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combinacdo do IV e dados de RMN é, muitas vezes, suficiente para elucidar

completamente a estrutura da molécula desconhecida.

O espectro de 1V do DGR2 é mostrado, na Figura 6.9 enquanto que o espectro
do DGR1 pode ser visualizado na Figura 6.10. As atribui¢Bes, onde v € o estiramento,
Vas O estiramento assimétrico, vs 0 estiramento simétrico, e 6 a deformacdo foram
efetuadas de acordo com a literatura consultada (NAKANISHI e SOLOMON, 1977,
SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000; PAVIA et al., 2001; STUART, 2004). Em
ambos os espectros de IV, observam-se as bandas das carbonilas, o estiramento N-H
da amida e a presenca dos aromaticos. A presenca do estiramento O-H pode ser

evidenciado pelo alargamento da banda da amida (N-H) na regi&o acima de 3200 cm™.

DGR2

1630

1740

0,00

4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0
cm-1

Figura 6.9 Espectro na regido do infravermelho do DGR2 em KBr, obtido utilizando
espectrometro Perkin Elmer FT-IR System.

IV DGR2 (KBr, cm™): 3283 v(N-H); 3102 v(=C-H); 3030 v4(=CH) ; 2964 v,(CHa);
2930 v4(CH,); 1740 v(C=0); 1630 v(C=0), v(C=N), o&(N-H); 1534 v(C=C),
v(C-N), 8(N-H); 1458 6(CHa); 1396 6(CHs); 1244 v(C-N), v(C-0); 749 v(=C-H); 702
v (=C-H).

No espectro do DGR2 a banda de absorcdo em 1740 pode ser atribuida a

carbonila do &cido enquanto que as duas carbonilas da amida encontram-se na regido
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de 1630, menor nimero de onda, tendo em vista que a ressonancia com o par de
elétrons desemparelhados do nitrogénio reduz o carater de dupla ligacdo. No espectro
do DGR1 néo foi visualizada a banda do estiramento C=N na regido de 1640 cm™,

sugerindo a auséncia dos anéis tiazolicos.

IV DGRL (KBr, cm™): 3285 v(N-H); 3030 v(=C-H): 2965 v,(CHs): 1752 v(C=0);
1707 v(C=0); 1427 5(CH,); 1389 5(CHs); 1087 v(C-0); 765 v(=C-H);: 701 v(=C-H).

600 | DGR1
3030
0,0
40,0
2965
LT
0,0 | 3285
0,0
0,00 1752 1707
40000 3000 2000 1500 1000 400 .0

cm-1

Figura 6.10 Espectro na regido do infravermelho do DGR1 em KBr, obtido utilizando
espectrometro Perkin Elmer FT-IR System.

6.4.4.3 RMN de “*C, 'H e HMQC - DGR2

Os espectros de RMN **C (APT) e de RMN *H para o DGR2 séo mostrados,
respectivamente nas Figuras 6.11 e 6.12. A estrutura quimica do RTV foi incluida no
espectro de RMN de *C com o objetivo de facilitar a identificacdo dos sinais
caracteristicos em ambos 0s espectros, por parte do leitor; a parte da molécula
representada na cor cinza refere-se aos sinais ndo encontrados em ambos 0s espectros
de RMN.
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Figura 6.11 Espectro de RMN de **C (APT) do DGR2 em CDs0OD a 300 MHz
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Figura 6.12 Espectro de RMN de *H do DGR2 em CD30D a 75 MHz

198



Isolamento e identificacdo dos produtos de degradacéo

O espectro de RMN *3C apresentou 29 sinais (sendo que quatro deles
correspondentes a 2 carbonos cada) os quais, com auxilio do espectro de HMQC
(Figura 6.13) foram atribuidos a quatro carbonos quaternarios, dezessete metinicos,
quatro metilénicos, 5 metilicos e trés carbonilicos, totalizando 33 carbonos. O espectro
bidimensional HMQC, permitiu confirmar os deslocamentos quimicos dos carbonos
presentes no DGR2, através da correlacdo de cada hidrogénio com seu respectivo
carbono. Entretanto, carbonos semelhantes, como por exemplo, C12 e C13, C17 e C26,
dentre outros, ndo puderam ser diferenciados. O RMN *C na forma de APT
contribuiu para diferenciar carbonos quaternérios e metilénicos dos metinicos e

metilicos.

Os trés sinais com & entre 160,9 e 174,4 ppm foram atribuidos aos carbonos
ligados a carbonila, os quais devido ao efeito indutivo encontram-se em baixo-campo.
Foram identificados os carbonos quaternarios do anel tiazélico inicial com 6 de 153,6
e 180,5 ppm, este ultimo, referente ao carbono ligado ao grupo propila. Os sinais com
d de aproximadamente 50 ppm referem-se ao CD3;0D. O espectro de HMQC permitiu
visualizar o C7 com o de 49,7, sobreposto ao solvente. Ndo foram observados os

carbonos do anel tiaz6lico terminal da molécula.

No espectro de RMN *H observa-se o singleto caracteristico dos hidrogénios
metilicos (6 2,97 ppm), o dubleto com & de 0,86 referentes as metilas 12 e 13, o
dubleto com & de 1,35 ppm referentes as metilas 2 e 3 e 0 dubleto em 3,97 ppm
referente ao H10. Os dubletos com 6 4,4 e 4,5 ppm referem-se aos hidrogénios ligados
ao C7. Apresenta varios sinais com o entre 7 e 7,4 ppm, 0s quais, pela integragéo,
correspondem a 11 hidrogénios: 10 hidrogénios dos anéis aromaticos e um hidrogénio
do anel tiazolico inicial. Os & de 3,3 e 4,8 ppm referem-se, respectivamente, ao

solvente e a 4gua.

As atribuices dos sinais observados no espectro de RMN **C encontram-se no
Quadro 6.1, enquanto que no Quadro 6.2 sdo apresentados os deslocamentos quimicos

(6) em ppm, a multiplicidade, a constante de acoplamento (J) em Hertz, as atribuicdes
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e 0 nmero de hidrogénios observados no espectro do RMN de *H. As atribuicdes de
'H e de ®C foram efetuadas com base na literatura consultada (WATSON, 1999;
PAVIA, 2000; HOLZGRABE et al., 2008).
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Figura 6.13 Espectro HMQC do DGR2 em CD30D a 300 MHz
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Quadro 6.1 Dados de deslocamentos quimicos (5) em ppm e atribuicdo dos carbonos do espectro
de RMN **C do DGR2 em CD30D a 300 MHz para.

é (ppm) Atribuicbes é (ppm) Atribuicdes
(Figura 6.7) (Figura 6.7)
18,84 Cl2 ou C13 115,51 C5
20,09 C12 ou C13 127,44 C210u C30
23,52 C2ouC3 127,96 C210uC30
23,57 C2ouCs3 129,41 C20e C220uC29eC31
31,91 Cl1 129,72 C20e C220uC29eC31
34,38 C1 130,45 C19e C23 ou C28 e C32
35,18 C8 130,55 C19e C23 0u C28e C32
40,13 C16 137,62 C27 ou C18
41,81 C17 ou C26 139,31 C27o0u C18
42,12 C17 ou C26 153,65 C6
48,81 C150u C25 160,12 C9
49,69 Cc7 160,98 C33
60,34 C150u C25 174,38 Cl4
62,07 C10 180,52 c4
80,68 C24

(8), deslocamento quimico em ppm;

Quadro 6.2 Dados dos deslocamentos quimicos, multiplicidade, constante de acoplamento,
namero e atribuicdo dos hidrogénios do espectro de RMN *H do DGR2 em CD3;0D a 75 MHz.

5 (ppm) Multiplicidade e J Numero de Atribuicdes
P (H2) Hidrogénios (Figura 6.7)
0,86 d, ) (6,7 Hz) 6 H12 e H13
1,35 d, % (6,9 Hz) 6 H2 e H3
1,77 m 2 H16
1,99 m 1 H11
2,79 m 4 H17 e H26
2,97 s 3 H8
3,29 m 1 H1
3,71 m 1 H15 ou H25
3,97 d, % (7,3 Hz) 1 H10
4,17 m 1 H15 ou H25
4,38 m 1 H24
4,46 d, 2 (16,1 Hz) 1 H7
4,55 d, 2J (16,1 Hz) 1 H7'
H23, H22, H21, H20, H19, H28, H29,
7,21 m 11 H30, H32, H31, H5

(8), deslocamento quimico em ppm; J, constante de acoplamento em Hertz (Hz); s, singleto; d, dubleto; m,

multipleto.
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Com os dados até entdo obtidos postula-se que a hidrélise na molécula do
ritonavir ocorreu entre o carbono da carbonila (C33) e o oxigénio do carbamato
formando o composto de formula molecular Cs3HssNsOsS e estrutura quimica da
Figura 6.14. Este composto foi sugerido para 0 DGR2, considerando que o numero de
atomos de carbono, hidrogénio e a multiplicidade da analise dos espectros de RMN de

'H e 3C e de HMQC estéo de acordo com esta formula molecular e estrutura quimica.

Figura 6.14 Estrutura quimica proposta para 0 DGR2 (CssHss N5OsS)

Este composto difere ligeiramente do fragmento proposto  por
KOUDRIAKOVA e colaboradores (1998) e também por GANGL e colaboradores

(2002) nos estudos dos metabolitos do ritonavir in vitro, por espectroscopia de massas.

6.4.4.4 RMN de “*C, '*H e HMQC - DGR1

Nos espectros de RMN de *C e de 'H do DGR1 Figuras 6.15 e 6.16,
respectivamente, foram observados a duplicacdo de todos os sinais, sugerindo
inicialmente, a presenca de outro composto, porém semelhante a este. A duplicacéo
dos sinais no RMN de **C foi melhor visualizado no espectro ampliado, conforme pode

ser verificado na Figura 6.15, onde alguns destes sinais foram expandidos.
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Figura 6.15 Espectro de RMN de **C (APT) do DGR1 em CDsOD a 300 MHz
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Figura 6.16 Espectro de RMN de *H do DGR1 em CDOD a 75 MHz
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A estrutura quimica do RTV, molécula de origem, foi incluida no espectro de
RMN de *H com o objetivo de facilitar a identificacdo dos sinais caracteristicos por
parte do leitor, em ambos os espectros; a parte da molécula representada na cor cinza

refere-se aos sinais ndo encontrados nos espectros de RMN de **C e *H.

A duplicacdo dos sinais tornou os espectros complexos, principalmente o de
RMN de *H. O espectro de correlagdo, HMQC, Figura 17, foi fundamental, inclusive o

do DGR2, pois auxiliou também nas atribuicdes dos carbonos e hidrogénios do DGR1.

