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RESUMO

DETERMINACAO ANALITICA, ESTUDO CINETICO E PRODUTOS DE
DEGRADACAO DO ANTIBIOTICO DORIPENEM

O doripenem €& um antibidtico B-lactdmico de amplo espectro de acdo. Pertencente
ao grupo das carbapenemas, caracteriza-se por apresentar elevada poténcia e
atividade frente a cepas Gram-negativas, produtoras de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e B-lactamases ampC. Apesar de sua grande importancia clinica,
0s antibidticos carbapenémicos n&do apresentam boa estabilidade quando em
solucdo, o que é demonstrado em diversos trabalhos descritos na literatura
cientifica. Para o doripenem, h& varios trabalhos descritos na literatura que
ressaltam sua importéncia clinica e sua atividade antibidtica. Porém, nota-se a
escassez de trabalhos que enfoquem sua estabilidade fisico-quimica, seus produtos
e suas rotas de decomposicado. O presente trabalho tem como objetivo a validagéo
de um método analitico indicativo de estabilidade por ultra fast liquid
chromatography (UFLC), e a avaliacdo da estabilidade do doripenem em solugao,
quando submetido a estresse térmico, oxidativo, fotdlise e hidrélise em meio acido e
meio alcalino, e determinacao da cinética quimica de decompsicdo. Para proposi¢ao
da estrutura quimica dos produtos de degradacdo, foram realizadas analises por
cromatografia liquida com deteccdo por espectrometria de massas (LC-MS). O
método cromatogréfico descrito neste trabalho demonstrou-se adequado para
determinacdo do doripenem na forma de pé para solugcdo injetavel, possuindo
performance indicativa de estabilidade. A faixa linear do método foi de 5,0 a 40,0
pug/mL, sem desvios de linearidade, sendo estatisticamente comprovada por meio de
ANOVA. Com o auxilio do desenho experimental de Plackett—-Burman, o método
demonstrou-se robusto frente a uma série de fatores. O estudo de degradacéo
forcada demostrou a susceptibilidade do doripenem a diversos fatores de
degradacdo, com acentuada instabilidade frente a hidrélise acida e alcalina,
observando-se degradacao aproximada de 60% do seu teor em apenas 2 minutos
sob condi¢des alcalinas. A decomposicao oxidativa do farmaco seguiu uma cinética
de segunda ordem, com constante de velocidade de reacdo de 0,000086 e
0,00010%™*.min*, quando submetido & degradacdo em H,O, a 3 e 10%,

respectivamente. A decomposicao térmica apresentou uma energia de ativacédo de



aproximadamente 15 Kcal/mol, valor caracteristico de reagfes de hidrolise. E na
andlise cromatografica com deteccédo por espectrometria de massas, observou-se
que os principais produtos de degradacédo formados sob condicbes de termolise e
oxidacdo, apresentam massas moleculares semelhantes, sendo possivel a

proposicdo da estrutura quimica dos mesmos.

Palavras-chave: Doripenem, Validacdo, UFLC, LC-MS, Estabilidade, Cinética de

Degradacao, Produtos de Degradacéo.



ABSTRACT

ANALYTICAL DETERMINATION, DECOMPOSITION KINETICS AND
DEGRADATION PRODUCTS OF DORIPENEM

Doripenem is a B-lactam antibiotic with a broad spectrum of antimicrobial activity,
including gram-negative strains, and producers of extended spectrum B-lactamases
(ESBL) and ampC pB-lactamases ampC. Despite its great clinical importance,
carbapenems do not show good stability when incorporated as solution, as reported
in several studies. In reference to doripenem, several works have describing its
clinical use, efficacy data and cases of resistance. However, few works mention the
drug stability, in terms of degradation products and routes of decomposition. The
present work aimed to develop and validate a stability-indicating method by ultra-fast
liquid chomatograph (UFLC) for doripenem in powder for injection, purposing an
evaluation of stability of reconstituted solution using stress conditions of heat,
oxidation, acid hydrolysis, alkaline hydrolysis and photolysis. The chemical kinetic of
decomposition was also assayed for thermal and oxidative degradation. For
identification of degradation products, the degraded samples where submitted to
analysis by LC-MS. The chromatographic method described here proved to be
stability-indicating and suitable for the determination of doripenem in drug
formulation. The method linearity was performed in the range of 5 to 40 ug mL™,
whose correlation coefficient (r) was 0.9999. The robustness testing, assayed against
a variety of factors, allowed verifying that the method accept small variations in
routine analysis. The forced degradation demonstrated the susceptibility of
doripenem to several decomposition factors, being intense the instability to acidic
and alkaline hydrolysis. In basic media, the drug residual content was approximately
40% in 2 minutes. At oxidative decomposition, the drug follows second-order kinetics,
with a rate reaction of 0.000086 and 0.00010 %™ min™, respectively for H,O, at 3.0
and 10.0 %. The thermal decomposition showed an activation energy of 15 kcal mol
! a characteristic value for hydrolysis reactions. The analysis by LC-MS revealed that
the major degradation products formed under oxidizing conditions and thermolysis
present molecular weight (411, 427, 437, 634, 650 and 664). The stability of
doripenem must be carefully observed, mainly after reconstitution and storage in

adverse conditions of temperature.



