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RESUMO

O ticagrelor € um novo farmaco destinado para a prevencdo de sindromes
coronarianas agudas (SCA) caracterizadas pela formacao de placas ateroscleréticas
gue se rompem no interior das artérias. Atua de forma diferenciada na inibicdo da
acdo plaquetéria, inibindo de forma reversivel e ndo competitiva o receptor P2Y12, o
qual atua diretamente na agregacdo das plaquetas. Este medicamento esta
registrado no Brasil desde 2011, sob nome comercial de Brilinta®, na forma de
comprimidos revestidos de 90 mg, e, até o presente momento, SA0 poucos 0S
estudos publicados a respeito do controle de impurezas e produtos de degradacéo
do farmaco. No presente trabalho foi desenvolvido um método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) adaptado para a andlise de impurezas organicas do
ticagrelor. O método por CLAE foi estabelecido utilizando equipamento Agilent 1200
Series, acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD) em 270 nm, com coluna
cromatografica Zorbax Plus C8 (150 x 4,6 mm, 5,0 um), fluxo de 0,7 ml/min, volume
de injecdo de 20 pl e temperatura constante de 25°C. A fase mével foi composta de
acetonitrila: acetato de aménio 50 mM (57:43, v/v), pH 8,2. O método demonstrou
ser especifico, linear, preciso, exato e robusto, sendo adequado para a finalidade a
que foi proposto. Além disso, foram elucidados os principais produtos de degradacao
originados quando as amostras dos comprimidos de ticagrelor em solucdo foram
expostas a radiacdo UVC por duas horas, com base em um estudo preliminar de
estabilidade do mesmo. Os mecanismos envolvidos na degradacdo fotolitica do

ticagrelor também foram propostos.

Palavras-chave: ticagrelor, CLAE, validacdo, impurezas organicas, produtos de

degradacéo.






ABSTRACT

Ticagrelor is a new drug intended for the prevention of acute coronary syndromes
(ACS) characterized by the formation of atherosclerotic plaques that rupture inside
the arteries. Ticagrelor reversibly binds to P2Y12 receptor, which acts directly on
platelet aggregation. The drug was approved in Brazil in 2011, under the comercial
name Brilinta® in the form of coated tablets of 90 mg, and until now has few
published studies about the impurities control and degradation products. In this
study, it was developed a method by high-performance liquid chromatography
(HPLC) for the analysis of organic impurities of ticagrelor. The HPLC method was
established using Agilent 1200 Series equipment coupled to photodiode array
detector (PDA) at 270 nm with a Zorbax Plus C8 column (150 x 4.6 mm, 5.0 uym),
flow rate of 0.7 ml/min, injection volume of 20 uL, and a constant temperature of
25°C. The mobile phase consisted of acetonitrile: ammonium acetate 50 mM (57:43
v/v), pH 8.2. The method demonstrated to be specific, linear, precise, accurate and
robust, being suitable for the intended purpose. Besides, the mayor degradation
products formed when samples of ticagrelor tablets in solution were exposed to UVC
radiation for two hours were elucidated based on a preliminary stability study. The
mechanisms involved in photolytic degradation of ticagrelor have also been

proposed.

Keywords: ticagrelor, HPLC, validation, organic impurities, degradation products.






SUMARIO

N 200510 0.Y @ I 21
P © 1= I N 1 3 27
2.1 ODJELIVO GEIAI ...t 29
2.2 ODJetiVOS €SPECITICOS ittt s 29

3 REVISAO DE LITERATURA .. ..ottt ettt 31
3.1  Doencgas CardioVASCUIAIES ..o 33
3.2  Farmacos anti-troMBDOLICOS ....cccvvireieeceeec e 36

G 70 T o= Vo | =1 [0 T TSR 37
0 0 A 1 | 1 (=21 2O PRPRSPPRRRSRSPR 41
3.3.2  ANAlISE QUANTILALIVA ......c.eceeiieeieiicieeece ettt et st re e s teernenee s 42
3.3.3  Estudos de estabilidade ...........ccooeeeieiirieiiceeeseeeee e 43
3.3.4  Analise de impurezas do tiCagrelOr.........oeoviirirreninereeeeee s 44

3.4 Andlise e controle de impurezas em produtos farmacéuticos ........cccceeveuenene. 44
3.4.1 RESIAUOS 08 SOIVENLE ... st 46
3.4.2 [MPUIrEZAS INOTGANICAS. ....ccutiiirieetiriestesteiet ettt ettt sttt b e st s e s ese i 47
3.4.3 [MPUIEZAS OFJANICAS ... ccueeueeiirieetiriestentetete ettt ettt ettt sttt st s et esenae e 47

3.5 Metodologia analitica para analise de iMpPUIrezZas .......c.cccceeeeevereresesieseseseeeenenns 49
3.6 Validacdo da metodologia analitiCa..........cceceeeecierieeeniicieeseeeece e 51
4 CAPITULO |. CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA DE
REFERENCIA (SQR) DE TICAGRELOR E SUAS IMPUREZAS ........cccccoiiiiieiieeeenns 53
N [ 1 o o LU T o= Lo 1O OSSPSR 55
N - =T -V OSSPSR 55
4.2.1  Substancias quimicas de referéncia (SQR) de ticagrelor e das impurezas...... 55

G T Y/ 11 o To Fo ] o o T - USSR 56
43.1 Espectrofotometria na regi@o do UV ...t 56
4.3.2  Calorimetria Exploratéria Diferencial............cccceeveeeieeeeieciececeeeceseee e 57
4.3.3  ESpectrometria de MaASSaS.......ccccccueiieieiiiieeieciecreete sttt sve st re e s teernenens 58
4.3.4  Espectroscopia no infravermMelno..........cccooveevireecececce e 60
4.3.5  Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)..........ccccceeveveeennne. 64

N ©70 ] o o 11 E= 0 1= TSRS 66

5 CAPITULOIL. DESENVOLVIMENTO E VAL|DA~QAO DE METODO ANALITICO
PARA IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE IMPUREZAS DE
TICAGRELOR. ... e e ettt e, 67

o0 R 1 01 o o [V o= T LTS 69
2 |V 1= o To o] Lo Yo [ I ST 69



5.2.1 TeSte de SOIUDIIAATE .....eveeieeeeeee ettt e et e e e et e s s e eeeesssres 70

5.2.2 Escolha do comprimento de onda para deteCCaO0 .........ccoeeeeveeveeeerieseeeceseeeenens 70
5.2.3  Testes de fase movel e colunas cromatograficas............coceeveverereneninenisenineens 71
5.3 ReSUtad0S € QISCUSSAO0.......ccuiiririiiiieieiceeese sttt st 71
5.3.1  Teste de Solubilidade ..........ccoiririiiniirei e 71
5.3.2 Escolha do comprimento de onda para deteCCaO0 .........ccceeeevvevieeeerereecieseeeenens 71
5.3.3  Testes de fase movel e colunas cromatograficas.........ccceveeeeveieeceneceesieceeeenn, 72
5.4  Validagc8o do MEtodo @analitiCO.......ccoeiriiiriiirieieeee e 78
5.4.1  Teste de especificidade/seletividade ............cocovererireneiieiininnereeeeeeee 79
5.4.2 Limites de deteccao e QUANIfiCACAD.........ceccvevieiieeieseceee e 79
5.4.3  LINEANUAUE ......cueiiiiciiieieece ettt 79
5.4.4  Precisdo (repetibilidade e precisao intermediaria) .........cccocoeeveiveceveeeececeennn, 81
5.4.5 EXAUTAO0. ... eeeieteeteeeee ettt nae 81
5.4.6 RODUSTEZ ...ttt nbe s 82
55 ReSUItad0S € QISCUSSE0O....c.cciuirieuirieiieericst ettt 83
5.5.1 Especificidade € SEletivViIdade ..........cccocveieiieieiieceeeseeeee ettt 83
5.5.2  Limites de detecGao € qUANLIfICAGEAD........ccuveruireririirieieeeeeeeere et 85
5.5.3 LINEANTAUE ..ottt sttt e et ne b 86
5.5.4  PrECISAO. ..utiuietirtistestetete ettt sttt h bbbttt h e a bttt 93
5.5.5  EXALUUAO. ..ottt 95
5.5.6  RODUSEEZ ...ttt 97
5.6 Aplicacdo do método desenvolvido na analise do produto farmacéutico......101
5.6.1  Resultado € dISCUSSE0 .......cccccerueuiriiiirieiieiricnteee ettt 101
5.7 CONCIUSAD ...ttt ettt 102

6 CAPiTUL~O lll. ELUCIDACAO DAS ESTRUTURAS DO PRODUTOS DE
DEGRADACAO DO TICAGRELOR E PROPOSTA DE ROTA DE

DEGRADACAO ... ..ottt ettt ettt ee ettt e e 105
200 R [ 011 0 To LU o3 T LRSI 107
6.2 MateriaiS € METOUOS ...c.eoiiiiciiiieicte ettt 108

6.2.1  Sistema cromatografico e espectrdmetro de massas.........cccceceverevverieveeennnne. 109

6.3 ReSUlItadoS € diSCUSSA0 ...ttt ettt ee 110
L o o Yo 11 F=3- Lo ST PSRRI 118

7 CONCLUSOES ..ottt 119

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .. ..ottt 123



1 INTRODUCAO




22



23

As doencas cardiovasculares (DCV) sao as principais causas de morte em
mulheres e homens no Brasil, sendo responsaveis por cerca de 20% de todas as
mortes em individuos acima de 30 anos. S6 no ano de 2009, estima-se que mais de
300.000 individuos vieram a Obito em decorréncia dessas DCV, e dados da
Sociedade Brasileira de Cardiologia indicam que em 2015 os Obitos foram de
346.896 (MANSUR e FAVARATO, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, mais de 17 milhdes de pessoas
morreram de doencas cardiovasculares no ano de 2008 em todo o mundo, sendo
gue mais de 3 milhdes dessas mortes ocorreram antes dos 60 anos de idade e
poderiam ter sido amplamente prevenidas (WHO, 2011).

As DCV sédo caracterizadas por um conjunto de desordens do coracédo e
vasos sanguineos, geralmente ocasionadas por alguma falha na irrigacdo sanguinea
de 6rgdos como coracédo, cérebro e membros inferiores e superiores como bracos e
pernas (WHO, 2011).

Dentro dessa definicdo esta inserida a Sindrome Coronariana Aguda (SCA),
termo utilizado para descrever uma série de doencas resultantes da reducdo do
fluxo sanguineo para o musculo cardiaco, entre elas o infarto agudo do miocéardio
em progressdo ou a ameaca iminente do infarto (angina instavel) (TGA, 2011).

A ocorréncia da SCA se da pelo acumulo de gordura e consequente formacao
de placas na parede interna das artérias, o que caracteriza a aterosclerose. Quando
as placas ateroscleréticas se rompem, ocorre a ativacdo e agregacao de plaquetas,
levando a formacéo de trombos que causam a oclusdo total ou parcial dos vasos,
podendo culminar em infarto e AVC (TGA, 2011).

Nas ultimas décadas, evidéncias crescentes demonstram que a adenosina
difosfato inicia a agregacao plaguetaria pela ativacdo do receptor P2Y12 acoplado a
proteina G. Devido a sua funcao central na formacao e estabilizacdo de trombos, o
receptor P2Y12 é agora um alvo bem estabelecido de farmacos antitromboticos,
especialmente as tienopiridinas como o clopidogrel e o prasugrel, que sao inibidores
irreversiveis do P2Y12 (ZHANG et al, 2012). No entanto, estes farmacos
apresentam algumas limitacdes, que incluem um inicio lento de acdo, um efeito
antiplaquetario modesto e variabilidade na resposta do farmaco ligada a co-
morbidades, polimorfismos nas enzimas envolvidas na sua conversdo para o0

metabdlito ativo e interagcbes com outros medicamentos comumente utilizados, tais


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X12005008
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como omeprazol, estatinas e bloqueadores de canais de célcio (FRANCHINI &
MANNUCCI, 2009; MICHELSON, 2010).

A fim de contornar estas deficiéncias, nos ultimos anos foram desenvolvidas
novas substancias que agem no receptor P2Y12, dentre elas o ticagrelor (TGA,
2011).

O ticagrelor €& o primeiro agente de wuma nova classe de
ciclopentiltriazolopirimidinas que se liga de forma seletiva e reversivel ao receptor
P2Y12, impedindo a transducdo de sinal e, assim, diminuindo significativamente a
agregacao plaquetaria (SCHNEIDER, 2011; STONE, 2010; WIDIMSKI et al., 2012).

Dentre as vantagens deste novo farmaco sobre as tienopiridinas estdo, por
exemplo, o seu rapido inicio de acéo, por ndo ser um pré-farmaco que necessita ser
transformado no seu metabdlito ativo; rapida suspensdo da acdo em caso de
necessidade de cirurgia, uma vez que o ticagrelor faz uma ligacao reversivel com o
receptor; menor variabilidade de resposta entre pacientes; e uma maior inibicdo da
agregacao plaquetaria sem um aumento do risco de sangramento (TGA, 2011).

O ticagrelor é comercializado no Brasil sob o nome comercial de Brilinta® e
teve seu registro concedido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
em 2011. A forma farmacéutica em que se apresenta € de comprimidos revestidos
de 90 mg, podendo ser administrado duas vezes ao dia

O controle de qualidade de medicamentos tem papel de extrema importancia
no que se refere a seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos, atuando de
forma incessante para que os fabricantes possam comprovar a qualidade de seus
produtos, em todos o0s aspectos, junto aos 6rgdos reguladores.

Uma vez que o ticagrelor ainda € considerado um medicamento recente, sao
poucos os trabalhos que descrevem métodos para analise de impurezas do farmaco
aplicaveis a forma farmacéutica comprimidos e a matéria-prima. Além disso, até o
presente  momento, ndo h& monografia em farmacopeias, o que indica a
necessidade de desenvolvimento de métodos para o controle de qualidade do
medicamento.

As exigéncias relacionadas as analises que devem ser realizadas nos
produtos farmacéuticos estdo cada vez maiores e abrangentes, englobando desde
os estudos de desenvolvimento e pré-formulacdo, passando pelos processos de
producédo e estabilidade, monitorando o medicamento até o fim do seu prazo de

validade.
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Um dos aspectos que, justamente, estdo recebendo maior enfoque
atualmente por parte das agéncias regulatérias da area sdo os estudos de
estabilidade e controle de impurezas dos produtos farmacéuticos, seja matéria-prima
ou produto acabado.

Sabe-se que os ativos farmacéuticos presentes em formulacdes podem nao
estar absolutamente puros. Ndo € incomum que estes apresentem quantidades
variaveis de substancias estranhas em sua composi¢cdo. Dentro da definicdo de
impurezas, estdo incluidos desde os intermediarios de sintese do ativo, residuos de
solventes utilizados na sintese ou até mesmo nos processos de producdo do
medicamento, até os produtos de degradacao originados durante o armazenamento
do produto acabado, por processos reativos entre farmaco e material de
embalagem, farmaco e excipientes ou acdo de fatores ambientais externos. (ICH
Q3A(R2), 2006) (ICH Q3B(R2), 2006).

Tais substancias, quando em niveis elevados, podem afetar ndo apenas 0s
parametros de seguranca do farmaco por produzir reacdes adversas e toxicidade,
mas também alterar as caracteristicas originais de solubilidade, interferindo
diretamente na sua eficacia terapéutica.

Dessa forma, para garantir a qualidade dos medicamentos, as impurezas
devem ser cuidadosamente monitoradas. E importante entender o que constitui uma
impureza e identificar fontes potenciais de tais substancias.

Por esta razéo, a caracterizacao do perfil de impurezas representa um desafio
analitico consideravel, tendo em vista variabilidade de entidades quimicas que
podem permanecer como contaminantes residuais do processo de obtencéo do ativo
farmacéutico ou mesmo de processos de degradacdo ao longo do periodo de
armazenamento.