Considerando o resultado da homogeneidade do pico cromatografico do DGR1
obtido por CLAE-DAD, a duplicacdo dos sinais de *C que é de intensidade
semelhante e analisando o sistema de acoplamento no RMN *H, principalmente com &
entre 0,2 e 1,0 ppm referentes as metilas (12 e 13), atribuiu-se este fenbmeno a
racemizacao da molécula, levando a formacdo de diastereoisdbmeros. Em concordancia
com a literatura (ROMERO, 1998; PAVIA, 2000; HOLZGRABE et al., 2008),
diastereoisdmeros tém deslocamentos quimicos ligeiramente diferentes no RMN de *H

e 1C, o que explicaria a duplicidade dos sinais do DGR1 nestes espectros.

No espectro de RMN de **C, mesmo com a duplicidade dos sinais, além da
auséncia dos sinais do anel tiazolico final, como no DGR2, observa-se também a
auséncia dos sinais do anel tiazolico inicial e de sua metilas, bem como a auséncia dos
carbonos 7 e 8 (C7 e C8).  Os sinais com 6 de aproximadamente 50 ppm referem-se
ao CD;0D.

Apesar da complexidade do espectro de RMN de 'H devido & duplicacdo de
sinais é possivel verificar a auséncia do singleto caracteristico da metila (H8) ligada ao
nitrogénio. A auséncia dos sinais caracteristicos das metilas e do hidrogénio metinico
da isopropila, bem como a auséncia dos hidrogénios dos aneis tiazélicos também pode
ser observada. A perda da metila em 8 sugere a hidrolise da molécula entre o C9

(carbonila) e o N ao qual esta ligada esta metila, além da hidrolise entre o carbono da
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carbonila (C33) e o oxigénio do carbamato, como no DGR2. Os 6 de 3,3 e 4,9 ppm

referem-se, respectivamente, ao solvente e a dgua.
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Figura 6.17 Espectro HMQC do DGR1 em CD30D a 300 MHz
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O 'H-'H COSY do DGR1, Figura 6.18, permitiu concluir que os quatro
dubletos com & entre 0,42 e 0,88 referem-se as metilas 12 e 13 de dois diferentes
compostos, pois as mesmas tém deslocamentos quimicos diferentes. O hidrogénio em
11 apresenta-se como dois multipletos, também com deslocamentos quimicos
diferentes, pertencentes, portanto, a dois diferentes compostos. Considerando a
duplicacdo dos sinais nos espectros de RMN de *C e 'H e 0 'H-'H COSY indicando
que nas proximidades do centro estereogénico (*C10) os hidrogénios tém
comportamento quimico diferente, postula-se que a molécula sofreu isomerizacédo
levando a formacdo de dois diastereoisomeros (A e B). As atribuices de **C e 'H,
com base na Figura 6.7, podem ser visualizadas, respectivamente, nos Quadros 6.3 e
6.4.

T [N LA M e e s B B e B B B B s e e e e
7 [ -] 4 3 2 1

Fl1 {ppm)

Figura 6.18 Espectro de *H-'H COSY do DGR1 em CDs;OD a 300 MHz
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Quadro 6.3 Dados de deslocamentos quimicos e atribuicéo dos carbonos do espectro de RMN **C
do DGR1 em CDs;OD a 300 MHz.

) Atribuicdes ) Atribuicdes
(ppm) (Figura 6.7) (ppm) (Figura 6.7)
16,51 Cl2ouC13 127,66 C210uC30
19,14 Cl2ou C13 128,06 C21 ou C30
31,07 Cl1 129,52 C20eC220uC29eC31
37,43 C16 129,77 C20e C220uC29eC31
38,00 C16’ 130,13 C19e C23 ou C28¢e C32
38,79 C17 130,53 C19e C230uC28¢e C32
41,70 C26 137,45 C18 ou C27
51,93 C15 138,97 Cl18 ou C27
60,69 C25 159,61 C9
63,21 C10 160,83 C33
81,95 C24 176,22 Cl4

(8), deslocamento quimico em ppm.

Quadro 6.4 Dados dos deslocamentos quimicos, multiplicidade, constante de acoplamento,
integral e atribuicio dos hidrogénios do espectro de RMN *H do DGR1 em CD30D a 75 MHz.

sppm MRS sy

0,42 d, *J (6,6 Hz) 1,5 H12 ou H13,
0,,62 d, % (6,9 Hz) 1,5 H12g ou H13g
0,78 d, *J (6,9 Hz) 1,5 H12, ou H134
0,88 d, 3J (7,0 Hz) 1,5 H12g ou H13g
1,75 m 1 H16 ou H16’
1,86 m 0,5 H11a

1,94 m 0,5 Hllg

2,41 m 1 H16 ou H16’
2,87 m 3 H17, H26 e H26’
3,19 m 1 H17’

3,78 m 2 H10,, H10g e H25
4,35 m 1 H15

4,42 m 1 H24

H23, H22, H21, H20, H19, H28, H29,

7,22 m 10 H30, H31, H32

(8), deslocamento quimico em ppm; J, constante de acoplamento em Hertz (Hz); d, dubleto; m, multipleto.

207



Isolamento e identificacdo dos produtos de degradacéo

Importante salientar que todos os sinais encontram-se duplicados em ambos os
espectros de RMN:; nas atribuicdes de **C, Quadro 6.3, constam apenas os sinais de
maior valor de deslocamento quimico (8). As atribuicdes de 'H e de *C  foram
efetuadas com base na literatura consultada (WATSON, 1999; PAVIA, 2000;
HOLZGRABE et al., 2008).

Apesar da duplicidade dos sinais nos espectros de RMN de *H e **C do DGR1, é
possivel constatar a auséncia dos sinais dos dois anéis tiazolicos da molécula do RTV
em ambos os espectros de RMN. No espectro de RMN *H, a auséncia do singleto da
metila ligada ao nitrogénio (H8), indica que a hidrdlise da molécula do RTV ocorreu
entre este nitrogénio e o C9. Postula-se que a hidrolise na molécula do ritonavir,
ocorre inicialmente, entre o0 oxigénio do carbamato e o C33 formando o composto

DGR2 e posteriormente entre o nitrogénio e o C9, levando a formacgéo do DGRL.

Os sinais observados nos espectros de RMN de **C e 'H, para o0 DGR1 est&o em
concordéancia com o composto de formula molecular C,sH33N3Og € estrutura quimica
representada na Figura 6.19. Entretanto, a duplicacdo dos sinais em ambos o0s
espectros de RMN e o 'H-'H COSY, indicam a presenca de uma mistura de compostos,

possivelmente, dois diastereoisémeros.

6.19 Estrutura quimica proposta para 0 DGR1 (CysH33N30g).
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6.5 CONCLUSOES

O meétodo por CLAE-preparativa desenvolvido possibilitou o isolamento dos

produtos majoritarios de degradacdo do ritonavir.

A eliminacdo da agua das fracdes isoladas por CLAE preparativa pelo

processo de liofilizacdo, apresentou resultados satisfatérios.

A absorcdo no UV na regido de 240 nm, para o ritonavir, é devida aos anéis

tiazolicos.

A fracdo isolada denominada DGR2 de férmula molecular C33H4sN50sS € 0
principal produto de degradacdo do ritonavir, elucidada através da ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio, carbono-13 (*H, **C) e de correlagdo

inversa bidimensional (HMQC).

A duplicidade dos sinais observados nos espectros de ressonancia magnética

nuclear de 'H e de ®*C do DGR1 pode ser atribuido & racemizacéo da

molécula.

A fracdo isolada denominada DGR1, de formula molecular C,5H33N3Og,
elucidada por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono-13 (*H,
3C), de correlacdo inversa bidimensional (HMQC) e de correlacio
bidimensional homonuclear (*H-'H COSY) é uma mistura, possivelmente, de

dois diastereoisdmeros.
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Discussao geral

Com normas bem definidas de bioequivaléncia, biodisponibilidade e do sistema
de classificagdo biofarmacéutica (SCB), o teste de dissolucdo utilizado inicialmente
para verificar a liberacdo a partir da forma farmacéutica para fins de controle de
qualidade, agregou importancia e passou do tradicional teste de controle de qualidade

para teste substituto de estudos de bioequivaléncia, em alguns casos.

Considerando que o valor do teste de dissolugdo, como uma ferramenta para o
controle de qualidade e como preditivo do comportamento in vivo, é significativamente
maior se uma correlacdo com os dados in vitro for estabelecida, neste contexto e com
base no SCB a possibilidade de estabelecer esta correlagdo, buscou-se entdo
estabelecer o perfil de dissolugdo do lopinavir in vitro baseado nos dados in vivo, como
parte deste trabalho. Entretanto, para o desenvolvimento deste, foi necessario
desenvolver e validar métodos para quantificacdo dessas substancias nas capsulas, uma
vez que ndo constam nos compéndios oficiais e ndo foram encontrados na literatura
consultada. Estes trabalhos permitiram a publicagdo de dois artigos para a associagéo

lopinavir/ritonavir capsulas e dois trabalhos para o ritonavir capsulas:

DONATO, E. M.; DIAS, C. L.; ROSSI, R. C., VALENTE, R. S.; FROEHLICH, P. E.;
BERGOLD, A. M. LC Method of studies on the stability of lopinavir and ritonavir soft
gelatin capsules. Chromatographia, v. 63, p. 437-443, 2006.

DONATO, E. M.; MARTINS, L. A; FROEHLICH, P. E.; BERGOLD, A. M.
Development and validation of dissolution test for lopinavir, a poorly water-soluble
drug, in soft gel capsules, based on in vivo data. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 47, p. 547-552, 2008.

ROSSI, R. C.; DIAS, C. L.; DONATO, E. M.; MARTINS, L. A.; BERGOLD, A. M.;
FROEHLICH, P. E. Development and validation of dissolution test for ritonavir soft
gelatin capsules base on in vivo data. International Journal of Pharmaceutics, v. 63, p.
437-443, 2007.

DIAS, C. L.; ROSSI, R. C.; DONATO, E. M.; BERGOLD, A. M.; FROEHLICH, P.

E. LC Determination of Ritonavir, a HIV Protease Inhibitor, in Soft Gelatin Capsules.
Chromatographia, v. 62, p. 589-593, 2005.
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Nos estudos de dissolucdo, normalmente, o método de escolha para a
determinacdo das quantidades dissolvidas em cada tempo, em fung¢do do custo da
analise e da rapidez dos resultados, é a espectroscopia de ultravioleta. Neste contexto,
foi tentado o desenvolvimento e validacdo de um método por espectroscopia derivada.
Entretanto, o método desenvolvido apresentou diferenca significativa quando
comparado ao metodo por CLAE, para ambos os farmacos. Tendo em vista a grande
quantidade de amostras a serem analisadas, o uso do CLAE com injetor automatico

facilitou consideravelmente a execucéo deste trabalho.