Keywords: Doripenem, Validation, UFLC, LC-MS, Stability, Kinetics of Degradation,

Degradation Products.
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1 INTRODUCAO

As carbapenemas sdo os antibioticos p-lactamicos dotados de maior espectro
de acdo e resisténcia a enzimas B-lactamases. O primeiro representante da classe
das carbapenemas foi a tienamicina, isolada a partir do fungo Strepyomices cattley
em 1979. A tienamicina ja apresentava boa atividade antimicrobiana, porém, era
instadvel quimicamente e potencialmente nefrotéxica. Em 1985 foi aprovado o
primeiro derivado carbapenémico para terapéutica, o imipenem. Este surgiu como
uma nova e eficaz alternativa no tratamento de infec¢des hospitalares graves. A
partir do imipenem outros derivados carbapenémicos entraram no mercado como o
meropenem em 1993 e o ertapenem em 2001 (BIRNBAUM et al., 1985; MARTINES
et al., 2010).

O doripenem foi inicialmente aprovado para uso em 2005 no Japéo, sob o
nome de Finibax®. Em 2007 o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso
clinico do doripenem (Doribax®) nos Estados Unidos, sendo indicado para o
tratamento de infecgbes nosocomiais mistas no trato urinario, infeccdes intra-
abdominais e pneumonias associadas ou ndo ao uso de ventilagcdo mecanica. Este
antibiético caracteriza-se por apresentar amplo espectro de acdo, com atividade
comparavel ao imipenem em Gram-positivos, e comparavel ao meropenem em
Gram-negativos. Entre os derivados carbapenémicos, o doripenem destaca-se pela
sua elevada atividade frente a microrganismos probleméticos, resistentes a outros
medicamentos, como a Pseudomonas aeruginosas e Acinetobacter spp. (EMEA,
2008; SAHM, 2009). Estudos in vitro demonstram que o doripenem apresenta
significativa atividade contra estreptococos, estafilococos sensiveis a meticilina,
Enterobacteriaceae (incluindo cepas produtoras de p-lactamases de espectro
estendido), Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., e Bacterdides fragilis
(PATERSON et al., 2009).

Apesar da elevada importancia clinica, as carbapenemas ndo apresentam
boa estabilidade em solucdo. Esta instabilidade é descrita em alguns artigos
publicados na literatura (MENDEZ et al., 2007; SANJONZ et al., 2006; SMITH et al.,
1990; SWANSON et al., 1986). A principal via de decomposi¢ao observada envolve
o rompimento do anel B-lactamico e a formacéo de dimeros, o que é favorecido pelo
aumento da temperatura ou pela exposicdo a agentes cataliticos como acidos ou

bésicos. Devido a necessidade de reconstituicdo para a administracédo e os periodos



19

de infusBes que podem levar até quatro horas, tornam-se importantes os estudos
acerca da estabilidade desta classe de medicamentos.

Sabendo que a degradacdo de um produto farmacéutico acarreta em sérias
consequéncias, comprometendo sua qualidade, eficacia e seguranca, é de suma
importancia estudar os aspectos de decomposicdo dos farmacos, de modo a orientar
as melhores condigbes de manipulagdo e armazenamento dos mesmos, bem como
o desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas com performance
indicativa de estabilidade, que proporcionem analises seguras das amostras
oriundas de estudos de estabilidade.

Neste contexto, o presente trabalho objetiva o desenvolvimento e validagao
de um método analitico indicativo de estabilidade por ultra fast liquid
chromatography (UFLC) e a avaliacdo da estabilidade quimica do doripenem sob
diferentes condi¢cBes de estresse, com a obtencdo de dados cinéticos, e a sugestéo
dos provaveis produtos majoritarios de degradacgéo por LC-MS.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetiva o desenvolvimento e validagdo de um método
analitico indicativo de estabilidade por UFLC, e a avaliacdo da estabilidade do

antibiotico doripenem, com a determinacdo dos parametros cinéticos e a sugestéo

dos produtos de degradacdo majoritarios.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Desenvolver e validar um método de analise por UFLC para quantificacdo do

doripenem em produto farmacéutico;

v' Avaliar a estabilidade do antibiético doripenem, submetendo-o a estresse

térmico, oxidativo, a hidroélise em meio acido e alcalino e a fotdlise.

v' Tracar o perfil de decomposicéo cinética do doripenem quando submetido a

termdlise e oxidacao;

v Propor os produtos de degradacao do doripenem por LC-MS;
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 CARBAPENEMAS

As carbapenemas constituem uma importante classe de antibidticos utilizados
na terapéutica. Seu amplo espectro de acdo e elevada poténcia tornam esta classe
fundamental para o tratamento de infeccbes nosocomiais graves, principalmente
geradas por bactérias gram-negativas multirresistentes (MARTINES et al., 2010).
Estruturalmente sdo semelhantes as cefalosporinas e penicilinas (Figura 1), das
quais diferem por apresentar a substituicdo de um atomo de enxofre por um carbono
na posicao 1, e uma insaturacdo entre os carbonos 2 e 3 no anel de cinco membros
(KNAPP et al., 2001; MATTHEWS et al., 2010).
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Figura 1- Estrutura molecular da penicilina (A), cefalosporina (B) e carbapenema (C)
(Fonte: KNAPP et al., 2001).