Nesse sentido, o desenvolvimento de métodos analiticos seletivos para a
deteccdo e separacao dessas impurezas nos produtos farmacéuticos se torna cada
vez mais necessario dentro do controle de qualidade (AHUJA, 2007), bem como
garantir a confiabilidade nos resultados de métodos com alta sensibilidade, por meio

dos estudos de validacao analitica.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

e Desenvolver e validar método para deteccao, identificacdo e quantificacdo de

Impurezas organicas de ticagrelor.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as substancias quimicas de referéncia (SQR) de ticagrelor e de
suas impurezas de sintese pelas técnicas analiticas de espectrofotometria
na regiao de Infravermelho (IV) e no ultravioleta (UV), espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), espectrometria de massas (EM) e
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).

e Desenvolver e validar um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) para deteccao e quantificacdo de impurezas de sintese do ticagrelor.

e Verificar a estabilidade do farmaco frente a acdo da luz UVC a fim de
conhecer o seu perfil de degradacéao fotolitica e determinar as possiveis rotas

de decomposicéo;

e Realizar a elucidacdo estrutural das impurezas organicas detectadas através
da injecao direta dos produtos de degradacéo formados em espectrometro de
massas.
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3.1 Doencgas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sédo a principal causa de mortalidade, morbidade
e hospitalizacdo no mundo desenvolvido (TGA, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que 17,5 milhdes de
pessoas morreram de doengas cardiovasculares em 2012, o que representa 31% de
todas as mortes globais. Dessas mortes, avalia-se que 7,4 milhdes foram devido a
doenca cardiaca coronariana e 6,7 milhdes foram devido a acidente vascular
cerebral (WHO, 2011).

Dados apresentados pela American Heart Association demonstram que mais
de 80 milhdes de americanos adultos (1 a cada 3) tem um ou mais tipos de doencas
cardiovasculares, e cerca de 40.400.000 destes possuem mais de 60 anos de idade
(ROGER et al., 2011).

No Brasil, as doencas cardiovasculares (DCV) s&o as principais causas de
morte em mulheres e homens, e sdo responsaveis por cerca de 20% de todas as
mortes em individuos acima de 30 anos. Em um trabalho publicado por Mansur e
Favarato (2012), onde foi realizada uma atualizagdo dos dados de mortalidade por
doencas cardiovasculares no Brasil e na regido metropolitana de Sao Paulo entre os
anos de 1990 até 2009, observou-se uma progressiva reducdo da morte por
doencas isquémicas do coracdo (DIC) e doencas cerebrovasculares (DCbV). No
entanto, quando comparadas com o0s paises que integram o estudo MONICA da
Organizacdo Mundial da Saude, as mortalidades por DIC e DCbV na regido
metropolitana de S&o Paulo e no Brasil estdo entre as mais altas do mundo
(MANSUR e FAVARATO, 2012).

As doencas cardiovasculares sdo patologias complexas e multifatoriais,
caracterizadas por diversos elementos como niveis elevados de colesterol e
triglicerideos séricos, aumento no fibrinogénio plasmatico e fatores de coagulacao,
ativacdo plaquetaria aumentada e alteracdes no metabolismo da glicose (WOOD,
2001).

Os fatores de risco que podem contribuir para o desenvolvimento das
doencas cardiovasculares sdo de origem tanto metabdlicas, como dislipidemia,
hipertenséo, diabetes e sobrepeso/obesidade, quanto comportamentais (tabagismo

e sedentarismo) e até mesmo sociais, como pobreza e baixa escolaridade. Existe
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forte evidéncia cientifica que os fatores de risco comportamentais e metabdlicos
desempenham um papel fundamental na etiologia dessas doencas (WHO, 2011).

Os ataques cardiacos e acidentes vasculares cerebrais sdo geralmente
eventos agudos e sdo causados principalmente por um bloqueio que impede o fluxo
de sangue para o coracao ou cérebro. A razdo mais comum para isso é o acumulo
de depdésitos de gordura nas paredes internas dos vasos sanguineos que irrigam
estes oOrgaos, levando a formacdo das chamadas placas ateroscleréticas (WHO,
2011).

A aterosclerose é um processo inflamatério complexo que afeta os vasos
sanguineos de médio e grande porte de todo o sistema cardiovascular e que se
desenvolve ao longo de muitos anos. Quando o revestimento (endotélio) destes
vasos sanguineos esta exposto a niveis elevados de colesterol de lipoproteina de
baixa densidade (colesterol LDL) e algumas outras substancias, tais como o0s
radicais livres, estes passam a se depositar sobre a parede endotelial dos vasos.
Estes depdsitos, as placas ateroscleroticas, fazem com que a superficie interna dos
vasos sanguineos se torne irregular e o lamen se estreite, tornando mais dificil para
o sangue fluir. Além disso, 0s vasos sanguineos também se tornam menos flexiveis
(WHO, 2011).

A oclusédo dos vasos sanguineos € um processo longo que vai evoluindo
durante toda a vida adulta dos individuos que possuem propensdo a esta doenca.
Este quadro se agrava quando as placas ateroscleréticas se rompem, pois, a partir
de entéo se inicia a ativacdo e a agregacao das plaquetas, levando a formacgéo de
trombos que causam a ocluséo total ou parcial dos vasos. A ocorréncia deste evento
nas artérias coronarias pode resultar na sindrome coronariana aguda (SCA),
evoluindo para um ataque cardiaco ou acidente vascular cerebral (TGA, 2011).

Os mecanismos envolvidos na formacdo das placas ateroscleréticas sdo
bastante extensos e complexos, e compreendem inimeras rea¢des no interior dos
vasos sanguineos (Figura 1). Estudos jA comprovaram que a adesao plaquetaria e a
trombose mural sdo onipresentes na iniciagdo e geragdo das lesOes de
aterosclerose em animais e humanos (ROSS, 1999).

As plaquetas possuem um importante papel na manutencéo da integridade
vascular na auséncia de injarias, protegendo o organismo contra hemorragias
espontaneas. Porém, em locais onde existem lesdes vasculares, as plaquetas

entram em contato com substancias subendoteliais expostas, como colageno e
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proteinas fibrosas presentes na parede do endotélio, e iniciam uma cascata de
eventos envolvendo véarias moléculas sinalizadoras que levam a formacdo de
coagulos sanguineos e trombos (NIESWANDT et al., 2011).

Os mecanismos pelos quais as plaquetas formam os coagulos, incluindo a
sintese de tromboxano A2, a sinalizacdo mediada pelo ADP (adenosina difosfato) e
a sinalizacgéo via glicoproteina llb-llla, sdo importantes e bem estabelecidos alvos de
farmacos utilizados no tratamento e prevencao do risco de eventos aterotromboticos
em pacientes com doencas cardiovasculares (HUBER et al., 2011; WARDEN et al.,
2012).
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Figura 1. Panorama da ativacdo e inibicdo das plaguetas através de mediadores enddgenos e
terapias antiplaquetarias (WARDEN, 2012).

O ADP liberado das células endoteliais lesionadas e das plaquetas ativadas é
um amplificador essencial na ativacdo plaquetaria. As plaquetas expressam dois
receptores de ADP, o P2Y1 e o P2Y12, os quais sdo acoplados as proteinas Gg e
Gi2/3, respectivamente. O receptor P2Y1 é responsavel pela mobilizacdo de calcio
induzida por ADP necesséaria para a alteracdo no formato das plaquetas e sua
agregacédo. Ja o receptor P2Y12 inibe a formacdo de cAMP, permitindo assim a

ativacado plaguetaria por outros agonistas, que de outra forma seriam impedidos.
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Estudos realizados com pacientes que ndo apresentam o receptor P2Y12
mostraram que estes exibiam um “defeito seletivo” na agregacédo plaquetaria
induzida por ADP (DAVI & PATRONO, 2007). Ja no trabalho de Dorsam e Kunapuli
(2004), foi observado que camundongos que nao possuem este receptor formam
apenas pequenos e instaveis trombos, e apresentam uma protecdo contra a oclusdo
arterial e o sangramento prolongado (DORSAM & KUNAPULLI, 2004).

Assim, por possuir um importante papel na ativacdo da agregacao plaquetaria
e consequente formacao de trombos, o receptor P2Y12 se tornou um grande alvo de
pesquisas, e € crescente o numero de estudos desenvolvidos com farmacos
antitrombéticos que atuem por esta via de sinalizacdo para o tratamento e
prevencdo das doencas cardiovasculares, dentre os quais pode-se destacar o
clopidogrel, o prasugrel, o cangrelor e o ticagrelor (FRANCHINI & MANNUCCI, 2009;
ZHANG et al., 2012).

3.2 Farmacos antitrombaticos

O pioneiro e mais conhecido medicamento com eficacia comprovada utilizado
na terapia antiplaquetaria € o acido acetilsalicilico, o AAS, que atua na inibicdo da
sintese de tromboxano A2. A partir de 2003, a terapia antiplaquetaria dupla foi
padronizada, recomendando a utilizacdo de AAS acompanhado de outro farmaco
antiagregante, onde o principal tem sido o clopidogrel, um bloqueador irreversivel do
receptor P2Y12 da adenosina difosfato plaguetaria (RABADAN, 2010; WIDIMSKI et
al., 2012).

Por ser um pro-farmaco, o clopidogrel requer metabolismo de duas etapas para
conversdo no seu metabdlito ativo, o qual se liga irreversivelmente ao receptor
P2Y12. Devido a essa ativacdo metabdlica, o inicio do efeito do clopidogrel é
relativamente lento, com a inibicdo de plaquetas em estado estacionario obtida 2 a 4
horas ap6s uma dose inicial de 600 mg. Mesmo durante a dose de manutencao, ha
uma variacdo interindividual consideravel nos niveis de inibicdo da agregacgéo
plaquetéria, devido a conversdo metabdlica ser variavel (JAMES et al., 2009).

Aléem disso, outra desvantagem do clopidogrel é sua reduzida funcéo
antiplaquetaria devido a uma “resisténcia” ao farmaco. Isto ocorre em 30 a 55% dos

pacientes que apresentam um polimorfismo no gene que codifica o citocromo P450
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2C19 (CYP2C19), o qual é responsavel pela transformacao hepética do clopidogrel
no seu metabdlito ativo (ZHANG et al., 2012).

Assim como o clopidogrel, o prasugrel também €& uma tienopiridina
administrada por via oral que inibe a ativacdo e agregacdo plaquetaria atravées da
ligacdo irreversivel de seu metabdlito ativo ao receptor plaquetario P2Y12. O
prasugrel é considerado um inibidor mais potente da agregacao plaquetaria induzida
pelo ADP quando comparado com o clopidogrel, atuando de forma mais consistente
e mais rapida, o que se pensa ser devido a sua absor¢cdo mais eficiente. Outra
explicacdo para as vantagens do prasugrel sobre o clopidogrel seria por sua
farmacocinética melhorada. Sup8e-se que uma maior taxa de conversao do pro-
farmaco para o metabdlito ativo € responsavel pela acdo mais rapida do prasugrel.
Além disso, uma menor variabilidade interindividual na sua eficacia e maior
biodisponibilidade parecem ser responsaveis pela menor probabilidade de
“resisténcia” ao tratamento (HUBER et al., 2009).

No entanto, apesar das consideracdes positivas sobre esse pré-farmaco, o
prasugrel também apresentou um aumento da taxa de sangramento em pacientes
que estavam em maior risco de hemorragia, incluindo pacientes com um histérico de
eventos cerebrovasculares, pacientes idosos e pacientes com baixo peso (HUBER
et. al., 2011).

3.3 Ticagrelor

O ticagelor é o primeiro agente de wuma nova classe de
ciclopentiltriazolopirimidinas e € uma molécula muito diferente do clopidogrel e do
prasugrel (Figura 2). Assim como as tienopiridinas, o ticagrelor também interage com
0s receptores P2Y12 das plaquetas tornando-os incapazes de se ligar ao ADP, mas,
neste caso, a droga ndo exige necessariamente uma conversao metabdlica para
interagir com o receptor (SCHNEIDER, 2011; STONE, 2010; WIDIMSKI et al., 2012;
WIJEYERATNE & HEPTINSTALL, 2011).

O ticagrelor foi aprovado pela European Medicines Agency (EMA) em 2010 e
pelo Food and Drug Administration (FDA) em 2011, sendo comercializado na forma
de comprimidos orais revestidos, na dose de 90 mg, sob os nomes comerciais de

Brilique® na Europa e Brilinta® na América, produzidos pelo laboratério AstraZeneca
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(EMA, 2015; FDA, 2012). A administracao do ticagrelor, também em conjunto com o
AAS, é aprovada pela Comissao Europeia para a prevencdo da aterotrombose em
pacientes adultos com sindrome coronariana aguda.

No Brasil, 0 medicamento Brilinta® esta registrado na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desde 2011 e € indicado na prevencdo de eventos
trombéticos (morte cardiovascular, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral)
em pacientes com sindrome coronariana aguda (ANVISA, 2012; ASTRAZENECA,
2012).

O ticagrelor € quimicamente designado como (1S,2S,3R,5S)-3-(7-((1R,2S)-2-
(3,4-difluorofenil)ciclopropilamina)-5-(propiltio)-3H-(1,2,3)triazolo(4,5-D)pirimidina-3-
i)-5-(2-hidroxietoxi)ciclopentano-1,2-diol. Possui férmula molecular Co3H2gF2NsO4S e
peso molecular de 522,57 g/mol. Apresenta-se sob a forma de p6 branco e inodoro e
€ praticamente insolivel em agua independente do pH e pertence a Classe 4 do
Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (EMA, 2015; SCIFINDER, 2015).
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Figura 2. Estrutura quimica do ticagrelor.

O ticagrelor tem potencial para superar muitas das limitacdes da terapia com
as tienopiridinas. No trabalho de revisédo publicado por Husted e Van Giezen (2009),
estdo compiladas as caracteristicas desse farmaco que o diferem dos seus

predecessores clopidogrel e prasugrel, e que o tornam um medicamento com maior
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seguranca e eficacia na reducdo de eventos tromboticos em pacientes com
sindrome coronariana aguda.

O ticagrelor ndo é um pré-farmaco, e, por conseguinte, ndo requer ativacao
metabdlica para iniciar sua acao farmacolégica. Sendo assim, possui um inicio de
acdo mais rapido e dependente da sua concentracdo, além de indicar uma menor
variabilidade de resposta entre pacientes com possiveis polimorfismos genéticos.
Ademais, por se ligar de forma reversivel sobre o receptor P2Y12, oferece uma
separacdo maior entre os efeitos antitrombdticos e tempo de hemorragia,
promovendo uma maior e mais consistente inibicdo da agregacdo plaquetaria sem
aumento de sangramento, 0 que seria uma das principais vantagens desse farmaco
em relacao as tienopiridinas (HUSTED & VAN GIEZEN, 2009; JAMES et al., 2009).

O mecanismo pelo qual o ticagrelor exerce sua acdo antiplaquetaria também
difere das tienopiridinas. Apesar de ambas as classes serem inibidoras do receptor
P2Y12, estudos demonstraram que a classe das ciclopentiltriazolopirimidinas nao
impede a ligacdo do ADP ao receptor, sugerindo que o ticagrelor se liga ao receptor
P2Y12 num local distinto do local de ligacdo do ADP, inibindo a sinalizacdo do
receptor induzida por ADP de uma forma nao competitiva (HUSTED & VAN GIEZEN,
2009).

Uma vez que o ticagrelor ndo impede a ligacdo do ADP, a hipotese é que ele
age inibindo a mudanca conformacional no receptor com ativacdo da proteina G
induzida pelo ADP, consequentemente “travando” o receptor em um estado inativo e
incapaz de iniciar uma sinalizacéo induzida pelo ADP (Figura 3) (HUSTED & VAN
GIEZEN, 2009).

Estas propriedades oferecem consideraveis beneficios clinicos para o
ticagrelor, incluindo uma reducdo significativa na mortalidade por eventos
cardiovasculares, infarto do miocardio ou acidente vascular cerebral e um perfil de
seguranca favoravel (STEINER et al., 2013).
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D

Figura 3. (A e B) ADP se liga ao receptor P2Y12, resultando em uma mudanga conformacional e
ativacdo da proteina G. (C) Ligacéo irreversivel do metabdlito ativo do clopidogrel ao receptor P2Y12.
(D) Ligagé&o reversivel do Ticagrelor ao receptor P2Y12 em um sitio distinto ao sitio de ligagdo do
ADP, mudando a conformacao do receptor e tornando-o inativo momentaneamente (HUSTED & VAN
GIEZEN, 2009).

7 7

O ticagrelor é rapidamente absorvido apés a administracdo oral. Ele é
metabolizado principalmente através de enzimas do citocromo P450 3A e tem um
metabdlito ativo conhecido, o0 ARC124910XX, que esta presente no sangue em
cerca de um terco da concentracdo do farmaco. Embora este metabdlito também
exerca efeito na inibicdo do receptor P2Y12 equivalente a do composto original, a
ativacdo metabdlica ndo € um requisito para a inibicdo da agregacdo plaquetaria
ocorrer. A farmacocinética do ticagrelor e do seu metabdlito sdo previsiveis, com
concentracfes plasmaticas proporcionais a dose apés dosagem inicial e estavel no
estado de equilibrio (HUSTED & VAN GIEZEN, 2009).