Nos estudos de estabilidade, constatou-se que o ritonavir, componente das
capsulas do Kaletra®, é suscetivel a hidrolise a qual é intensificada pela temperatura,
levando a um decréscimo no seu teor, com o passar do tempo e culminando com o
aparecimento de dois produtos majoritarios de degradacdo. Esses produtos de
degradacdo foram isolados e elucidados através da espectroscopia de UV-DAD, IV e
de RMN de hidrogénio, de carbono-13, de HMQC e de *H-'H COSY.

Foi possivel determinar, nos estudos de estabilidade térmica, que o ritonavir,
componente do Kaletra® cépsulas, obedece a uma cinética de primeira ordem e que 0
lopinavir demonstrou ser estavel por até seis meses, nas condi¢des de estudo. Assim, a
forma farmacéutica deve ser mantida em geladeira em funcdo da instabilidade do

ritonavir frente a temperatura.
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Conclusbes gerais

A SQR do lopinavir estudada apresentou padrdo de difracdo compativel com o

cristal Tipo I mais hidratado, conforme demonstrado pela difracdo de raios X.

A CCD desenvolvida pode ser utilizada para identificacdo do lopinavir e do

ritonavir substancia ativa.

Nas condigOes utilizadas nos estudos de degradacdo forcada, o lopinavir
demonstrou ser sensivel a hidrélise &cida a temperatura ambiente, degradou em
condicdes oxidativas e basicas apenas quando estes fatores foram associados a
temperatura. Demonstrou ser estavel frente a hidrolise neutra sob aquecimento.
Quando exposto a luz UV 352 nm demonstrou ser estavel em solugcdo mantida
em cubetas transparentes a luz UV durante 72 horas, entretanto, degradou

quando exposto na forma de pelicula, pelo mesmo periodo de tempo.

O ritonavir, nas condicdes utilizadas nos estudos de degradacdo forcada,
degradou em meio &cido, alcalino, meio neutro associado a temperatura e na
presenca de oxidante. Na forma solida, demonstrou ser estavel quando exposto a
temperatura e a umidade, ndo associadas. Demonstrou ser estavel a luz UV 352
quando exposto em solucdo mantida em cubetas de UV durante 72 horas,
entretanto, degradou quando exposto na forma de pelicula, pelo mesmo periodo

de tempo.

O método por CLAE desenvolvido e validado para quantificar a associagao
lopinavir / ritonavir capsulas, apesar ter demonstrado especificidade nos testes
de estresse realizados com as respectivas substancias ativas, demonstrou néo ser

especifico quando estas foram submetidas a temperatura, na forma farmacéutica
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capsulas, durante um maior periodo de tempo. Desta forma, 0 método pode ser
utilizado na rotina para quantificar estes farmacos associados, nesta forma

farmacéutica, mas ndo quando houver degradacéo.

O método por CLAE desenvolvido e validado nos estudos de estabilidade
térmica para quantificar o lopinavir e o ritonavir associados, na forma de
capsulas, pode ser utilizado para quantificar os teores remanescentes desses
farmacos quando associados nesta forma farmacéutica, na presenca de seus

produtos de degradacao.

A analise estatistica comparativa entre os métodos propostos por CLAE e UVD
demonstrou haver diferenca significativa entre eles, nas condi¢cdes empregadas,
ndo sendo, portanto, 0 método de UVD intercambiavel com o método por
CLAE para a determinagéo quantitativa do lopinavir e do ritonavir no Kaletra®,

capsulas.

Uma correlacdo nivel A foi obtida, entre a fracdo absorvida e a fracdo dissolvida
do lopinavir capsulas de Kaletra® utilizando a agitacdo através de pas a 25 rpm e
meio de dissolucdo constituido de 1000 ml de agua contendo 2,3% p/V de LSS
pH 6,0, mantido a 37 £0,5 °C.

O método por CLAE validado para o perfil de dissolucdo do lopinavir capsulas
baseado nos dados in vivo, pode ser utilizado em estudos de dissolucdo do

lopinavir a partir do Kaletra® cépsulas.

A velocidade de dissolucdo do ritonavir a partir das capsulas foi semelhante a

velocidade de dissolucdo do lopinavir, frente as condices testadas.

O ritonavir, componente do Kaletra® capsulas, avaliado nas temperaturas de 40,

50 e 60 °C, obedeceu a uma cinética de degradacdo de primeira ordem.
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N&o foi possivel determinar ordem de degradacdo do lopinavir, nas condi¢des

empregadas, considerando sua estabilidade.

As condicbes de armazenamento (geladeira) preconizadas pelo Laboratorio para
o Kaletra® capsulas, deve-se a instabilidade do ritonavir em temperatura

ambiente.

O prazo de validade estimado para o Kaletra® cépsulas, para a temperatura de

25 °C, pelo método grafico de Arrhenius, foi de 834 dias.

O lopinavir na forma farmacéutica capsulas demonstrou ser estavel nas
temperaturas de 40, 50 e 60 °C pelo periodo, respectivamente, de seis meses,
100 e 50 dias.

A fracdo isolada denominada DGR2 de formula molecular Cs3HssNsOsS € 0
principal produto de degradacdo do ritonavir, elucidada através da ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio, carbono-13 (*H, *C) e de correlagdo inversa
bidimensional (HMQC).

A duplicidade dos sinais observados nos espectros de ressonancia magnética

nuclear de *H e de **C do DGR1 pode ser atribuido & racemizacao da molécula.

A fracdo isolada denominada DGR1, de formula molecular CysH33N3O,
elucidada por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono-13
(*H, ®C), de correlacdo inversa bidimensional (HMQC) e de correlacio
bidimensional homonuclear (*H-'H COSY) é uma mistura, possivelmente, de

dois diastereoisbmeros.
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Figura 1.9 Espectro na regido do IV para o cristal Tipo I, forma cristalina mais hidratada do
lopinavir (ABBOTT, 2001).

Quadro 1.2 Posicoes, 2-Theta dos principais picos dos difratogramas: (a) SQR lopinavir em
estudos, obtido com difratdmetro  D5000, Siemens, anodo de cobre, CuKa=1,54 A e (b)
cristal Tipo I, forma cristalina mais hidratada do lopinavir obtido com Difratdmetro Bruker
SMART, radiago, anodo de molibdénio, MoKa=0,71 A (ABBOTT, 2001).

2-Theta (x 0,1°)

SQR lopinavir (a) Cristal Tipo I mais hidratado
do lopinavir (b)

3,88 3,89
6,50 6,55
7,74 7,76
8,54 8,55
9,70 9,70
10,56 10,56
14,72 14,74
15,06 15,06
15,56 15,57
16,48 16,49
17,50 17,51
18,28 18,30
18,92 18,95
21,70 21,73
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Tabela 2.7 Andlise de variancia das areas absolutas da curva padréo do lopinavir, obtidas por
CLAE, utilizando coluna C18 (150 x 4,6 mm, 5 um, Merck), fase movel constituida de
acetonitrila, &gua e metanol ( 53:37:10) e detec¢do em 210 nm.

Soma dos
Fontes de variagdo gl Quadrados Variancia Featculado Frabelado
ENTRE 4 411829784668166 102957446167042  6195,27* 3,48
Regressdo linear 1 411750427399196 411750427399196 24776,29* 4,96
Desvio de linearidade 3 79357268970 26452422990 1,59 3,71
DENTRO 10 166187274207 16618727421
Total 14 18746781589134

*Significativo para p < 0,05

Tabela 2.8 Analise de variancia das areas absolutas da curva padrdo do ritonavir, obtidas por
CLAE, utilizando coluna C18 (150 x 4,6 mm, 5 um, Merck), fase movel constituida de
acetonitrila, &gua e metanol ( 53:37:10) e deteccdo em 210 nm.

Soma dos
Fontes de variagio gl Quadrados Variancia Featculado Fiabelado
ENTRE 4 18741081937832 4685270484458 8220,28* 3,48
Regressdo linear 1 18740964166956 18740964166956  32880,90* 4,96
Desvio de linearidade 3 117770876 39256959 0,07 3,71
DENTRO 10 5699651301 569965130
Total 14 18746781589134

*Significativo para p < 0,05

Tabela 3.4 Andlise de variancia dos resultados obtidos na determinacdo da curva padrao do
lopinavir por UVD? ;= 2585 nm.

Soma dos
Fontes de variagdo gl Quadrados Variancia Falculado Fiabelado
ENTRE 4 0,369991 0,092498 6586,58* 3,48
Regressio linear 1 0,369929 0,369929 26341,94* 4,96
Desvio de linearidade 3 0,000062 0,000021 1,46 3,71
DENTRO 10  0,000140 0,000014
Total 14  0,370131

*Significativo para p < 0,05
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Tabela 3.5 Analise de variancia dos resultados obtidos na determinacgéo da curva padrdo do

lopinavir por UVD? ;.= 2646 nm.

Soma dos
Fontes de variacdo gl Quadrados Variancia Featcutado Ftabelado
ENTRE 4 0,329300 0,082325 6442,92* 3,48
Regressdo linear 1 0,329219 0,329219 25765,36* 4,96
Desvio de linearidade 3 0,000081 0,000027 2,10 3,71
DENTRO 10 0,000128 0,000013
Total 14 0,329428

*Significativo para p < 0,05

Tabela 3.6 Analise de variancia dos resultados obtidos na determinagéo da curva padrdo do

ritonavir por UVD! ;= 2534 nm.

Soma dos
Fontes de variacdo gl Quadrados Variancia Fcalculado Fabelado
ENTRE 4 0,040750 0,010187 6082,44* 3,48
Regressao linear 1 0,040736 0,040736 24321,56* 4,96
Desvio de linearidade 3 0,000014 0,000005 2,73 3,71
DENTRO 10 0,000017 0,000002
Total 14 0,040767

*Significativo para p < 0,05

Tabela 3.7 Andlise de variancia dos resultados obtidos na determinacdo da curva padrao do

ritonavir por UVD? ;.- 2548 nm.

Soma dos
Fontes de variagio gl Quadrados Variancia Featcutado Fiabelado
ENTRE 4 0,038123 0,009531 10312,49* 3,48
Regressao linear 1 0,038118 0,038118 41244,12* 4,96
Desvio de linearidade 3 0,000005 0,000002 1,94 3,71
DENTRO 10 0,000009 0,000001
Total 14 0,038133

*Significativo para p < 0,05
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Tabela 3.8 Analise de variancia dos resultados obtidos na determinacgéo da curva padrdo do
ritonavir por UVD? ;= 25,0 nm.

Soma dos
Fontes de variacdo gl Quadrados Variancia Featcutado Ftabelado
ENTRE 4 0,015755 0,003939 9136,63* 3,48
Regressdo linear 1 0,015751 0,015751 36538,74* 4,96
Desvio de linearidade 3 0,000003 0,000001 2,59 3,71
DENTRO 10 0,000004
Total 14 0,015759

*Significativo para p < 0,05

Tabela 3.9 Teste t de Student (p = 0,05), presumindo varidncias equivalentes, para 0s
resultados obtidos na determinacdo do lopinavir no Kaletra® por UVD? 3555 nm € CLAE,
calculados pelo Microsoft Excel 2003.