A estrutura basica das carbapenemas € formada por um anel azabiciclo,
obtido através da condensacao de um anel B-lactamico com um anel pirrolidinico de
cinco membros que possui a substituicdo de um atomo de enxofre por um carbono
na posicdo 1 (por isso a determinagdo “carba”), e uma insaturacdo entre os
carbonos 2 e 3 (por isso a determinagdo “penema”). Também apresentam na
posicdo 6 um radical hidroxietil na conformacédo trans, o que confere estabilidade
frente a B-lactamases, e um acido carboxilico na posicdo 3 importante para a
atividade do anel B-lactamico (KNAPP et al., 2001; MARTINES et al., 2010).

Os principais antibioticos carbapenémicos disponiveis comercialmente sdo o
imipenem (Primaxin®), meropenem (Merrem®), ertapenem (Invanz®) e doripenem
(Doribax®), representados na Figura 2. Destes, 0 imipenem apresenta alta
suscetibilidade a hidrdlise pela enzima renal deidropeptidase | (DHP-I). Devido a isso
€ administrado na propor¢do 1:1 com a cilastatina sodica, que age inibindo
reversivelmente a acgdo desta enzima. O primeiro antibidtico carbapenémico

resistente a hidrolise pela DHP-I foi 0 meropenem, que assim como 0 ertapenem e o0
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doripenem, apresenta o grupo 1-B-metil em sua estrutura, portanto ndo requer a
administracdo de um inibidor da DPH-I (MARTINES et al., 2010).

Ertapenem Doripenem

Figura 2- Principais carbapenemas disponiveis no mercado (Fonte: MARTINES et
al., 2010).

3.2 DORIPENEM — ASPECTOS GERAIS

O doripenem é um antibiético de amplo espectro de acdo, que apresenta
atividade frente a ampla gama de agentes patogénicos Gram-positivos e Gram-
negativos. Uma série de estudos in vitro fornecem informacdes importantes acerca
do perfil de atividade microbiolégica do doripenem, que demonstram sua relevancia
no contexto clinico. Os dados in vitro indicam que o doripenem combina a atividade
intrinseca do meropenem contra patogénicos Gram-negativos e a atividade
intrinseca de imipenem contra Gram-positivos. Também é notavel o fato de o
doripenem apresentar elevada atividade frente a microrganismos problematicos,
resistentes a outros medicamentos, como a P. aeruginosa. E sua caracteristica de
resisténcia a hidrélise por uma variedade de enzimas B-lactamases, incluindo
penicilamases, cefalosporinases e [B-lactamases de espectro estendido (EMEA,
2007; SAHM, 2009).
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Este farmaco foi langcado para uso clinico em 2005 no Japéo, com o0 nome de

FINIBAX®. Em 2007, foi aprovado pelo FDA para uso nos Estados Unidos, sob o

nome comercial de DORIBAX®. Em 2010 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) aprovou o uso do doripenem no Brasil. Este € fabricado pela JANSSEN-
CILAG FARMACEUTICA LTDA, e comercializado com o nome de DORIPREX®. O

doripenem ndo apresenta excipientes em sua formulacdo, e pode ser encontrado

nas doses de 250 mg e 500 mg em forma farmacéutica de po para solucéo injetavel.
(EMEA, 2007; PATERSON et al., 2009).

3.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas

Aparéncia: p6 branco ligeiramente amarelado;

Nome guimico: acido (4R,5S,6S5)-3-[((3S,5S)-5
[[(@aminosulfonyl)amino]methyl]-3-pyrrolidinyl)thio]-6-[(1R)-1-hydroxyethyl]-
4-methyl-7-oxo lazabicyclo[3.2.0]hept-2-ene-2-carboxilico;

Foérmula molecular: C15H24N4OGSZ;

Massa molecular: 438,52 g/mol (doripenem mono-hidratado);
pKa: pKa; 2,8 e pKa, 7,9 (em solucdo aquosa);

Estrutura quimica: Ver Figura 3.

il

/

HyC

Figura 3- Estrutura quimica do doripenem (Fonte: ORTHO-MCNEIL JANSSEN
PHARMACEUTICALS, 2009).

e solubilidade: O doripenem é solavel em  N,N-dimetilformamida,

moderadamente solUvel em agua e tampéo pH 3-9, ligeiramente solavel em

metanol, e praticamente insolivel em acetonitrila, etanol (99,5%), 2-propanol,


http://jac.oxfordjournals.org/content/vol54/issue1/images/large/105890f1.jpeg
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1-octanol, tetra-hidrofurano, acetato de etila e hexano, a 20 °C (ORTHO-
MCNEIL JANSSEN PHARMACEUTICALS, 2009).

3.2.2 Mecanismo de acao

O doripenem age inibindo a sintese da parede celular bacteriana durante o
processo de transpeptidacao, ligando-se ao residuo serina das transpeptidases,
denominadas PBPs (penicillin-binding proteins), impedindo a formacdo de
peptideoglicano, composto este fundamental que confere rigidez & parede celular
bacteriana (KNAPP et al., 2001; MARTINES et al., 2010). O doripenem apresenta
alta afinidade pelas enzimas PBP2 e PBP3 em P. aeruginosa, e PBP2 em
Escherichia coli. Em geral, o perfil de ligacdo do doripenem PBPs se assemelha ao
perfil do meropenem (PATERSON et al, 2009).