Em humanos, o ticagrelor € rapidamente absorvido e extensivamente
metabolizado, e a maior rota de excrec¢do do farmaco é via fezes, com uma pequena
fracdo sendo eliminada pela urina (TENG et al., 2010; EMA, 2015).
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3.3.1 Sintese

Pela andlise retrossintética do ticagrelor demonstrada no trabalho de Zhang e
colaboradores (2012) observam-se trés principais estruturas quimicas fazendo parte
de sua molécula (Figura 4). Na rota de sintese do ticagrelor descrita pelo autor, a
sua formacédo se da pela ‘reacdo do dicloreto de pirimido (2) com o amino é&lcool (3),
obtendo-se a amino pirimidina (5), a qual foi convertida para triazolopirimidina sob
condicbes de diazotizacdo. A reacdo da triazolopirimidina com (4) proporcionou a

formacéao do ticagrelor”, conforme demonstrado na Figura 5. (ZHANG et al., 2012).
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Figura 4. Rota de retrossintese do ticagrelor (ZHANG et al., 2012).
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Figura 5. Representacéo da rota de sintese do ticagrelor (ZHANG et al., 2012).

3.3.2 Analise quantitativa

Os trabalhos disponiveis na literatura a respeito da quantificacdo do ticagrelor
na forma farmacéutica e matéria-prima por métodos cromatograficos foram
desenvolvidos com deteccdo na regido do ultravioleta (KALYANI & RAO, 2013) e
deteccdo por arranjo de diodos (GOBETTI et al., 2014). Também se encontram
estudos de quantificacdo do ticagrelor e seus metabdlitos em plasma humano, onde
foram desenvolvidos métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplados
a espectrometro de massas (SILLEN et al., 2010; SILLEN et al., 2011).

Um método de quantificacdo do ticagrelor e um de seus metabdlitos
simultaneamente, também em plasma humano, por cromatografia liquida de
ultraeficiéncia acoplado a espectrometro de massas foi desenvolvido por Kale e
colaboradores (2015).
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3.3.3 Estudos de estabilidade

Os estudos de estabilidade do ticagrelor reportados até o momento na
literatura sdo os previamente citados, desenvolvidos por Gobetti e colaboradores
(2014) e Kalyani e Rao (2013). No primeiro, 0os autores avaliam o comportamento
do produto farmacéutico frente a diferentes condicdes de degradacdo: em meio
acido e basico utlizando &cido cloridrico 0,1N e hidroxido de soédio O,1N,
respectivamente, e mantendo a amostra por 24 horas em temperatura ambiente;
degradacéo fotolitica em camara de luz UVC e UVA por duas horas; em presenca de
agente oxidante utilizando peréxido de hidrogénio 3%; e frente ao calor, onde a
amostra foi mantida a uma temperatura de 60°C por duas horas. Como resultado
desse estudo, foi observado que o farmaco é estavel somente nas condi¢cdes de
radiacdo UVA e calor. Nas degradacGes em meio acido e béasico, ocorreu uma
degradacdo consideravel, restando apenas 36 e 38% da concentracdo inicial do
farmaco, respectivamente. No entanto, o cromatograma demonstrou apenas um
pequeno pico em tempo de retencao diferente do ticagrelor. Sob acédo da radiacdo
UVC, 23% de degradacao foi observada, com a formacéo de trés picos de produtos
de degradacéo. Por fim, quando exposto a agente oxidante, o farmaco degradou
completamente ao final das duas horas de exposicdo, demonstrando ser
extremamente sensivel a esta condi¢ao.

J4 no trabalho desenvolvido por Kalyani e Rao (2013), os fatores de
degradacédo estudados foram basicamente os mesmos, com algumas mudancas nas
condi¢cdes como a temperatura de 60°C durante exposi¢cdo aos meios acido (HCI 2N)
e béasico (NaOH 2N), bem como ao agente oxidante (H.O, 20%). A degradacao por
via térmica foi executada a uma temperatura de 105°C por 6 horas, e para a
degradacéo fotolitica a amostra foi colocada em camara de luz UV por 7 dias. Além
disso, também foi avaliado o comportamento do farmaco sob condicBes neutras,
onde o ticagrelor foi mantido em refluxo na agua por 6 horas a uma temperatura de
60°C.

Todas as condigbes avaliadas pelos autores apresentaram formacao de
produtos de degradacdo, porém em menor magnitude do que o relatado no trabalho
citado anteriormente, sendo na condicdo oxidativa que o farmaco se mostrou mais

instavel, formando 9,56% de produto de degradacéo.
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Cabe destacar que, em ambos os trabalhos citados, ndo foram identificados
os produtos de degradacao eventualmente formados.

3.3.4 Analise de impurezas do ticagrelor

Até o presente momento, os trabalhos referentes ao estudo do perfil de
impurezas do ticagrelor, com identificacdo das estruturas quimicas e elucidacdo das
suas respectivas rotas de formacéo foram publicados por Hassane e colaboradores
(2015) e Kumar e colaboradores (2016).

No primeiro, o autor desenvolveu e validou um método analitico indicativo de
estabilidade para a quantificagcdo do ticagrelor e determinacdo do seu perfil de
impurezas. O método validado foi por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo na regido do ultravioleta. A elucidacdo das estruturas dos produtos de
degradacao formados apés exposicao dos comprimidos do farmaco, em solucéo, a
diferentes condicdes foi alcancada através da analise da fragmentacdo das
amostras degradadas em espectrometro de massas. Observou-se a formacdo de
nove diferentes produtos de degradacdo ao final do estudo, todos com suas
estruturas quimicas determinadas e suas rotas e mecanismos de degradacao
elucidados. Os resultados dos estudos de cinética de degradacdo mostraram que o
ticagrelor € extremamente instavel frente a acdo da luz e de agentes oxidantes.

Ja no trabalho mais recente (KUMAR et al., 2016), os autores identificaram,
isolaram e caracterizaram cinco potenciais impurezas relacionadas ao processo de
sintese do ticagrelor, sendo quatro delas ainda ndo reportadas na literatura. Tais
substancias foram detectadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e,
posteriormente, identificadas através da técnica de cromatografia liquida acoplada a

espectrometro de massas.

3.4 Andlise e controle de impurezas em produtos farmacéuticos

Para que um produto farmacéutico esteja apto a ser utilizado é necessario
garantir a sua qualidade. Dentre varios fatores, destaca-se a importancia de o

medicamento ser eficaz para a funcdo pretendida, bem como ser seguro para o



45

paciente que dele fard uso, ndo causando nenhuma reagédo adversa inesperada ou
qualquer tipo de toxicidade.

Cabe aos fabricantes de medicamentos assegurar que seus produtos sejam
capazes se satisfazer todos os requisitos de qualidade durante todo o seu prazo de
validade. Para tanto, realizam-se os testes de estabilidade nos produtos, a fim de
prever o comportamento dos mesmos, em determinado intervalo de tempo, frente a
condicbes ambientais a que possa ser submetido, desde a fabricacdo até o término
da validade (BRASIL, 2010).

Além disso, as empresas estdo cada vez mais atentas para o controle sobre o
perfil de impurezas dos seus produtos, uma vez que a presenca de substancias
estranhas na formulacdo pode alterar as caracteristicas originais do medicamento,
podendo afetar diretamente sua seguranca e eficacia.

Com essa preocupacdo, vém se tornando crescente as exigéncias frente a
concessao e renovagao de registro de novos produtos farmacéuticos pelas agéncias
reguladoras, onde sdo cobrados dos fabricantes estudos completos a respeito do
perfil de impurezas dos seus produtos.

A International Conference of Harmonization (ICH) dispde de dois principais
guias que tratam desse tema. O guia Q3A (R2), Impurities in New Drug Substances,
orienta sobre o0s estudos do perfil de impurezas dos ingredientes
farmacologicamente ativos, além de estabelecer os limites para notificacéo,
identificacdo e qualificacdo dessas impurezas quando da solicitagdo/renovacédo de
registro junto aos 6rgaos reguladores (Tabela 1). O guia aborda tais impurezas sob
duas perspectivas: 0s aspectos quimicos, que incluem, por exemplo, a classificacdo
e identificacdo das impurezas e uma breve discussdo sobre os procedimentos
analiticos; e os aspectos de seguranca, que fornecem orientacées especificas para
a qualificacdo das impurezas presentes na amostra em questao.

Em seu outro guia, Q3B (R2), Impurities in New Drug Products, o ICH
complementa as instrucdes a respeito do controle de impurezas ao tratar dos
produtos acabados. Neste guia sdo abordadas, especificamente, as impurezas
classificadas como produtos de degradacéo. Dentro dessa categoria estéo incluidos,
além dos produtos de degradacéo derivados do farmaco, os produtos de reacdes do
principio ativo com os excipientes da formulacdo e/ou com o0s materiais de
embalagem do produto (ICH Q3B (R2), 2006).
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Tabela 1. Limites de notificacdo, identificacdo e qualificacdo de impurezas em
substancias ativas (ICH Q3A (R2), 2006).

Dose Diaria Limite de Limite de Limite de

Méaximal notificac&oz3 identificacao3 gualificacao?

< 2g/dia 0,05% 0,10% ou 1 mg da 0,15% ou 1 mg da
ingestao diaria (o que ingestao diaria (o
for menor) gue for menor)

> 2g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

1 Quantidade maxima da substéancia ativa administrada por dia;
2 Limites de notificagdo maiores devem ser cientificamente justificados;
3 Limites menores podem ser apropriados se a impureza for usualmente ndo toxica.

De acordo com o ICH, as impurezas podem ser classificadas em trés
categorias principais: residuos de solventes, impurezas inorganicas e impurezas
organicas (relacionadas ao proprio farmaco ou ao processo de producao) (ICH Q3A
(R2), 2006). Neste contexto, inUmeras substancias podem ser incluidas, dentre elas:
reagentes de partida, isdbmeros, intermediarios de sintese, reagentes, solventes,

catalisadores e produtos de degradacéo (ROY, 2002).

3.4.1 Residuos de solvente

Os solventes séo liquidos organicos e inorganicos usados como veiculos para
a preparacdo de solucbes ou suspensfes na sintese de uma nova substancia
farmacéutica ou na producdo de um medicamento. Estes solventes podem nao ser
completamente eliminados e permanecer como residuos no produto final na forma
de impurezas. Muitos dos solventes utilizados industrialmente na sintese de novas
moléculas e nos processos produtivos sdo conhecidamente téxicos. Dependendo do
seu possivel risco a satde humana, estes residuos sdo divididos em trés classes
(Tabela 2).
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3.4.2 Impurezas inorganicas

As impurezas inorganicas podem também ser derivadas de processos de
sintese e producdo de matérias-primas. Estas sdo normalmente conhecidas e
identificadas, e incluem, principalmente: reagentes, reagentes ligantes,
catalisadores, metais pesados ou outros metais residuais e sais inorganicos. As
impurezas inorganicas sao normalmente detectadas e quantificadas utilizando
procedimentos farmacopeicos ja estabelecidos ou outros métodos apropriados (ICH

Q3A(R2), 2006; PILANIYA et al., 2010).

Tabela 2. Classificacdo dos solventes com base nos seus limites permitidos.

Classes Tipo de solventes Limites

Classe | Agentes cancerigenos humanos conhecidos, agentes Solventes
fortemente carcinogénicos para humanos e solventes a serem
nocivos ao meio ambiente. evitados.

Classe Il  Agentes carcinogénicos nao genotdxicos ou possiveis Solventes
agentes causadores de outras toxicidades irreversiveis, em niveis
como neurotoxicidade ou teratogenicidade. Solventes limitados.
suspeitos de outras toxicidades significativas, porém
reversiveis.

Classe lll  Solventes com baixo potencial toxico para o homem,; Solventes
nenhum limite de exposi¢cdo com base na saude & com baixo
necessario. potencial

toxico.

Fonte: ICH Q3C: Guideline for Residual Solvents, 2006.

3.4.3 Impurezas organicas

As impurezas organicas sao as impurezas mais comumente encontradas nos
produtos farmacéuticos. Elas podem ser originadas durante a sintese do farmaco, do
processo de producdo ou da estocagem do produto. Mesmo que o0s produtos

acabados sejam lavados com solventes, h4 sempre uma chance de algumas



48

substancias dos materiais de partida que ndo reagiram permanecerem no produto
final.

As impurezas de um farmaco ou de uma nova entidade quimica sé&o
originadas, principalmente, durante o processo de sintese a partir de matérias-
primas, solventes, intermediarios e subprodutos. As matérias-primas sao geralmente
fabricadas com requisitos de pureza inferiores aos do principio ativo, e, portanto,
podem conter um numero de componentes que pode afetar a pureza do produto
farmacéutico. Do mesmo modo, o0s solventes utilizados na sintese sdo suscetiveis
de conter um certo niumero de impurezas que podem variar de niveis muito baixos
até quantidades bastante significativas (AHUJA, 2007). Além disso, algumas
impurezas dos medicamentos podem surgir de interacbes com 0s excipientes
utilizados para formular um produto farmacéutico.

Outra potencial fonte de formacéo de impurezas organicas nos medicamentos
€ devido a processos de degradacdo. Durante a producdo do medicamento, o
farmaco é submetido a uma variedade de condicbes que podem levar a sua
decomposicdo. Por exemplo, se o calor for usado para a secagem ou por outras
razbes, pode facilitar a degradacdo de farmacos termicamente labeis. Solucdes e
suspensdes sdo potencialmente propensas a degradacdo devido a hidrélise ou
solvdlise. Estas reagbes também podem ocorrer na forma farmacéutica solida, tal
como no caso de capsulas e comprimidos, quando a agua ou outro solvente for
utilizado para a granulacdo (AHUJA, 2007). Neste contexto, a realizacdo dos
estudos de estabilidade do produto torna-se imprescindivel para que se consiga
prever o comportamento do farmaco frente aos diversos fatores de degradacéo,
identificando e quantificando os eventuais produtos formados e avaliando sua
possivel toxicidade.

A Anvisa, em resolucdo publicada em dezembro de 2015 (RDC 53/2015),
estabelece os “parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de
produtos de degradacdo em medicamentos com substancias ativas sintéticas e
semissintéticas, classificados como novos, genéricos e similares”, onde também
orienta sobre como conduzir os estudos de degradacédo forcada nos produtos
(BRASIL, 2015). Os limites previstos nesta resolucdo sdo compativeis com o0s
preconizados pelo ICH em seu guia Q3B (R2), e estdo demonstrados na tabela 3.

Uma vez que a estabilidade de um produto farmacéutico depende de varios

fatores, desde as condicbes ambientais como temperatura, umidade e luz, e os
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fatores relacionados ao produto, como as propriedades quimicas e fisicas do
principio ativo e dos excipientes, a forma farmacéutica e sua composi¢do, o
processo de producéo e as propriedades dos materiais de embalagem, os estudos
de estabilidade devem incluir a avaliacdo do comportamento do farmaco nas
condi¢bes mais adversas. (KOPP, 2006).

Conduzir os estudos de estabilidade sob condicdes exageradas de
temperatura, umidade e luz, por exemplo, pode ajudar a determinar quais potenciais
impurezas podem ser geradas por reacdes de degradacao, e auxiliar no controle de
qualidade a fim de minimizar seu aparecimento durante os processos de producgéo e

armazenagem dos medicamentos (AHUJA, 2007).

Tabela 3. Limites de notificacdo, identificacdo e qualificacdo para produtos de
degradacéo.

Dose Maxima Diaria* Limites?
<1g 0,10 %
Limites de Notificagdo S1g 0.05%
<1mg 1,0% ou 5ug ITD, o que for
Limites de Identificagcédo menor
1mg - 10mg 0,5% ou 20pg ITD, o que
for menor
> 10mg - 29 0,2% ou 2mg ITD, o que for
menor
> 10g 0,10%
<10 mg 1,0% ou 50ug ITD, o que
Limites de Qualificacdo for menor
10 mg - 100mg 0,5% ou 200pg ITD, o que
for menor
> 100 mg - 29 0,2% ou 3mg ITD, o que for
menor
> 29 0,15%

Dados: 1 - Quantidade maxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia
2 - Limites dos produtos de degradacdo sdo expressos como a percentagem do insumo
farmacéutico ativo ou como a ingestao total diria (ITD) de um produto de degradacao.