CLAE UVD 258,5 nm
Média 105,25 101,19
Variancia 0,4259 4,4690
Observactes 18 18
Variancia agrupada 2,4475
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 34
Statt 7,7884
P(T<=t) bi-caudal 4,6080E-09
t critico bi-caudal 2,0322
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Tabela 3.10 Teste t de Student (p = 0,05), presumindo variancias equivalentes, para 0s
resultados obtidos na determinacdo do lopinavir no Kaletra® por UVD? 2646 nm € CLAE,
calculados pelo Microsoft Excel 2003.

CLAE UVD 264,6
Média 105,25 93,93
Variancia 0,4259 5,4400
Observactes 18 18
Varidncia agrupada 2,9330
Hipdtese da diferenca de média 0
al 34
Stat t 19,8264
P(T<=t) bi-caudal 2,9264E-20
t critico bi-caudal 2,0322

Tabela 3.11 Teste t de Student (p = 0,05), presumindo variancias equivalentes, para 0s
resultados obtidos na determinacéo do ritonavir no Kaletra® por UVDY22534 nm € CLAE,
calculados pelo Microsoft Excel 2003.

CLAE UVD 253,4
Média 94,80 135,99
Variancia 0,2195 4,3068
Observacoes 18 18
Variancia agrupada 2,2632
Hipétese da diferenca de média 0
gl 34
Statt -82,1421
P(T<=t) bi-caudal 1,0885E-40
t critico bi-caudal 2,0322
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Tabela 3.12 Teste t de Student (p = 0,05), presumindo variancias equivalentes, para 0s
resultados obtidos na determinacéo do ritonavir no Kaletra® por UVDY 254 nm € CLAE,
calculados pelo Microsoft Excel 2003.

CLAE UVD 254,8
Média 94,80 116,14
Variancia 0,2195 55711
Observacoes 18 18
Variancia agrupada 2,8953
Hipdtese da diferenca de média 0
al 34
Statt -37,6292
P(T<=t) bi-caudal 2,6915E-29
t critico bi-caudal 2,0322

Tabela 3.13 Teste t de Student ( p = 0,05), presumindo variancias equivalentes, para os
resultados obtidos na determinacéo do ritonavir no Kaletra® por UVDY2500 nm € CLAE,
calculados pelo Microsoft Excel 2003.

CLAE UVD 259,0
Meédia 94,80 121,18
Variancia 0,2195 4,2276
Observacoes 18 18
Variancia agrupada 2,2235
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 34
Statt -53,0875
P(T<=t) bi-caudal 2,70601E-34
t critico bi-caudal 2,0322
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Tabela 4.8 ANOVA das areas absolutas da curva padrdo do lopinavir, obtidas por CLAE,
utilizando coluna C18 (150 x 4,6, 5 um, Merck), fase movel constituida de acetonitrila, agua
e metanol ( 53:37:10) e deteccdo em 210 nm.

Soma dos
Fontes de variagdo gl Quadrados Variancia Featculado Fabelado
ENTRE 4 101811816205737 25452954051434 6216,41* 3,48
Regressdo linear 1 101789040441759 101789040441759 24860,09* 4,96
Desvio de linearidade 3 22775763978 7591921326 1,85 3,71
DENTRO 10 40944759304 4094475930
Total 14 101852760965041

*Significativo para p < 0,05

Tabela 4.9 ANOVA das areas absolutas da curva padrdo do ritonavir, obtidas por CLAE,
utilizando coluna C18 (150 x 4,6, 5 um, Merck), fase movel constituida de acetonitrila, agua
e metanol ( 53:37:10) e deteccdo em 210 nm.

Soma dos
Fontes de variacdo gl Quadrados Variancia Fealcutado Frabetado
ENTRE 4 3593248343691 898312085923 8772,76* 3,48
Regressao linear 1 3592843362332 3592843362332 35087,10* 4,96
Desvio de linearidade 3 404981358 134993786 1,32 3,71
DENTRO 10 1023978403 102397840
Total 14 3594272322093

*Significativo para p < 0,05

Tabela 5.8 ANOVA das areas absolutas da curva padrdo do lopinavir, intervalo de 40 a 200
ng ml™, obtidas por CLAE, utilizando coluna C18 (150 x 4,6, 5 um, Phenomenex®), fase
movel constituida de acetonitrila, agua e metanol ( 45:45:10) e detec¢do em 210 nm.

gl Soma dos
Fontes de variacio Quadrados Variancia Fealculado Fabelado
ENTRE 4 80517508581319 20129377145330 10744* 3,48
Regresséo linear 1 80514643533339 80514643533339 42975* 4,96
Desvio de linearidade 3 2865047980 955015993 0,50 3,71
DENTRO 10 18735163235 1873516323
Total 14 80536243744554

*Significativo para p < 0,05
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Tabela 5.9 ANOVA das areas absolutas da curva padréo do lopinavir, intervalo de 40 a 360
ng ml™ obtidas por CLAE, utilizando coluna C18 (150 x 4,6, 5 um, Phenomenex®), fase
movel constituida de acetonitrila, agua e metanol (45:45:10) e deteccdo em 210 nm.

Soma dos
Fontes de variacdo gl Quadrados Variancia Fealculado Fabelado
ENTRE 4 336303025421011  84075756355253 3477,32* 3,48
Regressao linear 1 336224856963842 336224856963842 13906,06* 4,96
Desvio de linearidade 3 78168457169 26056152390 1,08* 3,71
DENTRO 10 241782974249 24178297425
Total 14 336544808395259

*Significativo para p < 0,05

Tabela 5.10 ANOVA das &reas absolutas da curva padrdo do ritonavir, intervalo de 10 a 50
ug ml?, obtidas por CLAE, utilizando coluna C18 (150 x 4,6, 5 pm, Phenomenex®), fase
movel constituida de acetonitrila, agua e metanol (45:45:10) e deteccdo em 210 nm.

Soma dos
Fontes de variacdo gl Quadrados Variancia Featculado  Fravetado
ENTRE 4 3383371606098 845842901525 2356,51* 3,48
Regresséo linear 1 3383206500634 3383206500634 9425,57* 4,96
Desvio de linearidade 3 165105464 55035155 0,15 3,71
DENTRO 10 3589390961 358939096
Total 14 3386960997060

*Significativo para p < 0,05

Tabela 5.11 ANOVA das areas absolutas da curva padrdo do ritonavir, intervalo de 10 a 90
ug ml™, obtidas por CLAE, utilizando coluna C18 (150 x 4,6, 5 pm, Phenomenex®), fase
movel constituida de acetonitrila, agua e metanol (45:45:10) e detecgdo em 210 nm.

Soma dos
Fontes de variagdo gl Quadrados Variancia Fcalculado Frapelado
ENTRE 4 16902440057523 4225610014381 77,22% 3,48
Regressao linear 1 16891505534067 16891505534067 308,68« 496
Desvio de linearidade 3 10934523457 3644841152 0,07 371
DENTRO 10 547223651852 547722365185
Total 14 17449663709374

*Significativo para p < 0,05
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Abstract

This study describes the development and full validation of a stability-indicating HPLC method
to quantify ritonavir (RTV) and lopinavir (LPV) in soft gelatin capsules. The method uses a
LiChrospher® 100 RP-18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um, Merck) column and isocratic elution.
The mobile phase consisted of a mixture of acetonitrile-water-methanol (53:37:10, v/v/v),
pumped at a flow-rate of 1.0 mL min~" and UV detection at 210 nm using a photodiode
array detector. LPV and RTV were exposed to thermal, photolytic, hydrolytic and oxidative
stress conditions, and the stressed samples were analyzed by the proposed method. The
response was linear over a range of 40-360 pg mL™" for LPV and 10-90 ug mL™' for RTV
(r> 0,999 for both drugs). The mean recoveries were 99.46 and 100.81% for LPV and RTV,
respectively. The RSD values for intra- and inter-day precision studies were < 0.70% for both
drugs. Degradation studies showed that lopinavir is stable in thermal, alkaline and oxidative
conditions, while ritonavir degraded under these conditions. The method was found to be
stability-indicating and can be used for the routine analysis of the association LPV/RTV in soft
gelatin capsules.

Keywords

Column liquid chromatography
Stability-indicating method

Validation

Lopinavir/ritonavir protease inhibitors

Introduction

Lopinavir and ritonavir (LPV/r) is a
fixed combination of two human
immunodeficiency virus (HIV) protease
inhibitors (PIs). This class of drugs
inhibits the HIV protease preventing
cleavage of the gag-pol polyprotein,
reducing the probability of viral parti-
cles reaching a mature, infectious state
[1-3]. The combination of two PIs in

Original
DOI: 10.1365/s10337-006-0785-y
0009-5893/06/05

one capsule decreases total pill burden,
which may increase adherence and pa-
tient acceptance. The recommended
dosage of LPV/r is 400/100 mg taken
twice daily with food, as part of a
combination therapy with other antiret-
roviral (ARV) agents [2-4]. LPV is the
antiviral component of Kaletra® with a
favorable resistance profile, currently
considered a valid therapeutic option
both in ARV-naive and in ARV-expe-
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rienced patients [4-5]. The small amount
of ritonavir present in the standard
clinical dose of this drug does not con-
tribute directly to antiviral activity;
lopinavir is extensively metabolized by
cytochrome P-450 (CYP3A) and RTV
inhibits the CYP3A-mediated metabo-
lism of LPV, resulting in higher plasma
levels of LPV. Studies conducted with
LPV in animal models demonstrated
that, when dosed alone, minimal plasma
levels are achieved and when co-
administered with RTV, plasma levels
of LPV are increased substantially
[4, 6-8].