3.2.3 Indicacdes

O doripenem é utilizado no tratamento de infec¢des hospitalares moderadas e
graves. E indicado principalmente para o tratamento de infec¢cdes mistas no trato
urinario, infec¢des intra-abdominais, pielonefrites, e em pneumonias associadas ou
nao ao uso de ventilacdo mecanica (LIVERMORE, 2009; SAHM, 2009). A Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMEA) recomenda o uso de doripenem 500 mg em
intervalos de 8 horas. Considerando que o tempo de infusdo e a duracdo do

tratamento dependem do tipo de infeccéo a ser tratada.

3.2.4 Atividade antimicrobiana

Alguns trabalhos publicados na relatam sua atividade antimicrobiana,
principalmente frente a P. aeruginosa e o comparam com a atividade de outras
carbapenenas (CASTANHEIRA et al., 2009; JONES et al., 2005; SAHM, 2009).
Jones e colaboradores (2005) avaliaram a atividade do doripenem e de outros
derivados carbapenémicos frente a bacilos Gram-negativos. O estudo utiliza 380
amostras de cepas selvagens e subgrupos resistentes (produtoras de B-lactamases).

Os resultados demonstram uma atividade do doripenem comparavel ao meropenem,
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e consistentemente superior a atividade do imipenem e ertapenem frente a P.
aeruginosa e Acinetobacter spp. Quando testada a suscetibilidade de cepas de P.
aeruginosa multirresistentes a estes farmacos, 2% das cepas apresentaram-se
suscetiveis ao meropenem e 22,4% suscetiveis ao doripenem. Estas cepas néo
apresentaram suscetibilidade ao imipenem e ertapenem.

Em trabalho realizado por Castanheira e colaboradores (2009), a atividade do
doripenem é comparada com a de outras carbapenemas frente & Aeromonas spp.,
P. aeruginosa e outros bacilos ndo-fermentadores. Os testes foram realizados em
14979 isolados clinicos, submetidos ao programa de vigilancia global do doripenem,
durante o periodo de 2003 a 2007. Todos os isolados foram testados utilizando o
método de microdiluicdo, descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). No estudo foram utilizadas 9256 cepas de P. aeruginosa e 438 cepas de
outras Pseudomonas spp., onde 77,2% das cepas P. aeruginosa apresentaram
suscetibilidade ao doripenem, 0 mesmo observado para 82,9% das outras cepas de
Pseudomonas spp. Avaliando-se a concentracdo inibitéria minima, o doripenem
apresentou poténcia 2 vezes maiores que 0 impenem e 0 meropenem.

Goldstein e Citron (2009) avaliaram a atividade do doripenem frente a
microrganismos anaerobicos. No estudo, o doripenem apresentou atividade in vitro
contra quase todos 0s géneros e espécies de bactérias anaerébias Gram-negativas
e Gram-positivas, incluindo espécies do grupo B. fragilis, com excecdo de S.
wadsworthensis. Esta atividade é comparavel com outras carbapenemas existentes
(ertapenem, meropenem). Embora a resisténcia seja possivel, continua a ser
relativamente rara. Este amplo espectro de acao torna possivel seu uso clinico em
monoterapia para o tratamento de infec¢cBes intra-abdominais mistas geradas por

bactérias aerébias e anaeroébias.

3.3 DETERMINACAO ANALITICA

Estdo descritas na literatura diferentes técnicas para quantificagdo do
doripenem em fluidos biolégicos e em sua forma farmacéutica. Para quantificacao
em plasma e soro destacam-se 0s métodos cromatograficos, ja para forma
farmacéutica, encontram-se métodos por eletroforese capilar, espectrofotometria na

regido ultravioleta e métodos microbioldgicos de quantificagéo.
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Para analise simultdnea de doripenem e de outras trés carbapenemas em
plasma humano, Dailly e colaboradores (2011) desenvolveram e validaram um
método por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) com deteccao
ultravioleta em 295 nm. O método foi desenvolvido utilizando uma coluna de
pentafluorofenil de tamanho de particula 2,6 um, e fase mével composta por metanol
(solvente A) e tampao fosfato de sodio 0,1 mol/L com pH ajustado para 7,0 (solvente
B). A vazéo utilizado foi 1,0 mL/mim e a concentracdo de fase movel variou de 0 a
30% do solvente A no tempo de 0 a 5 minutos de corrida. O método demonstrou ser
rapido, com apenas 7 minutos de corrida, e com boa sensibilidade, com limite de
quantificacdo de 0,50 mg/L para todas as carbapenemas.

Sutherland e Nicolau (2007) desenvolveram um método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccéo ultravioleta (CLAE-UV) utilizando extracao
em fase sdlida para determinacdo do doripenem em soro humano e de rato. O
método utiliza um sistema de fase reversa com coluna C-18 e fase movel composta
por uma mistura de tampao fosfato de potassio 0,026 mol/L e 4,35% de metanol. A
vazao utilizada foi de 1,5 mL/mim e a detec¢do em 295 nm.