3.5 Metodologia analitica para analise de impurezas

Uma ampla gama de métodos esta disponivel para monitorar as impurezas
nos produtos farmacéuticos. O critério principal para a escolha do melhor método é a

capacidade deste de diferenciar todos os compostos presentes em uma determinada
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amostra. Este requisito reduz a escolha a métodos essencialmente espectroscopicos
e de separacdo ou, ainda, uma combinagcdo de ambos. Além disso, com relacdo a
determinacao de impurezas em produtos farmacéuticos, seja na matéria-prima ou no
produto acabado, demanda-se por métodos analiticos sensiveis o suficiente, isto €,
gue sejam capazes de detectar com confiabilidade quantidades muito pequenas
dessas substancias nas amostras.

Os principais métodos espectroscopicos dos quais se pode fazer uso nesse
tipo de analise sédo a espectrofotometria no ultravioleta (UV) e no infravermelho (1V),
a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de
massas (EM). Em geral, IV, RMN e EM sao excelentes técnicas de caracterizacédo
de impurezas que foram isoladas por qualguer uma das técnicas previamente
citadas. J& a espectrofotometria na regido do UV é mais utilizada para analisar
amostras por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo esta combinacdo
comumente empregada nas analises farmacéuticas.

Dentre os métodos de separacdo, os mais utilizados sdo a cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia a gasosa (CG), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), eletroforese capilar (EC) e cromatografia de fluido supercritico
(CFS). Com excecdo da eletroforese capilar, todas as demais sdo técnicas
cromatograficas.

A eletroforese capilar € uma técnica que apresenta como principal vantagem
o0 uso de quantidades reduzidas de amostra e de solventes. No entanto, a
reprodutibilidade do método é€ dificil de ser alcangada.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica com muitas
aplicacbes na area quimica e farmacéutica (SHAH et al., 2012). E um método que
oferece grandes beneficios em termos de conveniéncia, precisdo, velocidade e
capacidade de realizar separacfes dificeis. O fato de poder ser utilizada com
diferentes tipos de detectores, como fluorescéncia, arranjo de diodos, espectrometria
de massas, dentro outros, agrega mais uma vantagem ao seu uso.

O uso do CLAE como método de separagdo acoplado a alguma técnica de
identificacdo, como espectrometria de massas ou ressonancia magnética nuclear,
tem se tornado uma escolha acertada para analise de impurezas e substancias
relacionadas em produtos farmacéuticos, e atualmente encontra-se bastante

inserida na rotina dos laboratérios de controle de qualidade.
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3.6 Validacdo da metodologia analitica

Para que se obtenha sucesso no desenvolvimento de novos medicamentos,
bem como no monitoramento do produto lote a lote, levando em consideracdo o
controle de qualidade durante esse processo, se faz necessario o uso de técnicas
analiticas adequadas para a finalidade pretendida.

Além disso, garantir a confiabilidade de um resultado de determinada analise
€ tdo importante quanto o resultado em si. Logo, é indispensavel proceder com a
validacdo do método, apos o desenvolvimento do mesmo, de forma a comprovar
que os resultados obtidos sao confiaveis e que o método proposto é adequado para
realizar as analises a que se destina.

De acordo com a RDC 17/2010, a validacdo deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
especificidade, linearidade, intervalo, precisédo, sensibilidade, limite de quantificacédo
e exatiddo adequados a andlise (BRASIL, 2010).

Os métodos analiticos séo divididos em quatro categorias, e, de acordo com a
sua finalidade, sdo pré-definidos quais parametros devem ser avaliados durante a
validacéo.

Os ensaios quantitativos para determinacdo de impurezas e produtos de
degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas se enquadra na categoria
Il da RE 899/2003 para a qual se determina que o método seja validado nos
seguintes  parametros:  especificidade, linearidade, intervalo, precisao
(repetibilidade), limite de quantificacéo, exatidao e robustez (BRASIL, 2003).

Para proceder com a validacdo de uma metodologia analitica, € indispensavel
fazer uso de substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopeia Brasileira ou,
na auséncia destas, por outros codigos autorizados pela legislacao vigente. No caso
da inexisténcia dessas substancias, admite-se o uso de padrdes de trabalho, desde

gue a identidade e o teor sejam devidamente comprovados (BRASIL, 2003).
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4 CAPI'TULOAI. CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA
DE REFERENCIA (SQR) DE TICAGRELOR E SUAS IMPUREZAS
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4.1 Introducao

Estudos de desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos exigem 0 uso
de substancias de referéncia com alto teor de pureza para que se obtenham
resultados confiaveis. Para isso, devem ser utilizados materiais de referéncia com
identidade e pureza documentadas e bem caracterizadas para o estudo de validagao
(ICH Q2B(R1), 2005). As substancias de referéncia sao classificadas em duas
categorias: as compendiais, que sao obtidas de fontes farmacopeicas e nao
necessitam de caracterizacao posterior, e as nao compendiais, que sado aquelas com
elevado teor de pureza e que devem ser cuidadosamente caracterizadas para
garantir sua identidade (SWARTZ & KRULL, 1998).

Para a construcdo do presente trabalho, serdo utilizadas substancias
qguimicas de referéncia (SQR) de ticagrelor e de duas de suas impurezas de sintese.
Uma vez que nenhuma destas substancias € classificada como compendial, fez-se
necessario realizar as suas caracterizacdes. Sendo assim, 0 presente capitulo tem
como objetivo apresentar a caracterizacdo da SQR de ticagrelor pelas técnicas
analiticas de espectrofotometria na regido de infravermelho (IV) e no ultravioleta
(UV), espectrometria de massas (EM) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC), e
das SQR das impurezas por espectrofotometria na regido de infravermelho (V) e

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN).

4.2 Materiais

4.2.1 Substancias quimicas de referéncia (SQR) de ticagrelor e das impurezas

As substancias quimicas de referéncia utilizadas para o desenvolvimento do
trabalho foram o ticagrelor, teor de 99,7%, adquirido por Sequoia Research Products
(Reino Unido), e de duas impurezas de sintese do farmaco, do mesmo fornecedor.

A escolha das impurezas se deu a partir da andalise da rota de sintese do
farmaco, supondo que estas substancias poderiam estar presentes no produto
farmacéutico como contaminantes, por ndo terem reagido completamente durante a
sintese, ou ainda, em decorréncia de algum processo de degradagcdo posterior no

produto farmacéutico. As substancias (1R,2S)-2-(3,4-difluorofenil)ciclopropanamina



56

e 4,6-dicloro-2-(propiltio)pirimidina-5-amina, ambas ilustradas na figura 6 (ZHANG et
al., 2012) foram denominadas de Impureza 1 e Impureza 2, respectivamente, a fim

de facilitar sua citacao ao longo deste trabalho.

cl NYSV\
F
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NH,

F Cl

Impureza 1 Impureza 2

Figura 6. Estruturas das impurezas de sintese de ticagrelor.

4.3 Metodologia

4.3.1 Espectrofotometria naregido do UV

A espectrofotometria no ultravioleta € uma técnica analitica rapida, simples e
de baixo custo que permite a identificacdo de compostos quimicos e a quantificacéo
de farmacos em preparacdes farmacéuticas. O principio da técnica se baseia na
absorcdo da energia eletromagnética por moléculas que depende tanto da
concentracdo quanto da estrutura das mesmas, em uma faixa de comprimento de
onda entre 190 a 380 nm. Na regido do ultravioleta as transicfes sao eletrdnicas e
ocorrem em por¢des da molécula chamadas de croméforos (FB 5, 2010).

Para a caracterizacdo da SQR de ticagrelor, foi preparada uma solucao
estoque de 50 pg/ml em metanol. Esta solucéo foi diluida a 20 ug/ml, no mesmo
solvente e analisada no espectrofotémetro (Figura 7).

Os experimentos foram feitos em espectrofotdmetro de UV Shimadzu modelo
1800 com cubetas de quartzo cujo caminho éptico é de 1 cm, para realizagdo da

varredura entre 200 e 300 nm.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X12005008
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Figura 7. Espectro na regido do ultravioleta da solucéo de ticagrelor SQR.

Através da analise do espectro da SQR do ticagrelor € possivel observar que
a sua molécula apresenta uma absorcado consideravel em uma ampla faixa de
comprimento de onda, e isso se confirma pelos dados encontrados na literatura
(AMBASANA, 2014).

4.3.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A calorimetria exploratéria diferencial € uma técnica amplamente utilizada nas
analises farmacéuticas e possui diversas finalidades, dentre elas a identificacdo e a
determinacdo da pureza de compostos quimicos. A DSC €& um estudo termo
analitico que permite a analise dos processos térmicos, endotérmicos ou
exotérmicos, que sao caracteristicos do farmaco (OLIVEIRA et al., 2011).

A andlise da SQR por este método foi realizada pelo laboratorio Prati-
Donaduzzi, localizado em Toledo-PR, utilizando-se equipamento Mettler Toledo,

modelo DSC 1 STARe System. O resultado da analise esta demonstrado na figura 8.
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Figura 8. Curva de aquecimento de ticagrelor SQR realizada por DSC.

O farmaco apresentou uma faixa de fuséo entre 133,95 °C e 139,34 °C, com 0
pico em 137,06 °C.

Até o presente momento, ndo consta descricdo na literatura que demonstre o
ponto de fusdo do ticagrelor, no entanto o resultado obtido vai ao encontro do
apresentado na patente US 2007/0293513, na qual sdo descritas as analises por
DSC dos quatro polimorfos do ativo, e as temperaturas de fusdo sé&o
correspondentes ao encontrado para o padrao do ticagrelor (BOHLIN et al., 2007).

4.3.3 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que pode fornecer
informacgbes tanto qualitativas quanto quantitativas dos analitos apos a sua
conversdo para os ions moleculares. O principio da técnica se baseia na introducao
da amostra de interesse em uma fonte de ionizacdo para adquirir cargas positivas ou

negativas. Em seguida, os ions formados percorrem o instrumento e sdo separados
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conforme sua propor¢cdo de massa/carga (m/z). Apos, esses ions chegam até o
detector do equipamento e este gera um sinal grafico relacionando a propor¢cao m/z
com sua intensidade. A partir do espectro de massas gerado para a substancia em
andlise € possivel confirmar a sua identidade através do sinal com m/z
correspondente ao seu peso molecular (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

A determinacé@o do ion molecular da SQR de ticagrelor foi realizada atraves
da injecdo direta de uma solucédo contendo 750 pug/ml de padréo de ticagrelor em
metanol em espectrdmetro de massas marca AB Sciex Triple TOF 5600. O
equipamento operou com modo de ionizacg&o por eletrospray positivo (ESI), volume
de injecdo de 10 pl/min e temperatura de 300°C. A analise foi realizada no
Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO) de Porto Alegre/RS.

O espectro de massas obtido esta representado na figura 9. Tratando-se de
eletronebulizacéo positiva, os picos apresentados nos espectros se referem ao peso
molecular acrescido da massa de um ion hidrogénio (H").

Como se pode observar, o principal pico demonstrado no grafico possui m/z
523,2646 [M+H]", correspondente com a massa molecular do farmaco (522,56
g/mol), comprovando sua identidade. Além disso, nota-se que a fragmentac&o do ion
molecular originou os picos que correspondem com a literatura (495,2555; 453,1992;
363,1779; 335,1552; 321,1331; 293,1071; 153,0748; 127,0602), corroborando
também para a comprovacao da identidade do farmaco (TENG et al., 2010).
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Figura 9. Espectro de massas da SQR de ticagrelor com fragmentacao do ion molecular.

4.3.4 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma ferramenta valiosa para a
determinacao estrutural de compostos organicos e é muito utilizada na analise de
farmacos, podendo ser aplicada a uma grande variedade de substancias.

A identificacdo de estruturas quimicas utilizando o espectro de infravermelho
baseia-se nas bandas que certos grupos de atomos originam, mais ou menos ha
mesma frequéncia. E justamente a presenca destas bandas caracteristicas de
grupos que permite ao analista a obtencdo de informacdes Uteis sobre a estrutura da
substancia em andlise (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

O espectro da regido do infravermelho da SQR de ticagrelor foi obtido através
da pesagem de 2 mg de analito e a andlise foi realizada em espectrofotémetro FT-IR
Perkin Elmer, modelo Spectrum BX, da Faculdade de Farméacia da UFRGS. O
espectro resultante de analise esta representado na figura 10. A tabela 4 apresenta
as atribuicdes das principais bandas de absor¢do molécula de ticagrelor.

As impurezas 1 e 2 também foram analisadas por esta técnica, seguindo o
mesmo procedimento adotado para o farmaco e utilizando o mesmo equipamento.

Os espectros referentes as impurezas 1 e 2 estdo apresentados nas figuras 11 e 12,
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respectivamente. Nas tabelas 5 e 6 estao representadas as bandas de absorcao no
IV das Impurezas 1 e 2, respectivamente, com suas atribuicdes correspondentes.
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Figura 10. Espectro de absorgéo na regido do infravermelho da SQR de ticagrelor.

Tabela 4. Atribuicdo das principais bandas do espectro de IV do ticagrelor (PAVIA et
al., 2001).

Frequéncia de absorcdo (cm™) Atribuicéao
3375 Estiramento ligado a hidrogénio de
OH
1624 e 1518 Estiramento C=C de aromético
1327 Estiramento de ligacdo C-N
1040 Estiramento C-O de élcool

770 Anel aromatico di-orto substituido
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Figura 11. Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho da SQR da Impureza 1.

Tabela 5. Atribuigcdo das principais bandas do espectro de IV da Impureza 1 (PAVIA
et al., 2001).

Frequéncia de absorcéo (cm™) Atribuicao
3359 Deformacéao axial na ligagéo N-H
1521 Vibracbes de nucleos de C=C

aromaticos

724 Anel aromatico orto-substituido
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Figura 12. Espectro de absorgéo na regido do infravermelho da SQR da Impureza 2.

Tabela 6. Atribuicdo das principais bandas do espectro de IV da Impureza 2 (PAVIA
et al., 2001).

Frequéncia de absorcdo (cm™) Atribuicéao
3383 Deformacéao axial na ligagéo N-H,
2870, 2929, 2964 Deformacéao axial CH,-CH,-CH3
1300-1500 C-N em anel aromatico
793 Deformacdes axiais e angulares de C-
Cl

A andlise na regido do infravermelho permitiu a identificagdo dos principais
grupamentos presentes nas moléculas do ticagrelor e das suas impurezas, com

suas bandas caracteristicas, de acordo com a literatura (PAVIA et al., 2001). Os
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resultados encontrados estdo de acordo com as estruturas dos compostos
analisados, e confirmam a identidade das substancias quimicas de referéncia.

4.3.5 Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear também é uma técnica
bastante eficaz para a identificacdo de compostos organicos. Atravées da andlise de
uma substancia por RMN, é possivel confirmar a sua identidade pela concordancia
entre sua estrutura quimica e os sinais graficos gerados pela presenca dos &tomos
de carbono e hidrogénio na molécula.

Os espectros de RMN de hidrogénio (RMN *H) das Impurezas 1 e 2 foram
obtidos em espectrédmetro Varian, modelo VNMRS-300 de 300Hz, utilizando metanol
deuterado como solvente, e estdo representados nas figuras 13 e 14,
respectivamente. As tabelas 7 e 8 apresentam as atribuicdes referentes aos picos do

espectro de RMN *H das impurezas 1 e 2.
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Figura 13. Espectro de RMN 'H da Impureza 1.
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Tabela 7. Atribuicdo dos picos obtidos no espectro de RMN *H da Impureza 1.

Deslocamento o A - ~
Multiplicidade Integral Atribuicéo Identificacéo
(ppm)
1,30 multipleto 2H CH-CH 18,19
2,32 multipleto 1H CH 16
2,75 multipleto 1H CH 17
4,90 singleto 2H NH2 20,21
7,01 multipleto 1H CH 15
7,20 multipleto 1H CH 13
7,45 multipleto 1H CH 14
15,16 ;?SDD
=700
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21, 22,23 ._SDDD
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Figura 14. Espectro de RMN H da Impureza 2.

Tabela 8. Atribuigéo dos picos obtidos no espectro de RMN *H da Impureza 2.

Deslocamento Multiplicidade Integral Atribuicdo | Identificacao
(ppm)
1,04 tripleto 3H CH3 21,22,23
1,75 sexteto 2H CH2 19,20
3,06 tripleto 2H CH2 17,18
4,87 singleto 2H NH2 15,16
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As atribuicbes dos hidrogénios das moléculas das Impurezas 1 e 2 foram
estabelecidas com base em dados tabelados disponiveis na literatura especifica
(SILVERSTAIN, 2000; WEBSTER, 2000).

A andlise dos espectros de RMN *H permitiu verificar os hidrogénios
presentes nas moléculas das Impurezas 1 e 2, possibilitando confirmar a identidade

das substancias quimicas de referéncia.