Several HPLC methods have been
published for the determination of LPV/
r in plasma from patients receiving an-
tiretroviral therapy, in combination with
other antiretroviral compounds [9-16].
However, most of these methods are
complex and not very practical for rou-
tine analysis. Dias et al [17] have re-
ported a simple stability indicating
method for the determination of RTV in
pharmaceutical samples, however LPV
was not evaluated. Thus, the purpose of
this work was to develop and validate a
simple, fast and stability-indicating re-
verse-phase HPLC method for the
determination LPV/r, combined, in the
presence of their degradation products,
in soft gelatin capsules. Forced degra-
dation of the drug substances were per-
formed under a variety of stress
conditions recommended by the Inter-
national Conference on Harmonization
(ICH) [18], to establish the stability-
indicating method.
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Fig. 1. Chemical structures of LPV and RTV

Experimental
Materials and Chemicals

The chemical structures of the two studied
protease inhibitors are shown in Fig. 1.
Lopinavir  and reference
substances (assigned purity of 98.72%
and 99.53%, respectively) were kindly
supplied by Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda (Sdo Paulo, Brazil).
Kaletra® soft gelatin capsules (133.33 mg
LPV and 33.33 mg RTV) were purchased
from the market. HPLC grade acetonitrile
and methanol were from Fischer Scientific
(New Jersey, USA) and from Merck
(Darmstadt, Germany). Propylene glycol,
oleic acid, polyoxyl 35 castor oil were
obtained from Alfa Quimica (Sdo Paulo,
Brazil). All other reagents were from
Nuclear (Sao Paulo, Brazil) and were
of analytical grade. Ultra-pure water
Milli-Q Plus, Millipore®, USA) was used
throughout analysis.

ritonavir

Instrumentation

The HPLC system consisted of a
LC-10AD pump, an SPD-MI10ADVP
photodiode array (PDA) detector, a SLA-
10ADVP system controller, a DGU-14A
degasser, and Rheodyne® manual injector
with 20 pL loop; data were acquired and
processed using CLASS-VP software,
version 6.1 (all from Shimadzu Corpo-
ration, Japan). The chromatographic
separation was carried out using a Li-
Chrospher® 100 RP-18 column (250 mm
X 4.6 mm i.d., with particle size of 5 um,
Merck) and robustness was verified
using a Phenomenex® RP-18 column
(250 mm x 4.6 mm i.d., with particle size
of 5 um). Photodegradation was carried
out in a photostability UV chamber (1.0
x 0.17 x 0.17 m) with mirrors and
equipped with blacklight blue lamp,
UV-A 352 nm (ORION, 30W, 130V) and
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UV UltraVette® cuvettes were used as a
container for the samples. For thermal
stability studies, a dry air oven (Biomatic,
Porto Alegre, Brazil) was used.

Chromatographic Conditions

The chromatographic analysis was per-
formed at room temperature, on a Li-
Chrospher® RP-18 column with a mobile
phase composed of acetonitrile-water-
methanol (53:37:10, v/v/v), without pH
adjustment. The flow-rate was 1.0 mL
min~' and the PDA detector was set at

210 nm.

Standard and Sample
Solution Preparation

Individual stock solutions of LPV and
RTV were prepared by dissolving the
appropriate amount of each drug sub-
stance in methanol, to yield a final con-
centration of 1.0 mg mL™! and 4.0 mg
mL™", respectively. Twenty Kaletra® soft
gelatin capsules were separately weighed a
their contents washed out with methanol
and collected in a 100 mL volumetric
flask and diluted to volume with the same
solvent. Working solutions of the refer-
ence substances and sample were pre-
pared by diluting an appropriate volume
of stock solutions in a mixture of metha-
nol and mobile phase (80:20, v/v), named
DS, before injection. The samples were
filtered through a 0.45 pm nylon filter.

Validation Study

The developed method was validated for
specificity, linearity, accuracy, precision,
and robustness according to published
guidelines [18-22]. The chromatographic
parameters: retention time, resolution,
theoretical plate number, tailing factor
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and retention factor were monitored
[21-24].

Specificity/Forced Degradation Studies

Specificity was established by determin-
ing the purity of the drug peak using a
PDA detector, checking the absence of
excipients interference (placebo solution)
or degradation products generated during
forced degradation studies. Drugs were
evaluated separately in solutions con-
taining 1600 and 400 ug mL™' of LPV
and RTYV, respectively, and prepared by
diluting the stock solutions with acid,
alkaline or oxidative solutions. After the
degradation, these solutions were further
neutralized (if necessary), diluted with the
DS to achieve a concentration of 320 pg
mL™! and 80 pg mL™! for LPV and for
RTYV, respectively, and analyzed by the
proposed method. The used stress con-
ditions were the following:

Hydrolytic studies: Solutions of LPV
and RTV in 1.0 M HCI were exposed at
room temperature for 72 h and a solution
of LPV in 1.0 M HCI was also exposed at
80 °C for 90 min. The studies in alkaline
conditions were done at room tempera-
ture in 1.0 M NaOH for 72 h for LPV
and in 0.25 M NaOH for RTV (imme-
diate analysis). LPV solutions in 1.0 M
NaOH were also submitted at 80 °C for
14 h. For studies in neutral condition,
drug solutions in water were heated at 80
°C for 48 and 72 h, respectively, for RTV
and LPV.

Oxidative studies: Drug solutions of
LPV and LPV in 30% H,0,, individu-
ally, were stored at room temperature for
72 h.

Photolytic studies: Photolytic studies
were done in methanolic solutions for
both, LPV and RTV, by exposure to a
352 nm UV lamp for 10 days, in a
photostability chamber. The samples
were placed in UltraVette® cuvettes and
kept at a distance of 15 cm of the lamp.

Thermal studies: Susceptibility to dry
heat was studied by exposing the solid
drugs to 60 °C for 10 days.

Humidity: Susceptibility of the LPV
and RTV to humidity was studied
exposing the solid drugs at 75% of rela-
tive humidity (RH), at room temperature,
for 20 days.

Linearity and Range

Linearity of the method was studied by
the injection of five concentrations of
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both LPV and RTYV, in the range of
40-360 pg mL™' and 10-90 pg mL™",
respectively. The solutions were injected
in triplicate into the HPLC system each
time on three different days over a period
of one week. The calibration curve for
each drug was constructed by plotting the
peak area versus concentration and line-
arity was validated by linear regression
analysis and ANOVA.

Precision and Accuracy

Precision was tested by repeatability and
intermediate precision studies. Repeat-
ability was performed by analysis of six
samples containing 200 ug mL™' of LPV
and 50 pg mL™" of RTV injected in trip-
licate on the same day. Intermediate
precision was tested by repeating the
studies on three different days (n = 18)
and comparing the results between days.
The results of precision were expressed in
terms of relative standard deviation
(RSD). For the accuracy determination
sample solutions were fortified with three
known concentrations of each drug sub-
stance, corresponding to 75.0, 100.0 and
130.0% of the sample concentration
(200 ug mL™" of LPV and 50 pg mL™" of
RTV). These studies were performed on
three different days and the recovery of
the added drug substance (n = 9) was
determined.

Robustness

In order to evaluate the robustness of the
proposed method, experimental condi-
tions were modified on purpose and the
chromatographic parameters (retention
time, theoretical plate numbers, retention
factor; and resolution between LPV and
RTV) [24] and RSD of measured con-
centration of LPV and RTV were evalu-
ated. The conditions included RP-18
columns from different manufacturers
(Merck and Phenomenex), composition
of mobile phase (£2.0% of acetonitrile)
and different manufacturers of methanol
and acetonitrile. Each factor was changed
separately to estimate the effect. In each
assay samples (n=3) were analyzed with
a working standard solution.

Results and Discussion
Different mobile phases and columns

(RP-8 and RP-18) were tested in order to
develop stability-indicating HPLC assay
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Table 1. Result of analysis of forced degradation study samples using proposed method, indicating
percentage degradation and purity of LPV and RTV peaks in chromatograms

Stress condition/ LPV RTV
duration/state
Degradation Peak Degradation Peak
(%) purity (%) purity

Acidic/1.0 M HCI1/72h 14 0.9999 17 0.9999
Acidic/1.0 M HCI1/80°C/ 90min 68 0.9999 ns 0.9999
Alkaline/0.25 M NaOH/0Omin ns - 67 1.0000
Alkaline/1.0 M NaOH/72h 0 1.0000 ns -
Alkaline/1.0 M NaOH/80°C/14h 26 1.0000  ns -
Neutral/H,O/80 °C/48h ns — 96 0.9999
Neutral/H,0/80 °C/72h 0 1.0000 ns -
Oxidative30% H,0,/72h 0 0.9999 20 0.9999
Photolysis/UV 352nm/10d 0 1.0000 0 1.0000
Thermal 60°C/10d 0 09999 0 0.9999
RH* 75%/20d 0 0.9999 0 0.9999

* relative humidity; ns = not submitted

for the analysis of the association of LPV 600

and RTV. The best conditions for sepa- 500

ration of LPV and RTV in the presence g

of its degradation products combined 400

with a short analytical run were obtained

by the use of a LiChrospher® 100 RP-18 AU %0

(250 mm x 4.6 mm, 5 pm, Merck) col- 200

umn and mobile phase composed by >

acetonitrile-water-methanol  (53:37:10, 100 K

v/v/v) without pH adjustment. The flow- o A

rate of the mobile phase was 1.0 mL AT —-

min~!. The absorption spectra of LPV o 2 4 6 8 10 12

and RTV are very similar showing max- Time (min)

ima at approximately 202 nm. The PDA Fig. 2. Chromatogram of sample solution

detector wavelength was therefore set at
210 nm.

Figure 2 (top) shows the chromato-
gram obtained from Kaletra® solution
containing 200 pg mL min~' de LPV and
50 pg mL min~' of RTV. The peaks of
RTV and LPV are well resolved with
retention times around 8.0 and 9.8 min,
respectively, and the placebo chromato-
gram (bottom) shows that there was no
interference of the excipients used in the
pharmaceutical preparation.

Degradation Behavior/Specificity

The chromatograms of RTV and LPV,
after being submitted to different degra-
dation conditions, were compared with
blank solutions injected in a similar
manner and recently prepared solution.
Degradation peaks for both drugs were
identified by their retention times and
their diode array spectra. The peak purity
values for LPV and RTV in chromato-
grams of stressed samples were in the
range of 0.999-1.000 indicating homoge-
neous peaks. Table 1 shows the results of
the forced degradation studies using the

Chromatographia 2006, 63, May (No. 9/10)

containing 200 pg mL™" of LPV and 50 pg
mL™" of RTV (top) and excipients preparation
(bottom). Chromatographic conditions: RP-18
column (250 mm x 4.6 mm, 5 um packing,
Merck); 1.0 mL min~! flow rate; mobile phase
acetonitrile-water-methanol (53:37:10 v/v/v);
UV detection at 210 nm

proposed method, indicating degradation
percentage and purity of LPV and RTV
peaks in the chromatograms. LPV was
submitted to more drastic conditions due
to its higher stability.

Lopinavir

No degradation was observed under
alkaline hydrolysis (1.0 M NaOH, 72 h,
room temperature). Studies on solid drug
showed that LPV was stable to tempera-
ture and humidity. No decomposition
was seen after exposure to dry heat at
60 °C for 10 days or to 75% RH for
20 days (chromatograms not shownd).
Lopinavir was also stable when exposed
at UV light (352 nm) for 10 days
(Fig. 3E, top), neutral hydrolysis (80 °C)
for 72 h (Fig. 3F, top) and oxidation
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Fig. 3. Representative chromatograms of LPV obtained from degradation studies. (A) solution not subjected to forced degradation; (B) acid hydrolysis
(1.0 M HCI, 80 °C, 90 min); (C) alkaline hydrolysis (1.0 M NaOH, 80 °C, 14 h); (D) oxidative degradation (30% H,O,, 72 h); (E) photolytic
degradation (UV 352 nm, 10 d); and (F) neutral hydrolysis ( H,O, 80°C, 72 h). Chromatographic conditions: RP-18 column (250 mm x 4.6 mm, 5 pum
packing, Merck); 1.0 mL min~' flow rate; mobile phase acetonitrile-water-methanol (53:37:10 v/v/v); UV detection at 210 nm. In B, C, D, E and F, the
bottom chromatograms represent the blank solution

(30% H>0,, room temperature) for 72 h
(Fig. 3D, top). In these -conditions,
lopinavir did not show any change in the
chromatograms or diode array spectra,
when compared with the drug not sub-
jected to forced degradation (Fig. 3A),
indicating that these factors had no effect
on the drug.