Mantovani e colaboradores (2012) desenvolveram e validaram um método
indicativo de estabilidade por CLAE-UV, para quantificagcdo do doripenem em sua
forma farmacéutica. O método foi desenvolvido utilizando coluna C-18 e fase movel
tampéo fosfato de potassio 0,05 mol/L pH 4,8 e acetonitrila (96:04, v/v). A vazéo de
eluicdo foi de 1,0 mL/min e a detec¢cdo em comprimento de onda de 298 nm. A
especificidade do método foi demonstrada através da analise de amostras oriundas
da degradacao térmica, degradacdo oxidativa e hidrdlise em meio acido e alcalino
do doripenem. Estas analises demostraram ndo haver interferéncia dos produtos de
degradacédo formados no doseamento do farmaco. A faixa de linearidade testada foi
de 5-50 pg/mL com coeficiente de correlagédo de 0,999. O tempo de retencdo do
doripenem foi de 7,35 minutos e a concentracdo de trabalho foi de 20 ug/mL.

Cielecka-Piontek e Jelinska (2010) aplicaram um método espectrofotométrico
por UV-derivada para a determinagcdo quantitativa de doripenem em forma
farmacéutica, na presenca de seus produtos de degradacdo. A validacdo foi
realizada utilizando a primeira derivada dos espectros de absor¢cdo do padrao e da
amostra degradada em diferentes valores de pH. O comprimento de onda utilizado

foi de 324 nm, e o método apresentou linearidade na faixa de 0,42-11,30x10 mg/L
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(r=0,9981). O método proposto por espectrofotometria UV-derivada demonstrou-se
adequado para determinacéo de doripenem em sua forma farmacéutica.

Michalska e colaboradores (2011) aplicaram a técnica de eletroforese capilar,
como método indicativo de estabilidade. Para formacdo dos produtos de
degradacdo, o farmaco foi submetido a estresse térmico em diferentes temperaturas,
hidrélise em meio &cido (HCI 0,1 mol/L) e alcalino (NaOH 0,1 mol/L), oxidacao
(H20, 3%) e luz. Para separacéao do farmaco e de seus produtos de degradacao, o
meétodo utilizou tampéao fosfato de potassio 100 mM pH 2,9 com a adicdo de 10% de
metanol. A faixa de linearidade testada foi de 0,03-4,5 mg/mL para 10 segundos de
injecdo e 0,01-10,0 mg/mL para 30 segundos de injecdo. Os limites de deteccao e
guantificacdo da técnica foram de 3,0 e 10,33 pg/mL.

Fuhr e colaboradores (2013) propuseram um método microbiolégico de
difusdo em agar para quantificacdo do doripenem. A quantificacdo foi realizada a
partir da determinacéo do halo de inibicdo gerado a partir da atividade do doripenem
e a especificidade foi avaliada através de ensaios com amostras de doripenem
degradadas sob diferentes condi¢cdes. O método foi desenvolvido utilizando cepa de
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. O método demonstrou ser linear, preciso,
exato e especifico. Os resultados indicaram que o método pode ser utilizado em
ensaios de rotina analitica na determinacdo da poténcia do antibidtico, bem como
em ensaios aplicando amostras degradadas.

Em estudo recente, Reddy e colaboradores (2014) desenvolveram e
validaram um método por CLUE para determinacdo do doripenem na presenca de
impurezas. Os autores utilizaram duas impurezas conhecidas para o estudo, a
“‘impureza 17, oriunda da hidrélise do anel B-lactamico, e a “impureza 2”, oriunda de
um processo de dimerizacdo (Figura 4). O sistema cromatografico foi composto por
uma coluna C-18 (50 x 4,6mm, 1,8um). Como fase mével foi utilizada uma mistura
de tampdo fosfato de potassio 10 mmol/L (pH 6,0), acetonitrila e metanol na
proporcao de 10:0,05:0,05 como “fase movel A", e tampao e acetonitrila (7:3, v/v)
como “fase movel B”, com eluicdo em gradiente e vazéo de eluigéo de 1,0 mL/min. A
temperatura do forno foi de 45 °C, e o volume de injecdo de 2 pL. O método
demostrou-se eficaz para o objetivo proposto, com tempo total de corrida de 8

minutos.
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Figura 4- Principais impurezas relacionadas ao doripenem: A) doripenem; B)
‘impureza 1” e C) “impureza 2” (Fonte: REDDY et al., 2014).