4.4 Conclusodes

A partir das andlises realizadas e dos resultados obtidos, foi possivel reunir
dados suficientes para comprovar a identidade da substancia quimica de referéncia
do ticagrelor. A comparacao dos resultados de cada técnica analitica com aqueles ja
descritos na literatura auxiliou na confirmacdo de que a SQR adquirida da empresa
britanica correspondia, efetivamente, ao ticagrelor. Com base nesses resultados, a
SQR pbde ser utilizada de forma segura no desenvolvimento e validacdo do método
analitico.

A avaliacdo da identidade das SQR das impurezas de sintese do ticagrelor,
adquiridas do mesmo fornecedor, compreendeu um menor conjunto de resultados,
onde se optou por priorizar analises de identificacdo que se relacionassem com a
estrutura quimica das moléculas para que pudesse ser feita uma comparacao efetiva
com a amostra em analise. Os resultados observados apds avaliacdo dos espectros
de IR e RMN *H possibilitaram confirmar a identidade de ambas as impurezas,
assegurando seu uso no decorrer do trabalho.



5 CAPITULO Il. DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE
METODO  ANALITICO ~ PARA  IDENTIFICAGAO  E
QUANTIFICAGAO DE IMPUREZAS DE TICAGRELOR
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5.1 Introducéo

Conforme previsto nos guias Q3A (R2) e Q3B (R2) do ICH, para que as
industrias farmacéuticas tenham seus pedidos de registro ou renovacéo de registro
de novas substancias e produtos farmacéuticos concedidos, é exigido que as
mesmas apresentem estudos sobre o perfil de impurezas dos seus produtos. Estes
estudos envolvem aspectos quantitativos e qualitativos, no intuito de fornecer todas
as informacdes a respeito das substancias relacionadas que podem estar presentes
no produto.

Para isso, é imprescindivel fazer uso de técnicas analiticas adequadas para
deteccdo, identificacdo e quantificacdo dessas provaveis impurezas que possam vir
a contaminar os produtos farmacéuticos.

Desenvolver e validar métodos capazes de detectar pequenas quantidades de
analitos nos produtos farmacéuticos tem se tornado uma necessidade cada vez
maior, especialmente quando o produto ndo se encontra descrito em nenhuma
monografia farmacopeica, como é o caso do ticagrelor.

Os niveis de impurezas organicas podem ser medidos por uma variedade de
técnicas, incluindo aquelas que comparam respostas analiticas para uma
determinada impureza ao de um padrao de referéncia adequado ou com a resposta
do préprio farmaco.

5.2 Metodologia

Para o desenvolvimento do método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, foram utilizadas as substancias quimicas de referéncia do farmaco e de
duas impurezas, todas caracterizadas como descrito previamente.

O equipamento utilizado foi o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Agilent
modelo LC 1200 series, equipado com uma bomba quaternaria, um autoinjetor,
compartimento com termostato e detector de arranjo de diodos. O sistema utilizado
para aquisicao de dados e analise de resultados foi o software ChemStation (Versao
B03.02).

O desenvolvimento do método por CLAE para andlise das impurezas do

ticagrelor teve como ponto de partida as condicbes empregadas no trabalho
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publicado por Gobetti e colaboradores (2014), no qual os autores apresentam um
método para determinacao de teor de ticagrelor em comprimidos revestidos (Tabela
9).

Tabela 9. Condi¢cbes cromatogréficas pré-estabelecidas (GOBETTI et al., 2014).

Equipamento CLAE Shimadzu

Fase movel Acetonitrila:agua + 0,5% trietilamina (57:43)

pH 7,0

Fluxo da fase movel 0,7 ml/min

Deteccéo Detector DAD 255 nm

Coluna cromatografica Phenomenex C18 Luna (250 x 4,6 mm, 5,0 pm)
Temperatura da coluna 25°C

Volume de injecao 20 pl

5.2.1 Teste de solubilidade

A solubilidade das SQR do farmaco e das impurezas foi testada com o uso
dos solventes agua, metanol e uma mistura de acetonitrila e 4gua na proporcéo de
57:43 (vl/v), correspondente a fase movel empregada no trabalho citado
anteriormente, sem trietilamina. Para o teste, foram pesados 5 mg de cada

substancia e dissolvidos em 50 ml de solvente.

5.2.2 Escolhado comprimento de onda para deteccao

Outro ponto avaliado no inicio do desenvolvimento do método foi o melhor
comprimento de onda que possibiltasse analisar as trés substancias
simultaneamente. Para isso, foram preparadas solu¢cdes de cada uma das SQR e
estas submetidas a uma varredura no equipamento espectrofotdmetro Shimadzu,
modelo 1800.
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5.2.3 Testes de fase moével e colunas cromatogréaficas

O teste para escolha da fase movel mais apropriada para o método foi
realizado a partir da condicéo inicial de acetonitrila e A&gua nas propor¢des de 57:43
(v/v). Conforme apresentavam-se o0s resultados, diferentes proporcdes dos
solventes, bem como a utilizacdo de substancias modificadoras na porcdo aguosa
da fase movel eram testados.

As colunas cromatogréficas submetidas aos testes de desempenho da
metodologia analitica foram:

- coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm x 5,0 um), Phenomenex;

- coluna XBridge Fenil (250 x 4,6 mm x 5,0 um), Waters;

- coluna Zorbax Eclipse Plus C8 (150 x 4,6 mm x 5,0 um), Agilent.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Teste de solubilidade

Apos verificacdo da capacidade de solubilizacdo dos pos nos diferentes
solventes (metanol, &gua e acetonitrila: 4gua), aqueles que apresentaram melhores
resultados foram o metanol e a mistura de acetonitrila e 4gua (57:43 v/v), onde
ambos foram capazes de solubilizar todas as SQR com facilidade. No entanto, a
escolha pela mistura de acetonitrila e &gua como sistema solvente se deu pelo fato

de esta ser semelhante a composicdo inicial de fase mével a ser utilizada no

desenvolvimento do método.

5.3.2 Escolha do comprimento de onda para deteccao

A partir da andlise de cada espectro (Figura 15), escolheu-se o comprimento
de onda de 270 nm como o de melhor absor¢cédo para ambas as impurezas, bem

como para o farmaco.
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Figura 15. Espectros na regido do ultravioleta das impurezas 1, 2 e do ticagrelor, respectivamente.

5.3.3 Testes de fase mével e colunas cromatograficas

A primeira composicao de fase movel a ser testada no desenvolvimento deste
método foi a mistura de acetonitrila e 4gua na proporcao de 57:43 (v/v), porém sem
a trietilamina. A decisdo por retirar a trietlamina se baseou no fato de esta
substancia interferir nas analises em espectrometro de massas devido ao seu
elevado grau de volatilidade. Considerando que, ao se tratar do controle de
impurezas em produtos farmacéuticos, onde pode ser necessario realizar a
identificac@o dessas substancias, seria vantajoso fazer uso de um método hifenizado
para separacao e identificacdo desses compostos em uma mesma andlise. Nesse
sentido, havendo a possibilidade de transpor o método por CLAE com detecc¢éo por
arranjo de diodos para deteccdo por espectrometria de massas, isto seria facilitado
se as condi¢des do método ja forem compativeis.

ApOs estes primeiros testes, iniciou-se a otimizacdo do método, mantendo-se,
inicialmente, as demais condicbes originais, como: coluna cromatografica
(Phenomenex Luna C18, 250 x 4,6 mm), pH neutro e fluxo da fase maével (0,7
ml/min), temperatura da coluna (25 °C) e volume de inje¢&o (20 pl) .

As solucbes de trabalho foram obtidas a partir de uma solug¢do estoque de
cada uma das SQR individualmente pesando-se 5 mg dos pds e dissolvendo-0s em
baldo volumétrico de 50 ml. A partir de cada solugcéo estoque, transferiu-se 1 ml para
baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com fase mével, obtendo-se,
assim, uma mistura dos padrdes das impurezas e do farmaco, numa concentracéo

de 10 pg/ml cada. Esta solucao final foi filtrada em membrana de nylon de 45 pum de
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didmetro de poro, transferida para o vial e injetada no cromatoégrafo. O resultado

destas primeiras analises se apresenta na figura 16.
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Figura 16. Cromatograma da mistura dos analitos utilizando coluna C18 de 250 nm e fase movel
composta por acetonitrila: 4gua (57:43, v/v). O tempo de retencdo de 3.121 minutos corresponde a
impureza 1, o tempo de 9.121 minutos corresponde ao ticagrelor e o de 22.535 minutos corresponde

aimpureza 2.

O que se percebe a partir do cromatograma acima, é que a impureza 1 possui
uma absorcdo reduzida quando comparada aos demais analitos, e, com relagéo a
otimizacdo do método, uma necessidade em limitar o tempo de corrida da analise
devido a extensa retencdo da impureza 2. Com esse objetivo definido, iniciaram-se
diversas modificacbes nas condicdes do método a fim de aprimora-lo o maximo
possivel.

A primeira alternativa foi a troca da coluna cromatografica, uma vez que a
coluna atual, uma C18 de 250mm, poderia estar contribuindo para o maior tempo de
retencdo da impureza 2. Nos casos onde o analito € muito retido na fase
estacionaria C18, as colunas C8 ou fenil sdo consideradas boas opg¢des (LANCAS,
2009). Dessa forma, optou-se, primeiramente, por uma coluna C8 de 150mm
(Zorbax Eclipse Plus, 4,6 x 150mm, 5um). O resultado encontra-se elucidado no

cromatograma abaixo (Figura 17).
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Figura 17. Cromatograma da mistura dos analitos utilizando coluna C8 de 150 mm. Fase movel
composta por acetonitrila: &gua (57:43, v/v).

Como esperado, ao reduzir o tamanho da coluna e a polaridade da fase
movel, diminuiram-se também os tempos de retencédo dos analitos, totalizando um
tempo de analise bastante aceitavel, em torno de 10 minutos. No entanto, a redugéo
no tempo de retencdo da impureza 1, passando de 3 para 2 minutos, nédo foi
considerada adequada, uma vez que se aproximou muito do volume morto.

Na tentativa de melhorar a resolucdo entre a impureza 1 e o tempo do volume
morto, optou-se por alterar as proporcdes da fase movel, alterando a quantidade da
fase aquosa de 43% para 46%.

Sabe-se que o principio da retencdo em fase reversa € a hidrofobia, ou seja, a
separacdo no modo reverso se deve principalmente a interacées entre a parte néo
polar do soluto e a fase estacionaria, isto é, a repulsdo desta parte do soluto pela
fase mével aquosa (CASS, 2001). Sendo assim, ao aumentar a proporcao da fase
aguosa espera-se, também, um aumento na interacdo do analito com a coluna, e,
consequentemente, um aumento no seu tempo de retengéo.

O que se obteve com essa alteracéo foi um aumento nos tempos de retencao
do ticagrelor, que passou de 4,2 minutos para 4,9 minutos, e da impureza 2, que
passou de 8,6 para 10,2 minutos. Esse aumento no tempo total da analise ainda
seria considerado conveniente, no entanto, nao foi proporcional para a impureza 1.
O que se observou para esta substancia foi um aumento insignificante no seu tempo
de retencédo, ndo sendo suficiente para afastad-la do volume morto com adequada

resolucao (Figura 18).
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Figura 18. Cromatograma da mistura dos analitos, mudando a proporcéo da fase movel para 54:46

(v/v) de acetonitrila e 4gua, e mantendo a coluna C8 de 150 mm.

Outro fator que foi levado em consideragéao e que poderia estar influenciando
nesses resultados é o pH da fase mével, que até entdo se mantinha neutro. Sabe-se
gue nas separacdes por cromatografia em fase reversa, a retencdo diminui para
compostos mais hidrofilicos. Assim, quando um acido ou uma base séo ionizados,
eles se tornam menos hidrofobicos e, consequentemente, a retencédo é reduzida
(CASS, 2001). Desse modo, alteracbes no pH e na forca i6nica do solvente
controlando a ionizacdo podem apresentar resultados satisfatorios. Para isso, é
preciso conhecer as caracteristicas de dissociacdo da molécula a fim de encontrar a

faixa de pH mais adequada para a analise da mesma.
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Quando se entende que uma determinada substancia possui caracteristica
acida, pressupde-se que ao diminuir o pH da fase movel, a retencéo irh aumentar.
Enquanto que para compostos basicos, € a elevacdo do pH que aumenta a
retencao.

Em vista disso, foi testado primeiramente o pH acido, voltando as propor¢des
iniciais de fase movel para 57:43 (v/v) de acetonitrila e agua. O ajuste do pH foi feito

com &cido fosférico a 10%, e o valor final ficou em 3,66 (Figura 19).
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Figura 19. Cromatograma da mistura dos analitos utilizando fase mével (acetonitrila:dgua 57:43, v/v)
com pH &cido e coluna C8 de 150 mm.

Como se pode observar pelo cromatograma acima (Figura 19), em um pH
acido a impureza 1 ndo teve sua retencdo aumentada, sugerindo que as suas
moléculas se mantinham ionizadas, e, por consequéncia, interagindo menos com a
fase estacionaria.

A segunda alternativa foi testar a separacédo da mistura em um pH basico. Ao
buscar um maior embasamento na literatura, verificou-se no trabalho de Hassane e
colaboradores (2015) que os autores fizeram uso do acetato de amoénio na porcéo
aquosa da fase moével para otimizar a separacdo dos produtos de degradacédo do

ticagrelor.
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E comum fazer uso desses modificadores em cromatografia liquida com o
objetivo de alterar a ionizacdo dos analitos através do ajuste do pH do meio,
melhorando suas interacdes com a fase moével e a fase estacionaria (COLLINS,
2006). Deste modo, a escolha foi por alterar a composicdo da fase movel para
acetonitrila: acetato de aménio 50mM pH 8,2 ajustado com hidréxido de ambnio 6M
(57:43 vlv). A solucédo de acetato de amonio foi sempre filtrada em sistema de
filtracdo a vacuo com membrana de nylon de 45um de didmetro de poro previamente
ao seu uso no cromatégrafo. O resultado desse ensaio encontra-se exposto no
cromatograma abaixo (Figura 20), seguido de alguns parametros de desempenho
avaliados (Tabela 10).

DAD1 A, Sig=270,4 Ref=360,8 (TICA LIVIA B270\ROBUSTEZ\002-0202.D)
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Figura 20. Cromatograma da mistura dos analitos com fase mével composta por acetonitrila: acetato
de amdnio 50 mM (57:43 v/v), pH 8,2 e coluna C8 de 150 mm.

Tabela 10. Valores dos principais parametros cromatograficos avaliados durante o
desenvolvimento do método analitico.

Tempo de retencéao

(min) Area Pratos teoricos Resolucéo
3,145 107,95 4939 6,33
4,264 2043,45 9314 6,28

8,685 1255,35 13909 18,73
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Nestas condi¢cdes, o que se pbde notar foi que o pico correspondente a
impureza 1 apresentou um aumento no seu tempo de retengdo, passando para
3,145 minutos e afastando-se com resolucdo satisfatoria do sinal referente ao
volume morto. Além disso, os demais analitos mantiveram-se com boas eluices e 0
tempo total da analise ndo excedeu os 10 minutos.

A partir dos resultados deste ultimo ensaio, considerou-se 0 método como
definido, estando adequado para os objetivos a que foi proposto. Ficaram
estabelecidas as condi¢des a seguir para a execucdo da validacdo analitica (Tabela
11).

Tabela 11. Condi¢bes cromatogréficas definidas para a validacdo do método.

Condigdes finais.

Equipamento CLAE Agilent 1200 series

Fase movel Acetonitrila: acetato de aménio 50mM (57:43 v/v)
pH 8,2

Fluxo da fase movel 0,7 ml/min

Deteccéo Detector DAD 270 nm

Coluna cromatografica Zorbax Eclipse Plus C8 (150 x 4,6 mm, 5,0 yum)
Temperatura da coluna 25°C

Volume de injecao 20 pl

Diluente Acetonitrila: agua (57:43 v/v)

5.4 Validacdo do método analitico

A validacao do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi efetuada
conforme previsto na legislacdo vigente através da avaliacdo dos seguintes
parametros analiticos: especificidade, limites de deteccdo e quantificacdo,
linearidade, precisédo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e robustez
(BRASIL, 2003).
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5.4.1 Teste de especificidade/seletividade

Para avaliacdo da especificidade/seletividade do método, foi preparada uma
solucdo placebo em uma concentracdo teérica de 45 pg/ml contendo todos os
excipientes presentes na formulacdo. Esta solucao foi filtrada em papel filtro duplo e,
posteriormente, em membrana de 45 um de diametro de poro.