Only 14% of LPV degraded in acid
condition (1.0 M, 72 h, room tempera-
ture). However, when heated at 80 °C
for 90 min, 68% of degradation was
observed. The major degradation prod-
uct was detected at 2.0 min. Other
smaller peaks were observed at 3.0, 3.8
and 6.5 min (Fig. 3B, top ). The drug
degraded 26% after alkaline hydrolysis
(1.0 M NaOH, 80 °C, 14 h), where the
major peak was observed at 2.0 min, at
the same retention time as the one ob-
served after hydrolytic acid decomposi-
tion and a second peak eluted at
3.0 min. An additional small peak also
eluted after elution of LPV, (tp = 11
min) (Fig. 3C, top).

It was observed that lopinavir solution
degraded at room temperature, only in
acid condition (1.0 M HCI).
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Ritonavir

In acidic condition (1.0 M HCI, 72 h)
17% of the drug degraded. However no
additional peaks were seen in the chro-
matogram (Fig. 4B, top) when compared
with the solution not subjected to forced
degradation (Fig. 4A), indicating that
RTV might degradate to non-chromo-
phoric compounds. On the other hand,
the peak purity results derived from
PDA, confirmed that the peak that eluted
at 1.8 min is not homogeneous, suggest-
ing that a degradation product might be
eluting at this retention time.

In contrast, 67% of degradation was
observed in alkaline condition (0,25 M
NaOH , immediate analysis), with one
potential degradation product at ca.
8.8 min (Fig. 4C, top) and almost com-
plete degradation was seen (97%) in neu-
tral hydrolysis (water, 80 °C, 48 h) where
the chromatogram showed three addi-
tional peaks at 2.3, 54 and 8.8 min
(Fig. 4E, top). It was observed that the
area values of both peaks, RTV and the
main degradation product (1 = 8.8 min)
were decreasing over the time and this

Chromatographia 2006, 63, May (No. 9/10)

observation was followed by increasing in
concentration of the degradation products
that eluted at 2.3 and 5.8 min (Fig. 4F,
top), suggesting that, over the time, the
main degradation product is converted on
those products (¢ 2.3 and 5.8 min).

A representative photodiode array
spectrum of the peak at 8.8 min from
both alkaline and neutral hydrolysis and
from RTV reference substance is shown
in Fig. 5. The similarity index between
spectra from both alkaline and neutral
hydrolysis was 1.0000. Thus, it is rea-
sonable to assume that alkaline and
neutral hydrolysis led to the formation of
the same major degradation product with
a peak at 8.8 min. On the other hand, the
similarity index of the spectra from
alkaline and neutral hydrolysis were
0.9865 and 0.9856, respectively, when
compared with the spectrum of the RTV
reference substance.

In oxidative conditions at least two
small degradation products were de-
tected, with retention times of 4.1 and
6.6 min. Under this condition, RTV de-
graded 20% (Fig. 4D, top). This drug
showed stability when submitted to 60 °C
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Fig. 4. Representative chromatograms of RTV obtained from degradation studies. (A) solution not subjected to forced degradation; (B) acid hydrolysis
(1.0 M HCI for 72 h); (C) alkaline hydrolysis (0.25 M NaOH, immediate analysis); (D) oxidative degradation (30% H,O, 72 h); (E) and (F) neutral
hydrolysis (water, 80 °C, 48 h and 72 h, respectively). Chromatographic conditions: RP-18 column (250 mm x 4.6 mm, 5 um packing, Merck); 1.0 mL
min~" flow rate; mobile phase acetonitrile-water-methanol (53:37:10 v/v/v); UV detection at 210 nm. In B, C, D, E and F, the bottom chromatograms

represent the blank solution

for 10 days, 75% of relative humidity for
20 days and when exposed to light at
352 nm, in methanolic solution for 10
days.

Development of a Stability-Indicating Method

The presence of potential degradation
products in the solution did not interfere
with the determination of RTV and LPV
under the proposed HPLC conditions.
All the degradation products ecluted at
different retention times and did not
co-elute with the parent compound. The
resolution was satisfactory among RTV,
LPV and the degradation product of
RTV formed under alkaline hydrolysis,
that eluted between them (¢ = 8.8 min),
as shown in Fig. 6, where LPV reference
substance was spiked with RTV solution
submitted to alkaline hydrolysis. The
purities of the peaks (Table 1) indicate
that they are not contaminated with any
of the degradation products. thus, the
developed method is stability-indicating
and can be used even in the presence
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Fig. 5. Overlaid diode array spectra of the degradation product of RTV at time retention about 8.8
minutes from (A) alkaline hydrolysis (0,25 M NaOH, immediate analysis); (B) neutral hydrolylis
(water, 80 °C, 48 h); and (C) RTV reference substance. Chromatographic conditions: RP-18

column (250 mm X 4.6 mm, 5 pm packing, Merck); 1.0 mL min™!

flow rate; mobile phase

acetonitrile-water-methanol (53:37:10 v/v/v); UV detection at 210 nm

of LPV and RTV major degradation
products.

Linearity

The response was linear in the concen-
tration range between 40-360 pg mL™!

Chromatographia 2006, 63, May (No. 9/10)

and 10-90 pg mL™', respectively, for
LPV and RTV. For both drugs the cor-
relation coefficient (r) was more than
0.999, indicating highly significant corre-
lations between concentration and peak
area. The intercept was not significantly
different from zero at the 95% confidence
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Fig. 6. Chromatogram of solution of RTV subjected to alkaline hydrolysis (0,25 M NaOH,
immediate analysis) with their potential degradation product (1x = 8.8 min) spiked with LPV
reference substance. Chromatographic conditions: RP-18 column (250 mm X 4.6 mm, 5 pm
packing, Merck); 1.0 mL min~! flow rate; mobile phase acetonitrile-water-methanol (53:37:10 v/v/
v); UV detection at 210 nm

Table 2. Data for lopinavir and ritonavir from linearity studies (n

3)

Lopinavir Ritonavir

Concentration Mean peak area = SD; Concentration Mean peak area = SD;
(ng mL™) RSD (%) (ng mL™) RSD (%)

40 2061687 + 24200; 1.17 10 426368 + 2744; 0.64
120 5870210 £+ 55799; 0.95 30 1220433 + 13067; 1.07
200 9676429 + 83548; 0.86 50 2013018 + 25447, 1.26
280 13217882 + 1228826; 0.97 70 2799870 + 30200; 1.08
360 16911494 + 236257; 1.40 90 3588543 + 33336; 0.93

Table 3. Accuracy of assay for lopinavir and ritonavir

Drug Level of the Spiked Mean concentration + SD Recovery
sample concentration (ug mL™"); RSD (%) (%)
concentration (ng mL™Y) (n =3)

(%)
50 140 139.2 + 1.11; 0.80 99.45

LPV 100 200 201.6 + 2.84;1.41 100.81
130 260 260.4 + 3.50; 1.34 100.17

50 35 35.0 £ 0.49; 1.41 99.96

RTV 100 50 49.9 + 0.18;0.37 99.72

130 65 65.2 + 1.23; 1.88 100.25

Table 4. Repeatability and intermediate precision data evaluated through intra-day and inter-day
studies for lopinavir and ritonavir

Drug Actual Mean concentration + SD (ug mL™");
concentration RSD (%)
(ng mL™")
Intra-day (n = 6) Inter-day (n = 18)
LPV 200 214.8 + 0.44; 0.20 214.8 + 1.49; 0.69
RTV 50 49.6 £ 0.26; 0.52 49.6 + 0.34; 0.69
442 Chromatographia 2006, 63, May (No. 9/10)

level. Table 2 lists the data obtained
during the determination of linearity.

Accuracy and Precision

The results obtained for the accuracy
study are presented in Table 3. The
standard deviation and relative standard
deviation are also given. Good recov-
eries (99.72-100.81%) of the spiked
solutions of the drugs were obtained at
each added concentration, for both
drugs, indicating that the developed
method was accurate. The result of
repeatability and intermediate precision
experiments are shown in Table 4. The
RSD values in the two cases, for both
drugs, were less than 0.7%, confirming
that the method is precise.

Robustness

Results presented in Table S indicate that
the method is not affected by small
changes in the chromatographic condi-
tions. The resolution between ritonavir
and lopinavir was more than 2.0 and
the RSD of assay as percentage of the
theoretical concentration (n = 3) was
less than 2.0%, illustrating the robustness
of the method. However, considerable
increase in retention time was observed
when using Phenomenex® column and
lower percentage of acetronitrile (-2%)
in the mobile phase.

Conclusions

An isocratic stability-indicating HPLC
assay was developed to quantify LPV and
RTYV associated in a soft gelatin capsule,
evaluating the influence of their potential
degradation products, following the rec-
ommendations of ICH guidelines. This
stability-indicating method can be used
for the routine analyses of both drugs
when associated in this dosage form and
to evaluate the stability of bulk samples
of LPV and RTV.
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The objective of the present study was to develop and validate a dissolution test for lopinavir soft gel
capsules (Kaletra®), using a simulated absorption profile based on in vivo data. Different conditions such
as surfactant concentration, apparatus and rotation speed were evaluated. In vivo release profiles were
obtained from the literature. The fraction (and percentage) of dose absorbed (FA) was calculated by using
Wagner-Nelson method. The best in vitro dissolution profile was obtained using Apparatus 2 (paddle)
at 25rpm, 1000 ml of medium with 2.3% of sodium lauryl sulfate and pH 6.0. Under these conditions a

Ifgﬁ‘;‘r’]‘;ﬁ? level-A in vitro-in vivo correlation (IVIVC) was obtained (r=0.997). The in vitro dissolution samples were
Dissolution analyzed using a HPLC method and the validation was performed according to USP protocol. The method
Validation showed accuracy, precision, linearity and specificity within the acceptable range. Both the HPLC method

and the in vitro dissolution method were validated and could be used to evaluate the release profile of
lopinavir soft gel capsules.