3.4 ESTABILIDADE DAS CARBAPENEMAS

A estabilidade quimica de derivados carbapenémicos é abordada em alguns
estudos publicados na literatura. Nestes, é possivel notar o comportamento instavel
da classe quando em solucédo. Esta instabilidade acentua-se com o aumento da
temperatura, ou com a exposicdo dos farmacos a agentes cataliticos acidos e
principalmente alcalinos. A elevada instabilidade das carbapenemas em meio
alcalino, deve-se ao ataque nucleofilico de uma base na carbonila do anel B-
lactamico. Os principais produtos formados pela degradagéo das carbapenemas séao
decorrentes da hidrdlise do anel B-lactamico e da formacdo de derivados diméricos
MENDEZ et al., 2007; READDY et al., 2014)

O trabalho publicado por Swanson e colaboradores (1986) descreve a cinética
de degradacdo térmica do imipenem reconstituido em solugdo salina e em soro
humano. As amostras foram preparadas em solugao salina na concentragao de 2,5
mg/mL e submetidas as temperaturas de 2, 25, 37 e 50 °C. Os resultados
demonstraram que, nestas condi¢des, o farmaco segue uma cinética de degradacao

de primeira ondem, com tempo de meia vida de 2 horas quando submetido a 37 °C e



29

6 horas a 25 °C. Em soro humano, as amostras foram preparadas na concentracao
de 100 pg/mL e submetidas as temperaturas de 20 °C e 37 °C. Também observou-
se uma cinética de primeira ordem com tempo de meia vida de 10,73 horas a 37 °C.
Os calculos de cinética de degradacéao indicam uma energia de ativagcdo em torno de
17 kcal/mol, valor caracteristico de rea¢fes de hidrolise, 0 que sugere que houve

uma clivagem do anel B-lactamico.

Smith e colaboradores (1990), submeteram o imipenem a degradacdo em
meio acido (pH 4,0) e em meio béasico (pH 9,0). Os resultados demostram uma
grande decomposicédo do farmaco em um curto intervalo de tempo, observando-se
gque em apenas 3 horas a pH 4,0, na temperatura de 20 °C, o farmaco degradou
mais de 90%. O principal produto de degradacédo foi formado pelo rompimento do
anel B-lactamico e formacdo de um derivado dimérico (Figura 5).
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Figura 5- Rota de degradacao do imipenem para formacéo de seu derivado dimérico
(Fonte: SMITH et al., 1990).

Em outro estudo, Mendez e colaboradores (2006) determinaram a cinética de

degradacdo do meropenem em po e solubilizado em solucdo salina. As amostras
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foram preparadas em solugdo salina na concentracdo de 50 mg/mL e submetidas as
temperaturas de 25, 35 e 45 °C, observando-se uma cinética de decomposi¢cédo de
primeira ordem, com tempo de meia vida de 19,64 horas a 35 °C e 15,11 horas a 45
°C. A amostra em po foi submetida as temperaturas de 70, 80 e 90 °C. A
degradacgdo seguiu uma cinética de primeira ordem, com tempo de meia vida de 340
dias a 80 °C e 51 dias quando mantido a 90 °C.

A identificacdo dos produtos da degradacéo térmica e alcalina do meropenem
foi realizada por Mendez e colaboradores (2007). Para a identificacdo do principal
produto da degradacdo térmica, a amostra foi preparada a 50 mg/mL em agua e
armazenada a 45 °C durante 36 horas. O produto de degradacao foi isolado por
cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada preparativa. A
identificacdo do produto de degradagcdo ocorreu por ressonancia magnética nuclear
(RMN). A rota de degradacao térmica do meropenem pode ser observada na Figura
6, ocorrendo primeiramente com a hidrélise do anel B-lactamico, seguida da
eliminacdo da cadeia alcéolica, e descarboxilacdo e aromatizacao da cadeia lateral,

para formacao do produto de degradacéo.
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Figura 6- Rota de degradacao térmica do meropenem (Fonte: MENDEZ et al., 2007).
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Para a identificacdo do produto oriundo da degradacao alcalina, a amostra foi
preparada em solucdo de hidréxido de sddio 0,1 mol/L. As andlises por RMN e
espectrometria de massas demonstraram que o produto de degradacao foi gerado

pela hidrélise do anel B-lactamico (Figura 7).

o=¢" HH
OH

Meropenem Alkaline degradation product

Figura 7- Produto de decomposicéo oriundo da degradacéo alcalina do meropenem
(Fonte: MENDEZ et al., 2007).

Em trabalho publicado por Zajac e colaboradores (2007), foi avaliada a
estabilidade do ertapenem em solugbes com valores de pH variando de 0,45 a 12,5.
As amostras foram submetidas as temperaturas de 30 °C, 40°C, 50 °C e 60 °C.
Como esperado, a maior estabilidade do ertapenem em solucdo foi observada na

faixa de pH entre 5,0 e 6,0, mais proxima a neutralidade.

Sanjonz e colaboradores (2006) submeteram o ertapenem a diferentes fatores
de degradacédo, como hidrélise em meio acido e basico e degradacao térmica. Todas
as condicbes de estresse testadas levaram a formacdo de quatro produtos de
degradacédo. Estes produtos foram formados pela quebra do anel B-lacamico,
etandlise do anel B-lactamico, dimerizacdo e clivagem da cadeia lateral como
demonstrado na Figura 8.

Mcquade e colaboradores (2004) avaliaram a estabilidade do ertapenem
solubilizado em diferentes fluidos de infusdo, como cloreto de sédio a 0,9% e a
0,225%, solugéo de ringer e bicarbonato de sodio a 5%. Para o estudo, as amostras
foram estocadas a 4 e 25 °C. Na menor temperatura, o farmaco manteve-se estavel
por 72 horas em cloreto de sddio a 0,9% e em solucdo de Ringer, por 96 horas em
cloreto de sodio a 0,225% e por 24 horas em solucdo de bicarbonato de sodio a 5%.