Os excipientes utilizados no preparo da solucédo placebo sdo os descritos na
bula do medicamento, nas quantidades indicadas pelo Handbook of Pharmaceutical
Excipients (ROWE; SHESKEY, 2006): manitol, amidoglicolato de sodio, fosfato de
calcio dibasico, hidroxipropilcelulose, estearato de magnésio, hipromelose, dioxido

de titanio, talco, polietilenoglicol e éxido férrico amarelo.

5.4.2 Limites de deteccéo e quantificacao

Os limites de deteccédo e quantificacdo das impurezas foram primeiramente
calculados com base na relagdo sinal x ruido pelo software ChemStation do proprio
equipamento. Posteriormente, tais limites foram obtidos experimentalmente através
da injecdo de diferentes concentracfes das amostras, partindo-se de uma solucdo
de 10 pg/ml de cada impureza. As amostras foram diluidas gradualmente e a cada
analise, os valores da proporcao sinal x ruido dos cromatogramas eram avaliados.

O limite de detecc¢ao foi determinado no momento em que a relagéo entre o
sinal analitico do pico de cada impureza e o ruido da linha de base fosse de até 3
vezes. O limite de quantificacdo foi estabelecido com a determinacao do ruido e do
sinal analitico, onde o ponto definido foi de um sinal de, no minimo, 10 vezes a altura

do ruido da linha de base.

5.4.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela construcéo de trés curvas padréo,
em trés diferentes dias, de cada uma das impurezas individualmente, e também do
ticagrelor. Foram efetuadas trés determinacdes de cada concentracao.

Para as impurezas, a curva padréo foi elaborada com nove pontos, iniciando

da concentracdo correspondente ao LQ até 120% do limite maximo especificado,
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conforme consta na RE 899 (2013), enquanto que para o farmaco, a curva padrao
foi construida com cinco pontos.

As diluicbes das amostras foram feitas a partir da solucdo estoque da SQR de
cada analito na concentracéao de 100 pug/ml, e estdo apresentadas nas tabelas 12, 13
e 14.

Tabela 12. Diluicbes da impureza 1 para avaliacao da linearidade.

estoque (100 pgimi) volume final concentragao
100 pl 5 ml 2 ug/ml
250 pl 5 ml 5 ug/ml
500 pl 5 ml 10 pg/mi
750 pl 5 mi 15 pg/ml
1,0 ml 5 mi 20 pg/ml
1,5 ml 5 ml 30 pg/ml
2,0 ml 5 mi 40 pg/ml
2,5 ml 5 mi 50 pg/ml
3,0 ml 5 ml 60 pg/ml

Tabela 13. Diluicbes da impureza 2 para avaliacao da linearidade.

:;'(;quﬁ‘; ?fozodgfi?) Volume final Concentrag&o
20 pl 10 ml 0,2 pg/ml
60 i 10 ml 0,6 pg/ml
40 pl 5 ml 0,8 pg/ml
50 il 5 mi 1,0 ug/ml
500 5 mi 10 pg/ml
1,0 ml 5 ml 20 pg/ml
1,5 ml 5 mi 30 pg/ml
2,5 ml 5 ml 50 pg/ml
3.0ml 5 mi 60 pg/ml
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Tabela 14. DiluicGes do ticagrelor para avaliacao da linearidade.

estoque (100 pgim) volume final concentrasdo
1,5 ml 10 ml 15 pg/ml
3,0 ml 10 mi 30 pg/ml
4,5 m| 10 ml 45 pg/mi
6,0 ml 10 ml 60 pg/ml
7,5 ml 10 ml 75 pg/ml

5.4.4 Preciséao (repetibilidade e precisao intermediaria)

A precisdo do método foi avaliada pela analise de uma solucao contendo a
mistura das duas impurezas com o farmaco. A cada dia eram preparadas as
solucbes estogue de cada substancia separadamente, na concentracdo de 100
pug/ml. A partir dessas solugbes, uma aliquota de 2 ml da impureza 1, 1 ml da
impureza 2 e 4,5 ml do ticagrelor eram transferidas para um baldo volumétrico de 10
ml e o volume deste completado com o diluente, resultando em uma mistura
contendo a impureza 1 na concentracao de 20 pug/ml, a impureza 2 na concentragcao
de 10 pg/ml e o ticagrelor na concentracao de 45 pg/ml. Esse procedimento repetiu-
se em 6 balbes, sendo cada um deles analisado em triplicata.

Para verificacdo da precisao intermediaria, o procedimento foi 0 mesmo da
repetibilidade, sendo executado em trés dias distintos.

A precisdo do método foi avaliada pela analise dos desvios padrao relativos
(DPR) entre as andlises da repetibilidade e também para a verificacdo da

reprodutibilidade.

5.45 Exatidao

A andlise da exatiddo do método foi realizada através da adicdo de
concentracbes conhecidas dos padrdes das impurezas a solucdo padrdo do
ticagrelor. Manteve-se a concentracdo do farmaco sempre constante, em 45 pug/ml, e

modificou-se as concentracfes das impurezas em trés niveis dentro da faixa de
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linearidade: concentracdo baixa, média e alta, conforme ilustrado na tabela 15. Além
disso, foram realizadas andlises isoladas do ticagrelor (45 pg/ml) e da mistura das
impurezas 1 (20 pg/ml) e 2 (10 pg/ml), sendo denominadas de Solucbes de
Referéncia. Todas as amostras foram preparadas em triplicata, e cada uma

analisada trés vezes.

Tabela 15. Preparo das solugdes para avaliacdo da exatid&o.

SQR Ticagrelor SOQR Impureza 1 SQR Impureza 2
45 pg/mi 2 ug/ml 0,2 pg/ml
45 pg/mi 20 pg/ml 10 pg/ml
45 pg/mi 60 pg/ml 30 pg/ml
45 pg/mi - -
- 20 pg/ml 10 pg/ml

Para o calculo da exatiddo foi utilizada a equacédo descrita abaixo, onde a

concentracao experimental foi obtida pela curva padréo de cada impureza.

o Concentracao média experimental
Exatidao = — — x 100
Concentragao tedrica

5.4.6 Robustez

A robustez do método desenvolvido para a analise de impurezas foi avaliada
pela analise de uma amostra contendo a mistura dos padrées das impurezas com o
farmaco, nas mesmas concentracfes utilizadas no teste de precisdo, frente a
diferentes alteragdes no método a fim de verificar se este mantinha seus parametros
adequados. Assim, foram avaliados os parametros de maior importancia para um
método de andlise de impurezas, como: tempo de retencdo, resolugdo entre os

analitos, numero de pratos tedricos e assimetria dos picos.
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Para cada modificacdo efetuada, a amostra foi injetada trés vezes, e a média
dos resultados comparados com a condi¢cdo normal. Na tabela 16 estdo expostas as

alteracdes definidas para a verificacdo da robustez do método.

Tabela 16. AlteracBes nas condicbes do método cromatogréafico para avaliacdo da
robustez.

Parametro Crc])(r)lrdringjo Alteracédo 1 Alteracédo 2
Fluxo da fase movel 0,7 ml/min 0,6 ml/min 0,8 ml/min
Proporcdes da fase movel 57:43 55:45 59:41
pH da fase mével 8,20 8,01 8,40

5.5 Resultados e discussao

5.5.1 Especificidade e seletividade

Ao se desenvolver um método para andlise de impurezas em produtos
farmacéuticos, o conceito de seletividade se faz ao garantir que o método seja capaz
de separar, de forma confiavel, os diferentes analitos de interesse (neste caso, as
impurezas de sintese e o farmaco) sem interferéncia dos excipientes da formulacéo.

Para alcancar esta definicdo, optou-se por analisar a matriz que compde 0s
comprimidos de ticagrelor, pela injecdo da solucédo placebo do mesmo, e comparar
com uma amostra onde os analitos de interesse a este estudo estivessem
presentes.

O gque se espera € que na amostra do placebo ndo ocorra a formacédo de
nenhum pico cromatografico, especialmente nos tempos de retencédo préximos aos
dos analitos. Além disso, a confirmacdo da seletividade do método pode ser feita
através do uso de detectores que indicam a pureza dos picos cromatogréaficos. O
uso do detector de arranjo de diodos é bastante empregado para confirmar a pureza

e a identidade do pico em analise.
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Também foi avaliado se a composicao utilizada como diluente durante o
preparo das amostras poderia interferir na anélise dos componentes da mistura das
impurezas com o farmaco.

Abaixo pode-se ver os cromatogramas correspondentes a solucéo placebo e

ao sistema diluente (Figuras 21 e 22, respectivamente).
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Figura 21. Cromatograma da solu¢do placebo contendo os excipientes presentes nos comprimidos de
ticagrelor.
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Figura 22. Cromatograma correspondente a inje¢cao do diluente utilizado no preparo das amostras.
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Como se pode observar nos cromatogramas, tanto a solucao placebo quanto
o diluente nado interferem na andlise do ativo, bem como de suas impurezas de
sintese, comprovando que o método desenvolvido apresenta seletividade adequada.
Os dados de pureza dos picos dos analitos foram adquiridos pelo software do
proprio equipamento, e confirmaram que ndo ha interferéncia ou coeluicdo com

outras substancias.

5.5.2 Limites de deteccéo e quantificacéo

Os limites de deteccao e quantificacdo de um método cromatografico podem
ser obtidos de diferentes maneiras. Estes podem ser definidos diretamente pelo
software do equipamento, ou, a partir dos dados de desvio padréo do intercepto (s) e
inclinacdo meédia (I) obtidos pela curva padrdo, ou, ainda, experimentalmente,
através da analise de sucessivas diluicbes das amostras observando-se a relacéo
sinal x ruido dos cromatogramas.

No presente trabalho, os limites do método foram definidos
experimentalmente pela analise de diferentes concentrages de cada impureza, até
se obter as relacdes sinal x ruido pré-estabelecidas.

Nos métodos desenvolvidos para o0 monitoramento de substancias
relacionadas em produtos farmacéuticos, como no caso de impurezas de sintese ou
produtos de degradacao, o limite de quantificacdo é um parametro muito importante
a ser avaliado, uma vez que, nesse tipo de andlise, espera-se encontrar quantidades
muito pequenas dessas substancias nas amostras. Além disso, é valido destacar
que o ideal é que o limite de quantificacdo para as impurezas seja menor que 0 seu
limite de notificacdo estabelecido pelas agéncias reguladoras para garantir que a
metodologia desenvolvida seja capaz de cumprir com 0 seu propoésito.

Sendo assim, os limites de quantificacdo das impurezas 1 e 2 foram de 2
pg/ml e 0,2 ug/ml, respectivamente. Tais valores vao ao encontro do que se verificou
desde os testes preliminares ao desenvolvimento do método, onde a impureza 1
sempre se mostrou com uma menor sensibilidade de deteccdo quando comparada a
impureza 2, sendo este fator capaz de afetar no limite de quantificacdo de um analito
(CHAN et al., 2004).
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Para garantir a confiabilidade de tal resultado, foram preparadas trés
amostras das concentra¢gdes dos limites de quantificacdo de cada impureza e cada
uma delas injetada em triplicata. Os DPRs das areas foram calculados e os valores
obtidos foram de 1,05% para a impureza 1 e 0,55% para a impureza 2,
respectivamente.

Ja os limites de detec¢do obtidos para cada uma das impurezas 1 e 2 foram
de 0,5 e 0,07 pg/ml, nessa ordem.

5.5.3 Linearidade

O primeiro critério de aceitacdo desse parametro se da pelo exame visual do
gréafico de calibracdo, sendo este o modo mais sensivel de se detectar um possivel
desvio de linearidade. Em seguida, os resultados dos testes deverdo ser tratados
por métodos estatisticos apropriados para comprovacao da linearidade do método.

A verificacdo da linearidade foi realizada pela analise da correlacédo entre as
concentracbes dos analitos e suas respectivas areas, a partir dos gréaficos de
calibracdo. A equacdo da reta foi determinada através do estudo de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados foi aplicado para confirmar a linearidade do
método. Os residuos padronizados também foram avaliados a fim de verificar

possiveis amostras atipicas.

5.5.3.1 Avaliacao da linearidade do método para a impureza 1

A figura 23 mostra a representacédo grafica da curva padréo obtida através do

método, bem como a equac&o da reta e o coeficiente de determinacéo ().
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Figura 23. Representacdo gréfica da curva de calibracdo da impureza 1 obtida pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A tabela 17 apresenta os resultados correspondentes a analise de regressao
linear (p < 0,05) dos dados determinados a partir das curvas individuais da impureza
1.

Tabela 17. Estatistica de regresséo linear da impureza 1.

Estatistica de regressdo

R multiplo 0,99997467
R-Quadrado 0,99994934
R-quadrado ajustado 0,999942103
Erro padrao 0,842069974
Observacgdes 9
ANOVA
gl sQ MQ F F de significagdo

Regressao 1 97973,92532 97973,92532 138170,1232 2,69313E-16
Residuo 4,963572887 0,709081841
Total 8 97978,88889

Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersecdo  -0,806336868 0,467392433 -1,725181693 0,12814634  -1,91154435 0,298870613 -1,91154 0,298870613
Varidvel X 1 5,38903893 0,014497872 371,71242 2,69313E-16  5,354756912 5,423320949 5,354757 5,423320949

A tabela 18 apresenta os dados para o célculo do residuo padronizado de

regressao linear, realizado sobre os resultados obtidos na linearidade.



Tabela 18. Residuos da regressao

linearidade da impureza 1.
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linear obtidos a partir

dos resultados da

Observacgdo Y previsto Residuos Residuos padréo
1 9,971740992 1,028259008 1,305420157
2 26,13885778 -0,138857783 -0,176286079
3 53,08405243 -0,084052434 -0,106708272
4 80,02924709 -0,029247085 -0,037130464
5 106,9744417 0,025558264 0,032447343
6 160,864831 -0,864831039 -1,097941143
7 214,7552203 -0,755220341 -0,958785529
8 268,6456096 -0,645609644 -0,819629914
9 322,5359989 1,464001054 1,858613901

A figura 24 representa os residuos obtidos a partir da curva de

impureza 1.
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Figura 24. Representacgéo grafica da distribuicéo residual de regresséo linear da impureza 1.

5.5.3.2 Avaliacao da linearidade do método para a impureza 2

A figura 25 mostra a representacdo grafica da curva padréo obtida através do

método, bem como a equacgédo da reta e o coeficiente de determinagéo (r).



89

9000
8000
7000
6000

< 5000

[a'

< 4000
3000

y =139,28x - 5,6569
R*=0,9999

2000
1000

0
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

CONCENTRAGAO (ug/ml)

Figura 25. Representagéo gréfica da curva de calibracdo da impureza 2 obtida pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A tabela 19 apresenta os resultados correspondentes a analise de regressao
linear (p < 0,05) dos dados determinados a partir das curvas individuais da impureza
2.

Tabela 19. Estatistica de regressao linear da impureza 2.

Estatistica de regressdo

R multiplo 0,999971473
R-Quadrado 0,999942946
R-quadrado ajustado 0,999934796
Erro padrao 25,74475042
Observacoes 9
ANOVA
gl sQ mMQ F F de significagdo

Regressao 1 81314472,45 81314472,45 122684,7202 4,08255E-16
Residuo 7 4639,54522 662,7921743
Total 8 81319112

Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Interse¢io  -5,666565591 11,48018229 -0,493595437 0,636700277 -32,81288305  21,47975187 -32,8129  21,47975187
Varidvel X 1 139,2757769 0,397631106 350,2637866 4,08255E-16  138,3355287  140,216025 138,3355  140,216025

A tabela 20 apresenta os dados para o célculo do residuo padronizado de

regressao linear, realizado sobre os resultados obtidos na linearidade.
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Tabela 20. Residuos da regressao linear obtidos a partir dos resultados da
linearidade da impureza 2.

Observacgdo Y previsto Residuos Residuos padréo
1 22,18858979 6,811410214 0,282842276
2 77,89890054 7,10109946 0,294871557
3 105,7540559 6,245944083 0,259361422
4 133,6092113 4,390788706 0,182326513
5 1387,091203 -26,09120326 -1,083431344
6 2779,848972 8,151027895 0,338469599
7 4172,606741 -0,606740954 -0,025194782
8 6958,122279 -46,12227865 -1,915217242
9 8350,880047 40,1199525 1,665971999

A figura 26 representa os residuos obtidos a partir da curva de regressao

linear da impureza 2.
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Figura 26. Representacgéo grafica da distribuicdo residual de regresséo linear da impureza 2.