In vitro-in vivo correlation

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The level of interest in the in vitro dissolution of poorly water-
soluble drugs has increased in recent years due to the need of
finding a suitable dissolution media for pharmaceutical formula-
tions that may reflect their in vivo performance [1]. IVIVC is defined
as the correlation between in vitro dissolution and in vivo input
rate and it may be used as an alternative for in vivo bioequivalence
tests in order to minimize unnecessary tests with humans [2-4]. It
may also be used instead of in vivo studies that may be required
to demonstrate bioequivalence, when certain pre-approval and
post-approval changes are performed in formulation, equipment,
manufacturing process or in the manufacture site. However, in
order to use in vitro dissolution test as an alternative for bioequiv-
alence studies, the IVIVC must be predictive of the in vivo product
performance [2-5]. The Biopharmaceutical Classification System
(BCS) based on drug aqueous solubility and intestinal permeability
proposed by Amidon et al. [6] may be used as a guide for setting in
vitro dissolution specifications and also to foresee when an IVIVC
may be successfully obtained. An IVIVC for immediate release solid
oral dosage forms containing poorly water-soluble products may be
established if the dissolution is the rate-limiting step in absorption
[2,5,6].

* Corresponding author. Tel.: +55 51 33085313; fax: +55 51 33085313.
E-mail address: pedroef@ufrgs.br (P.E. Froehlich).

0731-7085/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jpba.2008.02.014

In vivo poorly water-soluble drugs are solubilized through com-
plex endogenous surfactants such as bile acids, bile salts and
lecithin. However, in vitro dissolution models in less complex
micelle systems have been used [1]. The use of surfactants in
the dissolution system for poorly water-soluble drugs may be
physiologically more meaningful due to the presence of natural
surfactants in the gastrointestinal tract [7].

Lopinavir (LPV) and ritonavir (RTV) are two human immunode-
ficiency virus protease inhibitors. LPV is the antiviral component of
Kaletra®, and the small amount of RTV present in the formulation
does not contribute directly to antiviral activity, but it increases the
oral bioavailability of LPV [8-10]. Considering that both drugs are
practically insoluble, a dissolution test might be useful to predict
the formulation in vivo performance [11]. Recently a dissolution
method for RTV (Norvir®), based on its in vivo absorption profile
was reported [12].

The objective of this study is to develop and validate a dissolu-
tion test for LPV (Kaletra®) soft gel capsules. The in vivo data was
obtained from literature [13].

2. Materials and methods
2.1. Reagents
LPV and RTV standards (assigned purity of 99.5% and 98.7%,

respectively) were kindly supplied by Cristdlia Produtos Far-
macéuticos LTDA (Sdo Paulo, Brazil). Kaletra® soft gel capsules
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(133.3mg LPV and 33.3 mg RTV) were purchased from the market
(batch no. 330962E21). Sodium lauryl sulfate (SLS) was obtained
from Synth (Sdo Paulo, Brazil). HPLC grade acetronitrile and
methanol were obtained from Fischer Scientific (New Jersey, USA)
and Merck (Darmstadt, Germany). Propylene glycol, oleic acid,
polyoxyl 35 castor oil were obtained from Alfa Quimica (Sdo
Paulo, Brazil). All other reagents were analytical grade obtained
from Nuclear (Sdo Paulo, Brazil). Ultra-pure water (Milli-Q Plus,
Millipore®, MA, USA) was used for the dissolution medium and
throughout analysis.

2.2. Invivo study

The average plasma concentration versus time curve was fit-
ted with a non-linear software (Micromath Scientist®, v.2.01) using
a one-compartment open model, according to Eq. (1), and the
resulting curve and parameters were used to estimate intermediate
plasma concentration data points:

F-D -k,
Vi - (ka —ke)

where C is the plasma concentration at time t, ke and k, are the
elimination and absorption rate constants, respectively, V4 the
distribution volume, D the dose and F is the bioavailability. The
fraction of drug absorbed versus time plot was calculated using
Wagner-Nelson method [14].

C= (e—ket _ e—kat) (])

2.3. Invitro study

2.3.1. Dissolution test

The development and validation of the dissolution test was
performed using a VANKEL® VK 8000 dissolution auto-sampling
station, VK type bidirectional peristaltic pump, VK 750D digitally
controlled heater/circulator, VK 7010 dissolution testing station
multi-bath (n=8) with automated sampling manifold. The influ-
ence of different SLS concentrations in the dissolution medium,
different apparatus (USP basket and paddle) and different rotation
speeds were evaluated. The medium volume used was 900 and
1000 ml and all tests were performed at 37 +0.5°C. The dissolu-
tion medium pH was monitored before and after the performance
of the tests. Sample aliquots were collected at 15, 20, 30, 45, 60, 90
and 120 min and assayed using HPLC.

2.3.2. Dissolution medium

The different dissolution media were prepared through sim-
ple SLS dissolution in ultra-pure water. The pH of all media was
adjusted to 6.0 with 10% o-phosphoric acid. Acetate buffer (pH
4.4) was prepared by dissolving 10.9g of sodium acetate trihy-
drate, 6.2 g of ammonium acetate and 20 ml of acetic acid in 11 of
water.

2.3.3. HPLC analysis

LPV and RTV were analyzed using a previously developed
method [15]. Chromatographic analysis was carried out using
a LC-20AT pump, CBM-20A system controller, SPD-10AV detec-
tor, SIL-20A auto sampler. Data integration was performed using
Class-VP software for chromatographic peak integration (all from
Shimadzu, Japan). For the specificity and stability studies, an SPD-
M10ADVP photodiode array detector was used. The separation was
achieved using a Merck C18 (5 wm, 250 mm x 4.6 mm i.d.) column.
The mobile phase was composed of acetonitrile:water:methanol
(53:37:10, v/v/v) at a flow rate of 1.2mlmin~'. Detection was
performed at 210 nm and all assays were performed at room tem-
perature conditions. The auto sampler was programmed to inject
20 pl.

2.3.4. Solubility

LPV/RTV solubility was determined in three different media
0.1 M HCl, acetate buffer pH 4.4 and 2.3% SLS solution pH 6.0. Ves-
sels containing 250 ml of medium were pre-heated at 37 +0.5°C
before adding the drugs in excess (133.3 mg of LPV and 33.3mg
of RTV). The samples were gently rotated in a heating chamber at
37°C. Aliquots (5 ml) were removed from each vessel after 1 and 2 h,
filtered, neutralized, diluted with the mobile phase and analyzed
using the HPLC method. The solubility of Kaletra® was also eval-
uated through the same procedure. A capsule was placed in each
vessel containing 250 ml of 2.3% SLS solution pH 6.0 The solubility
in each medium was determined in triplicate.

2.3.5. In vitro-in vivo correlation

An IVIVC for LPV was evaluated by plotting the mean fraction
of drug absorbed (FA) versus the mean fraction of drug dissolved
(FD). Linear regression analysis was used to fit the data.

2.4. Validation of the dissolution test

The in vitro dissolution method developed was validated accord-
ing to current guidelines [ 16-18]. Specificity, linearity, accuracy and
precision were evaluated. LPV/RTV stabilities using test conditions
were also evaluated.

2.4.1. Specificity

Specificity was evaluated in placebo samples. The placebo sam-
ples consisted of all the excipients (oleic acid, propylene glycol and
plyoxyl 35 castor oil), sinkers and shell capsules without the active
substance. The estimated concentration of excipients in Kaletra®
was based on literature data [19]. The placebo sample were trans-
ferred to separate vessels (n=3) filled with 1000 ml of dissolution
medium at 374+ 0.5°C and stirred for 1 h at 150 rpm using paddle
(USP Apparatus 2). Aliquots were collected and analyzed.

2.4.2. Linearity

Linearity of the method was studied through the injection
of both LPV and RTV at the concentration range of 8-200 and
5-50 wgml~1, respectively, with five different concentration lev-
els in each curve. Dilutions were performed with 2.3% SLS solution
pH 6.0 from a methanolic solution containing 1600 wg ml~! of LPV
and 400 pgml~! of RTV. This study was conducted in 3 different
days, and each solution was injected in triplicate into the HPLC sys-
tem. The mean peaks area versus concentration data was treated by
least-squares linear regression analysis. The relative standard devi-
ation (R.S.D.) value for the slope and Y-intercept of the calibration
curve was calculated.

2.4.3. Accuracy and precision

The accuracy of the method was evaluated through the recovery
test of known amounts of LPV and RTV reference substance added
to the placebo. A stock solution containing 10 mg ml~! of LPV and
2.5mgml~! of RTV was prepared in methanol. Aliquots of 4, 8 and
16 ml of this solution were added to vessels containing dissolution
medium for a final volume of 1000 ml kept at 37 + 0.5 °C (final con-
centrations were 40, 80 and 160 pg ml~!, for LPV, and 10, 20 and
40 pg ml~! for RTV, respectively). Samples were stirred at 150 rpm
for 1h. After that aliquots of each vessel were collected and ana-
lyzed. These studies were performed in triplicate on three different
days. The same solutions used in the accuracy test were analyzed
in order to ensure the precision of the method. Intra- and inter-day
precision were established based on R.S.D. of the results.
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Fig. 1. Fraction of dose absorbed vs. time curve for lopinavir soft gel capsules
(Kaletra®) using Wagner-Nelson method.

2.4.4. Stability studies

Stability of both drugs in the dissolution medium was evaluated
using standards and samples. The solutions were kept at 37 4+ 0.5°C
for 2 h under light shaking, being later left at room temperature
for 24 h. Aliquots of the samples were tested at time 0, and after
2 and 24 h. The responses for the aged solutions were evaluated
using a freshly prepared standard. The assay was performed in
triplicate.

3. Result and discussion
3.1. Invivo study

The pharmacokinetic data for the IVIVC were obtained from
the literature [13]. Using the Wagner-Nelson method, the aver-
age plasma concentration versus time curve was transformed into
fraction of dose absorbed versus time (Fig. 1). Considering that
the best fit for the in vivo data was obtained using an open one-
compartment body model equation, the Wagner-Nelson method
was used to obtain the fractions of dose absorbed.

3.2. Invitro study

3.2.1. Solubility of samples

Unlike RTV, LPV was rather insoluble in 0.1 M HCI. The highest
solubility of ritonavir in low pH is due to protonation of the two
weakly basic thiazole groups (pK;s 1.8 and 2.6). Lopinavir is a weak
acid with pK; of 2.8 and is notionized in this pH[20,21]. The dissolu-
tion rate of both drugs in the dosage form was higher than the drug
substances at the same conditions. Kaletra® soft gel capsule is an
example of self-emulsifying drug delivery system (SEDDS), which
is a technique used to improve the dissolution rate and hence the
bioavailability [4].