Na temperatura de 25 °C o ertapenem deve ser administrado em no maximo 6 horas
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quando reconstituido em cloreto de sodio a 0,9% e a 0,225% e em solu¢do de
ringer, e no maximo 4 horas quando reconstituido em bicarbonato de sédio a 5%.
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Figura 8- Produtos de degradacao do ertapenem formados pela: quebra do anel [3-
lactdmico (A), dimerizacéo (B), etandis do anel B-lactamico (C) e quebra da cadeia
lateral (D) (Fonte: SANJONZ et al., 2006).

Em estudo realizado por Keel e colaboradores (2011), os derivados
carbapenémicos imipenem (Primarix®), meropenem (Merrem® e doripenem
(Doribax®) foram reconstituidos em solucdo salina, simulando suas condicées de
uso. Estas soluc¢des foram submetidas as temperaturas de 30°C, 35°C e 40°C, com
0 objetivo de avaliar o tempo necessario para que os farmacos atingissem uma
concentracdo inferior a 90% da concentracdo inicial. Os resultados obtidos estéo

expressos na Tabela 1.

Tabela 1- Tempo necessario para atingir concentracdo menor que 90% da

concentracéo inicial (adaptado de KEEL et al., 2011).

Temperatura
Farmaco
30°C 35°C 40°C
Doripenem 16 h 12 h 8h
Imipenem 6 h 4 h 3h

Meropenem 12 h 8h 6 h




33

Neste trabalho o doripenem demonstrou a maior estabilidade dentre os
derivados estudados. No caso do imipenem, sua decomposi¢ao ocorreu em apenas
3 horas quando submetido a 40 °C, com uma reducao do seu teor acima de 10%.

Psathas e colaboradores (2008) avaliaram a estabilidade do doripenem em
diferentes fluidos de infus@o. Para o estudo, as amostras foram reconstituidas em
solucdo salina e em dextrose 5%. Depois de reconstituidas, as amostras foram
submetidas as condi¢cdes de 25 °C + 2 °C e 60% = 5% de umidade relativa, e
condicbes de refrigeracdo a 5 °C £ 3 °C e 60% de umidade relativa. Foram
consideradas estaveis as amostras que mantiveram suas concentra¢cdes maiores
gue 90% da concentragéo inicial. Em solucao salina, as amostras mantiveram sua
poténcia durante 12 horas mantidas em temperatura ambiente e 72 horas sob
refrigeracdo. Quando reconstituidas em dextrose 5%, os tempos foram de 4 horas a
temperatura ambiente e 48 horas sob refrigeracdo. Os autores mencionam o produto

de degradagé&o formado pela dimerizagao do doripenem (Figura 9).
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Figura 9- Produto de degradacdo gerado pela dimerizagcdo do doripenem (Fonte:
PSATHAS et al., 2008).

Fuhr e colaboradores (2013) estudaram a cinética de degradacdo do
doripenem em solucdo, quando submetido a temperatura de 45 °C e a radiagdo UV-
C. Neste estudo, apos 12 horas o doripenem apresentou reducao de seu teor inicial
em 44,26% na temperatura de 45 °C, e 57,23 % quando submetido a radiacdo UV-
C. Os dados demostraram que, para ambas as condi¢cdes, 0 doripenem seguiu uma

cinética zero ordem.
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A European Medicines Agency (EMEA) recomenda que, ap0s a reconstituicdo
e diluicdo em solucao de cloreto de sédio 0,9%, o doripenem pode ser armazenado
por até 12 horas a temperatura ambiente, e por até 72 horas sob refrigeracéo a 4 ou
8 °C. Quando preparado em solucdo de dextrose a 5 %, a recomendacédo é de 4

horas a temperatura ambiente e de 24 horas sob refrigeragéo.
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1 INTRODUCAO

Segundo a RDC n° 899 de 29 de maio de 2003, a validacdo de um método
analitico consiste em garantir por meio de estudos experimentais que o meétodo
atenda as exigéncias das aplicacfes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Para validacdo de um método analitico indicativo de estabilidade, os
parametros que devem ser avaliados sao a linearidade, precisao, exatidao, robustez
e especificidade (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Os métodos indicativos de estabilidade sdo técnicas analiticas indicadas para
analise de amostras oriundas de estudos de estabilidade, capazes de detectar ao
longo do tempo mudancas nas propriedades fisicas, quimicas ou microbiolégicas de
um farmaco. Estes métodos devem ser especificos, capazes de mensurar com
exatiddo o teor do insumo farmacéutico ativo, produtos de degradacdo e outros

componentes de interesse, sem nenhuma interferéncia (BRASIL, 2012).

Devido a sua alta resolucado, sensibilidade e especificidade, o método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o mais utilizado para estas
andlises. Cerca de 85 a 90% dos métodos indicativos de estabilidade descritos na
literatura, utilizam a técnica de CLAE, pois permite a separacdo e a visualiza¢do do
farmaco e de seus produtos de degradacdo (BAKSHI & SHING, 2002).
Recentemente 0 uso de fases estacionarias com reduzido tamanho de particula,
menores que 2 um, e o desenvolvimento de equipamentos capazes de operar com
pressfes elevadas, acima de 9000 psi, deram origem a cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (CLUE), que surge como alternativa aos métodos por CLAE, por
apresentarem melhor performance, menor tempo de analise e menor consumo de
solventes (MALDANER et al., 2009).