5.5.3.3 Avaliacao da linearidade do método para o ticagrelor

A figura 27 mostra a representacédo grafica da curva padréo obtida através do

método, bem como a equacgédo da reta e o coeficiente de determinagéo (rd).
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Figura 27. Representacdo grafica da curva de calibracdo do ticagrelor obtida pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A tabela 21 apresenta os resultados correspondentes a analise de regressao

linear (p < 0,05) dos dados determinados a partir das curvas individuais do ticagrelor.

Tabela 21. Estatistica de regresséo linear do ticagrelor.

Estatistica de regressdo

R multiplo 0,999899662
R-Quadrado 0,999799334
R-quadrado ajustado 0,999732446
Erro padrao 17,5755512
Observacgdes 5
ANOVA
gl sQ mMQ F F de significagdo

Regressdo 1 4617202,5 4617202,5 14947,24021 1,20649E-06
Residuo 3 926,7 308,9
Total 4 4618129,2

Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersegdo 2,1 18,43339361 0,113923678 0,91649471 -56,56328539  60,76328539 -56,5633  60,76328539

Varidvel X 1 45,3 0,370525153 122,2589065 1,20649E-06 44,1208236 46,4791764 44,12082 46,4791764
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A tabela 22 apresenta os dados para o célculo do residuo padronizado de

regressao linear, realizado sobre os resultados obtidos na linearidade.

Tabela 22. Residuos da regressao linear obtidos a partir dos resultados da
linearidade do ticagrelor.

Observagdo Y previsto Residuos Residuos padrdo
1 681,6 13,4 0,880369955
2 1361,1 21,1 -1,386254182
3 2040,6 10,4 0,683272204
4 2720,1 -11,1 -0,729261679
5 3399,6 8,4 0,551873703

A figura 28 representa os residuos obtidos a partir da curva de regressao

linear do ticagrelor.

Distribuicao de residuos
20
15 4
10 +

RESIDUOS

-10 -+
-15 -
220
225

CONCENTRACAO (ug/ml)

Figura 28. Representacao grafica da distribuicdo residual de regresséo linear do ticagrelor.

Os resultados obtidos na andlise da linearidade apresentaram-se satisfatérios
para todos os compostos. Os coeficientes de determinacdo (r’) obtidos para o
ticagrelor e para as impurezas 1 e 2 foram de 0,9998, 1 e 0,9996, respectivamente,
todos de acordo com o especificado. A andlise estatistica de regressdo linear
também apresentou valores adequados, comprovando que 0 método possui

linearidade. Por fim, dos graficos dos residuos ndo apresentou indicadores de
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variancia nao-constante, sendo os residuos obtidos aleatoriamente distribuidos com

auséncia de amostras atipicas.

5.5.4 Precisao

O estudo completo da precisdo do método foi conduzido por trés dias, sendo
cada dia avaliado individualmente para verificacao da repetibilidade. Ao final das trés
andlises, as médias dos DPR foram relacionadas para compor o resultado da
precisdo intermediaria.

As tabelas 23, 24 e 25 apresentam os resultados da analise de repetibilidade

e reprodutibilidade da Impureza 1, Impureza 2 e do ticagrelor, nesta ordem.

Tabela 23. Resutados da preciséo intra-dia e interdias da Impureza 1.

REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA - IMPUREZA 1

DIA 1 (ug/ml) DIA 2 (ug/ml) DIA 3 (ug/ml)
) 17,08 19,16 19,73
ANALISE 1
) 19,04 19,45 21,09
ANALISE 2
] 19,63 19,52 21,08
ANALISE 3
) 19,33 19,43 21,28
ANALISE 4
] 19,38 19,42 21,14
ANALISE 5
] 19,10 19,25 21,24
ANALISE 6
MEDIA 18,93 19,37 20,93
DP 0,93 0,14 0,59
DPR % 4,90 0,71 2,83
MEDIA (n = 18) 19,74
DESV PAD (n = 18) 1,07

DPR % (n = 18) 5,41
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Tabela 24. Resutados da precisédo intra-dia e interdias da Impureza 2.

REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA - IMPUREZA 2

DIA 1 (ug/ml) DIA 2 (ug/ml) DIA 3 (ug/ml)
p 8,95 8,88 8,95
ANALISE 1
. 9,07 8,85 9,07
ANALISE 2
. 9,09 8,84 8,95
ANALISE 3
. 9,06 8,83 8,94
ANALISE 4
. 9,21 8,84 8,94
ANALISE 5
. 9,21 8,89 8,92
ANALISE 6
MEDIA 9,10 8,85 8,96
DP 0,10 0,02 0,06
DPR % 1,09 0,25 0,62
MEDIA (n = 18) 8,97
DESV PAD (n = 18) 0,12
DPR % (n = 18) 1,35

Tabela 25. Resutados da preciséo intra-dia e interdias do ticagrelor.

REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA - TICAGRELOR

DIA 1 (ug/ml) DIA 2 (ug/ml) DIA 3 (ug/ml)
] 44,77 45,35 44,77
ANALISE 1
) 45,70 45,66 45,64
ANALISE 2
) 46,03 45,59 45,57
ANALISE 3
] 45,96 45,57 45,48
ANALISE 4
) 46,15 45,51 45,40
ANALISE 5
] 46,10 46,46 45,32
ANALISE 6
MEDIA 45,79 45,69 45,36
DP 0,52 0,39 0,31
DPR % 1,14 0,86 0,69
MEDIA (n = 18) 45,61
DESV PAD (n = 18) 0,43

DPR % (n = 18) 0,95
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A partir dos valores de DPR obtidos entre as concentragdes das amostras,
pode-se afirmar que o método proposto apresentou adequada repetibilidade e
reprodutibilidade tanto para a Impureza 1 quanto para a Impureza 2. O mesmo se
observou nos resultados dos DPR do ticagrelor, que também apresentaram valores
satisfatorios.

Cabe destacar que para métodos de analise de tracos ou impurezas, 0S
valores aceitaveis de DPR no teste de precisdo podem ser diferentes dos usuais,
sendo admitidos até 20% de DPR, dependendo do tipo de amostra (RIBANI et al.,
2004).

5.5.5 Exatidao

As tabelas 26, 27 e 28 a seguir apresentam os valores de recuperacéo
obtidos a partir das concentracdes determinadas experimentalmente para as

impurezas 1 e 2, e para o ticagrelor, respectivamente.

Tabela 26. Percentuais de recuperacao obtidos nas diferentes concentracdes para a
impureza 1.

EXATIDAO - IMPUREZA 1

CONC
) CONC p CONC %
TEORICA AREA "
REAL (pg/ml) CURVA (ug/ml) RECUPERAGCAO
(Mg/ml)
PONTO BAIXO 2,0 2,08 10,47 2,09 100,38
PONTO MEDIO 20,0 20,08 107,39 20,09 96,56

PONTO ALTO 60,0 61,2 336,10 62,56 102,21
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Tabela 27. Percentuais de recuperacao obtidos nas diferentes concentracdes para a
impureza 2.

EXATIDAO - IMPUREZA 2

CONC
. CONC < CONC %
TEORICA AREA ~
REAL (ug/ml) CURVA (ug/ml)  RECUPERAGAO

(pg/ml)
PONTO BAIXO 0,2 0,20 24 0,21 105,53
PONTO MEDIO 10,0 10,16 1240 8,94 88,0
PONTO ALTO 30,0 30,48 4324 31,09 101,99

Tabela 28. Percentuais de recuperacédo obtidos nas diferentes concentracdes para o
ticagrelor.

EXATIDAO - TICAGRELOR

CONCENTRACAO (ug/ml) AREA CONC %
He CURVA (Ug/ml)  RECUPERACAO

45,0 2027 44,70 99,33

45,0 2000 44,09 97,98

45,0 2022 44,59 99,09

A partir dos resultados obtidos no teste de exatidao, verificado pelo principio
da recuperacdo, o método ndo apresenta resultados satisfatorios para a Impureza 2
guando levado em consideracdo os critérios de aceitacdo usuais para analise de
teor de farmacos, que sao de 95 a 105% de recuperacdo. No entanto, para métodos
de andlise de impurezas esses limites podem ser discutidos e os valores de
aceitacdo expandidos, uma vez que, nesses casos, as concentracfes usuais dos
analitos nas amostras podem ser bastante reduzidas, o que permite que se tenha
uma maior variacdo nos percentuais de recuperacdo do método (RIBANI et al.,
2004).

Como se pode perceber, a avaliacdo da exatiddao para a Impureza 1
apresentou valores de recuperacao dentro dos critérios usuais de aceitagdo, ficando
entre 96,56 e 102,21%. Ja para a Impureza 2, nota-se que houve uma variacao
maior nos resultados, especialmente no ponto médio (10 pug/ml), onde a recuperacao

ficou em 88%. Ainda assim, tal valor se justificaria ao analisarmos que, quando a
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amostra da Impureza 2 foi analisada isoladamente, na mesma concentragao de 10
pg/ml, o valor da recuperagéo também foi inferior aos 95%.

Uma vez que as guias oficiais ainda ndo estabelecem de forma unanime
quais os critérios ideais para a validacdo de métodos para analise de impurezas, 0s

valores aqui expostos podem ser considerados aceitaveis.

5.5.6 Robustez

A analise da robustez de uma metodologia analitica é um dos parametros de
grande importancia na validacdo. Garantir que o método proposto resiste a
pequenas variacbes em suas condicfes de analise propicia uma maior seguranca
para o laborat6rio que for utiliza-lo e atesta a confianca durante a rotina de trabalho.

Apesar de ser comumente o Ultimo parametro a ser verificado durante a
validacdo analitica, muitos profissionais da area consideram que, devido a sua
importancia, o ideal € que a robustez seja avaliada logo no inicio da validacao. Isso
traria mais seguranca ao longo da validacéo, pois se o0 método se mostrar pouco
resistente a pequenas variacdes, ele provavelmente ndo sera aprovado nos demais
testes.

Os resultados estao apresentados nas tabelas 29, 30 e 31.
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ROBUSTEZ - IMPUREZA 1

TEMPO Diferenca®™ | . Diferenca ~ Diferengca | PRATOS | Diferenga Diferenga
- AREA RESOLUGAO . ASSIMETRIA
RETENCAO % % % TEORICOS % %

CONDICOES NORMAIS® 3,148 - 107,97 - 6,26 - 4949,7 - 0,64 -
ALTERACAO NO FLUXO
FASE MOVEL: 0,6 3,679 16,86 125,73 16,44 6,26 0 4983,67 0,68 0,61 -4,68
ml/min
ALTERACAO NO FLUXO
FASE MOVEL: 0,8 2,763 12,22 94,80 -12,19 6,03 -3,67 4526,33 -8,55 0,66 3,12
ml/min
ALTERACAO NAS
PROPORCOES 3,29 4,51 107,93 -0,03 7,68 22,68 5546,00 12,04 0,70 9,37
FASE MOVEL: 55:45
ALTERACAO NAS
PROPORCOES 3,044 -3,30 108,13 | 0,148 5,88 -6,07 6239,67 26,06 0,60 -6,25
FASE MOVEL: 59:41
ALTERACAO pH

. 3,07 -2,47 109,37 1,29 6,95 11,02 5687,00 14,89 0,67 4,68
FASE MOVEL: 8,0
ALTERACAO pH

3,15 0,063 110,43 2,27 6,54 4,47 5481,67 10,74 0,68 6,25

FASE MOVEL: 8,4

(a): Fase Mével: acetonitrila/acetato de amdnio 50 mM (57:43 v/v); fluxo 0,7 ml/min; pH 8,2.

(b): [alteracao — condi¢cdo normal]/condicdo normal x 100
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Tabela 30. Resultados da avaliacdo da robustez do método na andlise da Impureza 2.

ROBUSTEZ - IMPUREZA 2

TEMPO Diferenca®™ p Diferenca _ Diferenca | PRATOS | Diferenga Diferenga
- AREA RESOLUCAO . ASSIMETRIA

RETENCAO % % % TEORICOS % %
CONDICOES NORMAIS® 8,68 - 1256,3 - 18,73 - 13908 - 0,87 -
ALTERACAO NO FLUXO
FASE MOVEL: 0,6 10,11 16,47 1463,77 | 16,51 19,02 1,54 13861 -0,33 0,88 1,14
ml/min
ALTERACAO NO FLUXO
FASE MOVEL: 0,8 7,58 -12,67 1096,80 | -12,69 18,38 -1,86 13768 -1,00 0,87 0
ml/min
ALTERACAO NAS
PROPORCOES 9,61 10,71 1247,57 -0,69 18,80 0,37 13610 -2,14 0,88 1,14

FASE MOVEL: 55:45

ALTERACAO NAS
PROPORCOES 7,79 -10,25 1252,50 -0,30 17,63 -5,87 13622 -2,05 0,86 -1,14
FASE MOVEL: 59:41

ALTERACAO pH

> 8,52 -1,84 1244,40 | -0,94 18,54 -1,01 14107 1,43 0,87 0
FASE MOVEL: 8,0

ALTERACAO pH

. 8,56 -1,38 1241,93 -1,14 18,33 -2,13 13865 -0,30 0,87 0
FASE MOVEL: 8,4

(a): Fase mével: acetonitrila/acetato de aménio 50 mM (57:43 v/v); fluxo 0,7 ml/min; pH 8,2.

(b): [alteracao — condi¢cdo normal]/condicdo normal x 100
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Tabela 31. Resultados da avaliacdo da robustez do método na analise do ticagrelor,

ROBUSTEZ — TICAGRELOR

TEMPO Diferenca®™ p Diferenca _ Diferenca | PRATOS | Diferenga Diferenga
- AREA RESOLUCAO . ASSIMETRIA

RETENCAO % % % TEORICOS % %
CONDIGOES NORMAIS® 4,24 - 2042,30 - 6,26 - 9313 - 0,78 -
ALTERACAO NO FLUXO
FASE MOVEL: 0,6 4,95 16,74 2384,63 | 16,76 6,26 0 9990,3 7,27 0,77 -1,28
ml/min
ALTERACAO NO FLUXO
FASE MOVEL: 0,8 3,74 -11,79 1788,73 | -12,41 6,03 -3,67 8815,7 -5,33 0,79 1,28
ml/min
ALTERACAO NAS
PROPORCOES 4,70 10,84 2035 -0,35 7,68 22,68 9634,7 3,45 0,79 1,28

FASE MOVEL: 55:45

ALTERACAO NAS
PROPORCOES 3,98 -6,13 2044,3 0,09 5,87 -6,23 9363,7 0,54 0,77 -1,28
FASE MOVEL: 59:41

ALTERACAO pH

< 4,24 0 2021,1 -1,03 6,94 10,86 9552 2,56 0,79 1,28
FASE MOVEL: 8,0

ALTERACAO pH

. 4,29 1,17 2020,83 -1,05 6,53 4,31 9671 3,84 0,79 1,28
FASE MOVEL: 8,4

(a): Fase mével: acetonitrila/acetato de amdnio 50 mM (57:43 v/v); fluxo 0,7 ml/min; pH 8,2.

(b): [alteracao — condi¢cdo normal]/condicdo normal x 100
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Os resultados do teste de robustez foram adquiridos pelo célculo da variacao
percentual (%) entre cada alteracdo do método com relacdo a condi¢cdo normal. No
entanto, como mais uma vez se carece de um acordo que defina o quanto de
variacao € aceitavel, justifica-se aqui que o método se apresenta robusto por manter
todos os parametros que comprometeriam sua performance dentro dos critérios
estabelecidos.

Sobre o tempo de retencdo das impurezas, percebe-se que houve variacao
em ambas, no entanto, ndo a ponto de comprometer a resolucdo da Impureza 1 com
o tempo do volume morto e nem da Impureza 2 em prolongar o tempo total da
corrida cromatogréfica.

Em todos os outros parametros avaliados, nota-se que, para ambas as
impurezas, as variacbes apresentadas também nado impactaram de forma a
comprometer a performance do método.

Da mesma forma, a analise do ativo também néo foi prejudicada em nenhum

aspecto quando feitas as alteracdes nas condi¢cdes do método.

5.6 Aplicacdo do método desenvolvido na analise do produto farmacéutico

ApOs proceder com a validacdo do método, o mesmo foi aplicado na analise de
uma amostra de um lote de comprimidos de ticagrelor a fim de verificar uma eventual
ocorréncia das impurezas de sintese no produto acabado. Para isso, foram
preparadas duas solugcbes, a partir de um mesmo pool de comprimidos, na
concentracdo de 750 pg/ml. As solugBes foram previamente filtradas em membrana

de nylon de 45 um e injetadas no cromatografo.