Considering the volume of medium used in the tests and accord-
ing to Table 1, the sink condition, defined as the volume of medium
being at least three times higher than that necessary to obtain a
saturated solution of the drug, was obtained with the SLS solution

Table 1
Solution solubility results

Medium Sample Solubility (pgml-1)

Lopinavir Ritonavir

1h 2h 1h 2h
0.1 M HCl ds 5.4 13.7 132.1 1333
Acetate buffer pH 4.4 ds 64.6 771 20.9 45.5
H,0+2.3% SLS pH 6.0 ds 458.7 477.2 112.8 118.9
H,0+2.3% SLS pH 6.0 Capsule 533.2 533.3 131.5 1333

ds, drug substance.

1.0 ¥
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0.64
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Fraction

0.2+

00 T T T T I
0.0 05 1.0 1.5 20
Time (hours)
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— = Dissolved 100 RPM - -« - — Absorbed

Fig. 2. Mean dissolution profiles of lopinavir from Kaletra® (n=8) in 900 ml of 2.5%
SLS as dissolution medium using basket in different rotation speeds compared with
fraction absorbed using Wagner-Nelson method.

2.3%, pH 6.0. It is believed that if the dissolution of the drug from
its dosage form is the rate-limiting step for its absorption, then it
will never saturate the medium in the gastrointestinal gut [1].

3.2.2. Dissolution profile of LPV—basket (USP Apparatus 1)

Using 900 ml of 2.5% SLS solution pH 6.0 as dissolution medium,
three different rotation speeds were evaluated: 50, 75 and 100 rpm.
Fig. 2 shows the mean dissolution profiles of LPV in Kaletra® cap-
sules under these conditions (n=8). At 50 rpm, the dissolution rate
of LPV was too slow. Using 75 rpm, the in vitro dissolution profile
was similar to the in vivo dissolution profile only at initial times.
After 30 min, the dissolution rate was smaller than the absorption
rate. At 100 rpm, unlike what was observed at 75 rpm, the dissolu-
tion rate of LPV up to 1 h was higher than the absorption rate. After
this period, the dissolution rate was similar when compared to the
absorption rate. Data at 15 or 20 min showed large R.S.D. (between
32 and 35%), which were attributed to differences in the opening
times of the capsules. Afterward, R.S.D.s were smaller than 10%.

Under these conditions a poor correlation was established. Due
to the higher or lower dissolution rate when compared to other in
vivo data, other equipment was evaluated.

3.2.3. Dissolution profiles for LPV—paddle (USP Apparatus 2)

In these dissolution studies, using 50 rpm and 900 ml of medium
containing three different SLS concentrations in water at pH 6.0
(0.5, 0.7 and 0.9%, w/v) were tested. Each experiment was per-
formed with eight capsules. Although Kaletra® capsules did not
float in the dissolution media, sinkers were used to keep them
aligned with the paddle axis [16,18,22]. Fig. 3(a) shows the mean
dissolution profiles of LPV (Kaletra®). Using 0.5% of SLS solution,
LPV showed a very low dissolution rate. Increasing the concentra-
tion to 0.7% SLS, the dissolution rate was similar when compared to
the absorption rate only up to 45 min. Using 0.9% SLS, LPV showed
very high dissolution rate up to 45 min. However, in both SLS con-
centrations (0.7 and 0.9%, w/v), the dissolution rate was lower when
compared to the absorption rate after 45 min.

It is possible to observe that the dissolution rate of LPV increases
with the increase on the SLS concentration. According to Shah et
al. [7,23] mediums containing surfactants solubilize poorly water-
soluble drugs similarly to micelles from bile salts and lecithin,
and increase the dissolution rate comparable to a hydro-alcoholic
medium without using alcohol.

However, when using 50 rpm it was not possible to establish
a good IVIVC. In order to obtain a better correlation, the follow-
ing adjustments in the dissolution method were tested: dissolution
medium volume was increased from 900 to 1000 ml; SLS concen-



550 E.M. Donato et al. / Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 47 (2008) 547-552

N
o
|

8

(a) Uit

08 Pute
§0s-
S /
(]
T 04

0.2

0.0 T T T T

0.0 05 1.0 15 20

Time (hours)
—x—Dissolved 0.5% SLS —«—Dissolved 0.7% SLS
—=Dissolved 0.9% SLS —- o - - Absorbed

(b)

Fraction

0.0 0.5 1.0 1.5 20
Time (hours)

—>—Dissolved 1.7% SLS —s— Dissolved 2.0% SLS
—s—Dissolved 2.3% SLS --e - - Absorbed

Fig. 3. Mean dissolution profiles of lopinavir from Kaletra® in three SLS concen-
trations using paddle at 50 rpm and 900 ml of dissolution medium (a) and paddle
at 25rpm and 1000 ml of dissolution medium (b), compared with fraction of drug
absorbed (Wagner-Nelson method).

tration was changed and the rotation speed was reduced to 25 rpm.
Three SLS concentrations were evaluated: 1.7, 2.0 and 2.3% and each
assay was performed with 12 Kaletra® capsules. The rotation speed
of 25 rpm is justifiable if it reflects better the in vivo performance
[16-18].

The mean dissolution profiles of LPV in these conditions are
shown in Fig. 3(b).

Data at 15 min from both experiments showed R.S.D. higher than
20% (between 21 and 31%) and thereafter R.S.D. were lower than
10%. It was possible to notice that the dissolution profile using 2.3%
of SLS is similar to the in vivo absorption profile. The pH of the
dissolution medium used is within physiological values as recom-
mended for immediate release dosage forms [2,16,18]. There was
no change in the pH of the dissolution medium before and after the
test.

3.3. Invitro-in vivo correlation

The linear regression analysis of the data demonstrated that
the use of 1000 ml of dissolution medium with 2.3% SLS at pH
6.0 and paddle at 25rpm produced the best IVIVC and a level-
A correlation was established (r=0.997). The resulting equation
(FA=-0.0019 + 1.0074FD) was used to back calculate FA in order
to evaluate the accuracy of the model. The results are shown in
Table 2. The level-A correlation is the highest correlation level pos-
sible, meaning that all the in vivo data points correlate well with
the respective in vitro data points and thus one could be used to
predict the other [2,3].

Table 2
Predicted fraction of lopinavir absorbed wusing the IVIVC equation
(FA=-0.0019 +1.0074FD)
Time (h) FD FA simulated FA predicted Error (%)
0.25 0.37 0.37 0.37 -14
0.33 0.47 0.46 0.47 24
0.50 0.64 0.60 0.64 6.1
0.75 0.72 0.75 0.73 -3.0
1.00 0.80 0.84 0.81 -4.0
1.50 0.92 0.94 0.92 -1.2
2.00 0.99 0.97 1.00 29
FA, fraction absorbed; FD, fraction dissolved.
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Fig. 4. Mean dissolution profiles of LPV and RTV from Kaletra® (n=12) in 1000 ml
of 2.3% SLS as dissolution medium using basket at 25 rpm.

3.4. Dissolution profile of RTV

The dissolution profile of RTV was similar when compared with
LPV in the same conditions. The use of 2.3% SLS produced the best
correlation for LPV (IVIVC) and in this condition the dissolution rate
for RTV was similar to LPV (Fig. 4).

Although LPV is present in Kaletra® it does not contribute
directly to antiviral activity but instead it inhibits CYP3A-mediated
metabolism of RTV, improving its bioavailability [8-10].

300
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Fig. 5. The specificity of the method shows peaks of RTV and LPV from Kaletra®
(top) and placebo sample (bottom) both in dissolution medium.
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Table 3
Accuracy studies for lopinavir and ritonavir

Drug Concentration added (pgml-1) Concentration found (g ml~') £ R.S.D. (%) Recovery rate (%) (n=9)
40 40.0 + 0.7 99.4-100.7
Lopinavir 80 813 £ 19 99.5-103.0
160 162.5 + 1.8 100.1-103.6
10 103 £ 1.7 99.2-102.5
Ritonavir 20 206 £ 1.3 101.3-103.9
40 40.8 + 1.3 100.5-102.9
Table 4

Precision studies for lopinavir and ritonavir

Drug Concentration added (ugml-1) Intra-day (wgml-1)£R.S.D. (n=6) Intermediate precision (pgml-!)+R.S.D. (n=3)
40 403 + 14 40.6 + 0.6
Lopinavir 80 79.6 + 1.2 80.8 + 0.7
160 1613 £ 0.3 1624 + 0.7
10 104 + 1.7 10.0 £ 0.8
Ritonavir 20 203 + 0.7 20.5 + 0.8
40 412 +£13 415 £ 1.1

3.5. Validation of the in vitro dissolution profile

3.5.1. Specificity

No chromatographic peak from the placebo formulation was
observed with the same retention time for both LPV and RTV
(Fig. 5). LPV and RTV purities were higher than 0.999 and were
obtained using a PDA detector, indicating that no interferences
were observed. According to the USP Pharmacopeial Forum [16],
the lack of chromatographic peaks from the placebo formulation
demonstrates the specificity of the method.

3.5.2. Sample stability and standard solution

LPV and RTV were found to be stable under dissolution test
conditions. The results demonstrated that sample and standard
solutions remained at 100.0 & 2.0% over a period of 24 h.

3.5.3. Linearity

LPV was linear in concentration range of 8 to 200 wg ml~1. The
mean (£R.S.D.) values of slope and Y-intercept were 35,444 (+0.68)
and —26,252 (48.94), respectively. The response for RTV was lin-
ear in concentration range of 5-50 pg ml~—! with a slope of 28,256
(£0.58) and the Y-intercept at —7022 (+5.42), respectively. The cor-
relation coefficients were >0.999 for both drugs. These results show
there was a good correlation between the peak area and drugs
concentration. The concentration range evaluated for both drugs
included percentiles recommended for the dissolution test, from
+20% below the lowest expected concentration to +20% above the
highest expected concentration.

3.5.4. Accuracy and precision

The accuracy was demonstrated by the recovery of known
amounts of LPV and RTV to the dissolution vessels. Recoveries from
95.0 to 105.0% of the added amounts are recommended in dissolu-
tion tests [16,18]. The mean recovery percentages for three different
days ranged from 99.2 to 103.9% for both drugs (Table 3), corrob-
orating the accuracy of the method. The intra-day precision was
evaluated at three different concentration levels. The intermedi-
ate precision was evaluated in the same solutions at different days.
Values presented in Table 4 show the good precision of the method
with R.S.D. lower than 2%.

4. Conclusions

A level-A in vitro-in vivo correlation was established for
lopinavir soft gelatin capsules (Kaletra®). The in vitro dissolution
profile for lopinavir was obtained using 1000 ml of dissolution
medium containing 2.3% of sodium lauryl sulfate in water at pH
6.0, USP Apparatus 2 at 25rpm and 37 £0.5°C. The equation that
correlates fraction dissolved (FA) and fraction absorbed (FD) is:
FA=-0.0019 + 1.0074FD. The validation results demonstrated that
the in vitro dissolution method was accurate, precise, linear and
specific. Both the HPLC analytical method and in vitro dissolution
test were validated and could be used to evaluate the release profile
of lopinavir soft gel capsules (Kaletra®).
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