5.6.1 Resultado e discussao

O cromatograma resultante da injecdo da amostra do produto farmacéutico
estd demonstrado na figura 29. Foi aplicado zoom na linha de base para verificar se
existe a presenca de alguma das impurezas de sintese do ticagrelor. O que se
observa, para o lote analisado, é que o produto acabado ndo apresenta nenhuma

substancia além do farmaco.
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DADL1 A, Sig=270,4 Ref=360,8 (TICA LIVIA B270\TICAG\018-1801.D)
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Figura 29. Cromatograma, aplicado zoom, da analise de uma solugdo de comprimidos de ticagrelor a
750 pg/ml.

5.7 Conclusao

Apo6s a finalizagdo dos ensaios e interpretacdo dos resultados de cada
parametro avaliado, € possivel afirmar que o método desenvolvido com o propésito
de detectar, separar e quantificar as impurezas de sintese do ticagrelor atendeu aos
requisitos necessarios para garantir o seu uso de forma confiavel.

A validacao do método seguiu os preceitos definidos nos guias oficiais do ICH
e da legislacéo vigente no Brasil, através da RE 899 (BRASIL, 2003; ICH Q2B (R1),
2005). No entanto, como ja dito anteriormente, a validacdo dos métodos analiticos
desenvolvidos para uso no controle de impurezas em farmacos e produtos acabados
deve ser adaptada de forma responsavel e coerente, a fim de garantir que 0 mesmo
seja adequado ao seu uso e confiavel nos resultados que apresenta.

Nesse contexto, pode-se julgar que o método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia desenvolvido nesse trabalho para analise de impurezas de ticagrelor
mostrou-se adequado e atendeu aos requisitos estabelecidos, sendo considerado

validado.
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Além disso, sugere-se que o0 método aqui proposto poderia ser aplicado
também no monitoramento das impurezas de sintese nos comprimidos de ticagrelor,

uma vez atestada a nado interferéncia da matriz na andlise cromatografica.
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6 CAPITULO IIl. ELUCIDACAO _DAS ESTRUTURAS DOS
PRODUTOS DE DEGRADACAO DO TICAGRELOR E
PROPOSTA DE ROTAS DE DEGRADACAO
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6.1 Introducéao

Define-se impureza como qualquer componente presente no insumo
farmacéutico ou no produto terminado que n&o seja o insumo farmacéutico ativo
nem o(s) excipiente(s) (BRASIL, 2015).

Este conceito compreende inUmeras substancias quimicas, como, por
exemplo, os reagentes de partida, intermediarios de sintese, residuos de solventes e
os produtos de degradacdo. Estes ultimos, devido a sua notavel importancia nos
estudos de controle de qualidade de medicamentos, bem como seu impacto nos
parametros de seguranca e eficacia, sdo abordados de maneira bastante incisiva e
abrangente dentro do controle de qualidade de impurezas. Sabe-se que, quando um
produto farmacéutico sofre algum tipo de degradacédo, pode ocorrer a formacéo de
novas entidades quimicas que podem afetar diretamente a seguranca do
medicamento por algum fator de toxicidade, e/ou a sua eficacia, ao reduzir o teor do
principio ativo na formulacao.

Frente a este cenario, torna-se relevante acompanhar o comportamento do
produto acabado sob diferentes fatores de degradacdo para, a partir de entéo,
elucidar os mecanismos pelos quais se formam os produtos de degradacao, bem
como identificar e qualificar tais substancias.

Para isso, as empresas devem conduzir diferentes estudos de estabilidade
nos medicamentos, conforme preconizado e definido nos guias oficiais, a fim de
promover a sua degradacdo forcada e avaliar os produtos de degradacao
eventualmente formados.

O guia Q6A do ICH, no qual sdo estabelecidos os procedimentos de analise e
os critérios de aceitacao para novos farmacos e produtos farmacéuticos, prevé que
as impurezas que foram estudadas e monitoradas em uma nova substancia ativa
nao precisam ser controladas ou especificadas no produto acabado, a menos que
elas também sejam produtos de degradacado. Isto é, impurezas provenientes do
processo de sintese da nova substancia ativa sdo normalmente controladas durante
0s ensaios do farmaco, e, portanto, ndo estdo incluidas no limite de impurezas
totais. No entanto, quando uma impureza de sintese € também um produto de
degradacdo, o seu nivel deve ser monitorado e incluido no limite total de produtos de
degradacéao (ICH Q6A, 1999).
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Assim, a elaboracdo deste Ultimo capitulo se apoiou na ideia de
complementar os estudos sobre o perfil de impurezas do ticagrelor, tendo como
objetivo principal investigar a identidade dos seus principais produtos de degradacao
e, a partir disso, verificar uma eventual semelhanca entre as impurezas de sintese e

tais produtos.

6.2 Materiais e métodos

A condicdo escolhida para a identificacdo dos produtos de degradacao foi a
radiagdo, na qual o farmaco apresentou-se mais instavel em relacdo aos outros
fatores de degradacéo forcada.

As amostras submetidas ao teste de degradacdo foram os comprimidos
revestidos de ticagrelor 90 mg, comercializados pelo nome Brilinta® e identificados
pelo lote 34194, obtidos no comércio local.

O preparo da amostra seguiu 0 mesmo procedimento descrito no trabalho de
Gobetti et al (2014). Vinte comprimidos de ticagrelor foram precisamente pesados e
finamente pulverizados. Uma quantidade equivalente a 37,5 mg do farmaco foi
pesada e transferida para baldo volumétrico de 50 ml contendo metanol. Essa
solucéo foi colocada em agitacdo no ultrassom por 30 minutos, e, em seguida, 0
volume completado com o mesmo solvente, resultando em uma solucéo estoque de
750 pg/ml, a qual foi filtrada em papel filtro. Uma aliguota de 2 ml dessa solucéo foi
entdo transferida para uma cubeta descartdvel fechada com parafim®, e esta,
mantida por 2 horas em uma camara espelhada sob radiagéo de luz UVC - 254 nm.
Apods esse periodo, transferiu-se 1 ml do conteddo da cubeta para baldo volumétrico
de 5 ml e este completado com a fase moével que seria utilizada na andlise
(acetonitrila: 4gua 57:43 (v/v)). A amostra degradada em uma concentracao final de
150 pg/ml foi filtrada em membrana de nylon de 45 pum e injetada no cromatografo.
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6.2.1 Sistema cromatografico e espectrometro de massas

O equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizado para
analisar a amostra degradada e isolar os produtos de degradacéo foi da marca
Shimadzu, modelo SCL-10 A, equipado com injetor manual e detector de lampada

de deutério. As condi¢cdes do método estdo descritas abaixo (Tabela 31).

Tabela 32. Condi¢cbes cromatograficas para analise da amostra degradada de

ticagrelor.
Fase mével Acetonitrila: agua (57:43 v/v)
pH da fase movel 7,0
Fluxo da fase movel 0,7 ml/min
Deteccéo 255 nm

Coluna cromatogréfica Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5,0 um)
Temperatura da coluna 25°C

Volume de injegéo 20 pl

Para proceder com a identificacdo dos produtos de degradacdo formados
apos exposicao da amostra de ticagrelor a radiacdo UVC seria necessario dispor de
algum tipo de detector adequado. Nao havendo a possibilidade de fazer uso de uma
técnica hifenizada, como a CLAE-EM, por exemplo, a alternativa mais cabivel
encontrada foi a de coletar cada um dos produtos de degradacao separadamente e,
em seguida, injeta-los no espectrometro de massas. Desse modo, foi adaptado um
coletor na saida do detector do cromatégrafo e, a cada injecdo da amostra
degradada, realizava-se a coleta dos analitos de interesse.

A analise dos produtos de degradacao previamente isolados foi realizada no
Laboratorio Nacional Agropecuéario (LANAGRO) de Porto Alegre/RS, utilizando
espectrometro de massas da marca AB Sciex Triple TOF 5600. O equipamento
operou com modo de ionizag&o por eletrospray positivo (ESI), volume de injecdo de
10 pl/min e temperatura de 300 °C. As estruturas quimicas das moléculas foram

construidas com auxilio do programa ACD/ChemSketch.



110

6.3 Resultados e discussao

No estudo que serviu como ponto de partida para o desenvolvimento do
presente trabalho, os autores submeteram amostras de ticagrelor a diversos fatores
que poderiam promover a sua decomposicdo (GOBETTI et al., 2014). Conforme
previamente descrito no item 3.3.3, as condicdes testadas pelos autores foram: meio
acido, meio basico, radiacdo UVA, radiacdo UVC, meio oxidativo e calor.

Os resultados das andlises de estabilidade do ticagrelor nestas condicdes
demonstraram que o farmaco resiste somente a acdo da luz UVA, mantendo-se
completamente integro. Em todas as outras condi¢cdes, foi possivel observar a
ocorréncia de degradacfes em diferentes magnitudes (Figura 30).

Ao se avaliar o cromatograma resultante da injecdo da amostra degradada de
ticagrelor, notava-se a formacédo de dois produtos de degradacdo majoritarios. O
primeiro produto apresentava um tempo de retencdo em torno de 8 minutos, sendo
entdo denominado de T8, e o segundo produto em torno de 10 minutos, T10,
enquanto que o farmaco era retido por 9 minutos na coluna. (Figura 31).

ApOs coletar quantidade suficiente de cada um dos produtos, estes foram
injetados diretamente no espectrdmetro de massas para avaliacdo das suas

fragmentacdes e consequente elucidacdo de suas estruturas quimicas.
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Figura 30. Cromatogramas dos testes de degradacdo forcada do ticagrelor: meio acido (HCI 0,1N,
24h) (A); meio béasico (NaOH 0,1 N, 24h) (B); radiacao UVA (2h) (C); radiagdo UVC (2h) (D); meio
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Figura 31. Cromatograma da amostra degradada de ticagrelor ap6s injecdo em CLAE com injetor

manual.

Os resultados obtidos apds injecdo das amostras no espectrémetro de

massas estao demonstrados a seguir.

Primeiramente foi analisada uma amostra do padrao (SQR) do ticagrelor para
confirmar o ion precursor do farmaco. Conforme demonstrado no cromatograma

(Figura 32), o ion de massa 523,19 [M+H]" corresponde ao peso molecular do

ticagrelor (522,56 g/mol).
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Figura 32. Espectro de massas do padrao de ticagrelor.

Em seguida, foram analisados os espectros dos produtos de degradacédo T8 e

T10, respectivamente (Figuras 33 e 34).
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Figura 33. Espectro de massas do produto de degradacao T8.
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Figura 34. Espectro de massas do produto de degradacéo T10.

As estruturas dos produtos de degradacao T8 e T10 foram propostas a partir
de uma avaliagdo dos seus respectivos espectros de massas, juntamente com um
levantamento de dados da literatura.

Partindo-se da massa molecular do ticagrelor, m/z 523,19 pode-se sugerir que
sua molécula sofre uma clivagem direta na ligagdo N-C do grupamento
difluorofenilciclopropil (CoHgF2"), perdendo uma massa de aproximadamente 153 g,
formando uma molécula de m/z de 371,2573. Este produto de degradacéo ja é
bastante descrito na literatura, e corresponde a um dos principais metabdlitos do
ticagrelor, conhecido como AR-C133913XX (TENG et al.,, 2010; HASSANE, et al.,
2015; KUMAR et al., 2016). Na figura 35 esta ilustrada a quebra da molécula do

farmaco, originando a estrutura do produto T10.
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Figura 35. Proposta de degradacéo do ticagrelor com formacédo dos produtos T10 e T8.

O outro produto de degradacédo, T8, foi proposto sob duas perspectivas. Na
primeira delas, sugere-se que a estrutura do composto T10 poderia sofrer uma
clivagem no seu anel triazolopirimidino, com a perda de um grupamento N, somado
a um processo de oxidacdo, resultando numa estrutura com m/z 341,2676

(C14H20N404S™). Esta quebra do anel triazol também esta em concordancia com o
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que descreve a literatura acerca das degradacdes fotoliticas (HASSANE, et al.,
2015; TONESSEN, 1996).

A segunda suposicdo para a formacdo do produto T8 seria diretamente a
partir da molécula do ticagrelor, onde o farmaco teria sua estrutura modificada nos
mesmos locais j& descritos previamente originando a molécula do produto T8. Esta
proposta justificaria o fato de que, no espectro de massas correspondente ao
degradado T8 ndo se identifica o fragmento m/z 371,2573. Na figura 36 esta
ilustrado esse mecanismo de degradacéo direto, bem como uma observacéo sobre
0s possiveis sitios onde poderiam ocorrer as oxidagfes da molécula, podendo esta
manter-se em constante alternancia entre as duas formas demonstradas.

Por fim, de acordo com outros trabalhos que estudam possiveis mecanismos
de degradacéo do ticagrelor, acredita-se que a estrutura do composto T8 poderia
sofrer uma degradacdo consecutiva onde perderia 0 grupamento etilico da sua
molécula (CH,CH,OH), resultando no fragmento de m/z 297,2415, o qual apresenta-
se com significativa intensidade nos espectros de massas analisados (KUMAR, et
al., 2016).

Tendo como referéncia o trabalho de Hassane e colaboradores (2015),
publicado em 2014, foi possivel verificar a concordancia entre alguns resultados,
como no caso do produto de degradacdo T10, além de obter subsidios para o
esclarecimento dos mecanismos que atuam na degradacéo do farmaco.

Por outro lado, este estudo contribui com informacdes adicionais a respeito do
perfil de degradacao fotolitica do ticagrelor, uma vez que foram sugeridas estruturas
diferentes para o produto T8 e seu fragmento de m/z 297 daquelas observadas em
outros trabalhos. Cabe salientar que tais divergéncias nos resultados quando
comparados com outros estudos se deve ao fato de que os mecanismos de
fotodegradacdo de farmacos sdo bastante complexos e sofrem influéncia de
inumeros fatores, como por exemplo o efeito do oxigénio no produto, que pode ser
responsavel pela formacdo de produtos secundarios, bem como as condicdes
escolhidas para promover a degradacao, como o tipo de fonte de radiacdo, o tempo
de exposicdo, a concentracdo da amostra, dentre outros (TONESSEN, 1996).



117

Ticagrelor m/z 523

N—N OH

N
HN
W OH

s
W\
O
A
s
g

H4C H3C
5 o o o
OH OH
T8 m/z 341 T8 m/z 341
OH

NH
TN e

Figura 36. Proposta de degradacao do ticagrelor com formacao direta do produto T8.
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6.4 Concluséao

A avaliacdo dos espectros de massas dos produtos de degradacao formados
apos exposicao de uma solucéo de ticagrelor a radiacdo UVC por 2 horas permitiu
identificar quais as principais substancias originadas nesse processo, bem como
pressupor 0s mecanismos quimicos envolvidos.

Além disso, verificou-se que os produtos de degradacéo originados pela agdo
da luz, nas condi¢cdes executadas neste trabalho, diferem das impurezas de sintese
utilizadas no desenvolvimento do método analitico.

Conhecer a estabilidade de um farmaco frente a acdo da luz, bem como
prever quais substancias podem ser originadas a partir dessa condicdo de
degradacédo contribui para que se tenha um maior controle por parte dos fabricantes
durante os processos de producdo e armazenagem dos produtos, minimizando a
sua ocorréncia e garantindo os parametros de seguranca e eficacia dos mesmos.

Sabe-se que a acdo da luz sobre as substancias quimicas tem efeitos
bastante pronunciados na sua estabilidade, o que torna ainda mais importante

prever o comportamento do mesmo sob acao da radiacao.
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A caracterizacdo da SQR do ticagrelor demonstrou-se satisfatéria ao
confirmar, por meio de diferentes técnicas, a identidade e pureza do farmaco,

permitindo seu uso como padrao ao longo do desenvolvimento do trabalho;

A caracterizacdo das SQR das Impurezas 1 e 2 através das técnicas de
espectroscopia na regido do infravermelho e de ressonancia magnética

nuclear permitiu confirmar a identidade das substancias;

O método desenvolvido para analise de impurezas organicas de ticagrelor por
cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstrou desempenho satisfatorio,
comprovado pelo estudo de validagdo analitica, sendo adequado para 0 uso
pretendido;

A analise da amostra degradada do ticagrelor em espectrdmetro de massas
permitiu elucidar as estruturas quimicas dos produtos de degradacao
majoritarios formados apés exposicdo do farmaco a radiacdo UVC;

Os mecanismos envolvidos na fotodegradacédo do ticagrelor foram propostos
e estdo de acordo com os dados encontrados na literatura a respeito da
estabilidade do farmaco a esta condicao de estresse.
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