Para o desenvolvimento destes métodos, a adequabilidade do sistema € um
fator importante a ser levado em consideracdo. A adequabilidade de um sistema
cromatografico pode ser avaliada por um conjunto de dados, como o numero de
pratos teoricos (N) que é um indicativo de eficiéncia da coluna, a resolucao (R) que
indica o grau de separacédo entre duas ou mais substancias presentes na amostra, o

fator de cauda (T) que demonstra a simetria do pico, o fator de retencdo (k) e a
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precisdo instrumental (repetibilidade de injecbes), que € avaliada através do desvio
padrdo relativo (DPR) entre uma série de inje¢cdes (SHABIR, 2003).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PRODUTO FARMACEUTICO E SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA
(SQR)

Produto farmacéutico: Para o estudo foram utilizadas amostras comerciais de
doripenem, DORIBAX® 500 mg p6 para solucéo e infusdo (Ortho-McNeil Janssen
Pharmaceuticals, Inc.).

Substancia quimica de referéncia (SQR): Adquirida junto a AK Scientific Inc.

(Mountain View, USA) com pureza declarada de 99,32%.

2.2 SOLVENTES E REAGENTES

e Acetonitrila grau CLAE — Tédia®
e Acido cloridrico — Vetec®

e Acido orto-fosférico — Merck®

e Agua ultrapura

e Hidréxido de sédio — Vetec®

e Peréxido de hidrogénio — Fmaia®

e Trietilamina — Vetec®

2.3 EQUIPAMENTOS

e Balanca Shimadzu — AY220®

o Estufa Nova ética — Série 400®

e Cromatégrafo a liquido, Shimadzu —Prominence®

e Lavadora Ultra-Sénica Unique — USC 2850A®

e Sistema de Filtracdo Ocean®

e Sistema purificador de agua, Millipore - Direct-Q 3 UV UltrapureWater

Systems®.
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2.4 METODOLOGIA

2.4.1 Desenvolvimento do método analitico

O desenvolvimento do método foi realizado utilizando um cromatografo a
liquido Shimadzu Prominence® UFLC (ultra fast liquid cromatograph), equipado com
degasser DGU-20A3, bombas LC-20AD, injetor automatico SIL-20AC HT, formo de
coluna CTO-20AC, detector de arranjo de diodos SPD-M20A e software LC Solution
V. 1.24 SP1. Como fase estacionaria foi utilizado uma coluna Merck C-18
endcapped (50 x 4,0 mm, 2 pum).

2.4.1.1 Preparo da amostra de doripenem

A partir da pesagem de 10 mg de farmaco e transferéncia do contetdo para
baldo volumétrico de 100 mL, resultando em uma solucdo a 100ug/mL, uma aliquota
de 5 mL desta solucéo foi transferida quantitativamente para um baldo de 25 mL,
obtendo-se solugdo com concentracdo final de trabalho de 20 pg/mL. A
reconstituicdo do farmaco e todas as diluicdes foram realizadas utilizando agua

ultrapura.

2.4.1.2 CondicBes cromatograficas testadas

Para o desenvolvimento e otimizacdo do método, foram testadas diferentes
sistemas de fase movel, variando-se a concentracdo do solvente organico e o pH do
solvente aquoso. Como solvente aquoso foi testado acido fosforico 0,01% em
diferentes valores de pH (ajustados com trietilamina), e o solvente organico utilizado
foi a acetonitrila (ACN). Como fase estacionaria foi utilizado uma coluna Merck C-18
endcapped (50 x 4,0 mm, 2 um). As amostras foram injetadas em triplicata para
todas as condi¢Oes testadas, e foram avaliados os valores de adequabilidade para

definir a melhor condicéo. As condicdes testadas estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2- Valores de pH e vazfes testados para o desenvolvimento de método por
UFLC.

Vazao de fase movel

Fase mével Valores de pH _
(mL/min)
Ac. Fosférico
3,8—-48-6,0 0,2-0,3-04
0,01%:ACN (98:02)
Ac. Fosforico
3,8-48-6,0 02-0,3-04
0,01%:ACN (96:04)
Ac. Fosforico
3,8-48-6,0 0,1-0,15-0,2

0,01%:ACN (94:06)

Como solvente aquoso selecionou-se o acido fosférico 0,01%, e pH ajustado
com trietilamina, com o objetivo de evitar o uso de tampdes, minimizando assim 0s
riscos de precipitacdo dos mesmos no equipamento. A escolha da acetonitrila como
solvente organico e seu uso em baixas concentracfes baseiam-se no artigo
publicado por Mantovani e colaboradores (2012), que validou um método por CLAE
para quantificagdo de doripenem na forma farmacéutica.

2.4.2 Validacdo do método analitico

A validagdo do método analitico foi realizada de acordo com as diretrizes
estabelecidas na RDC n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003), e no guia Q2
(R1) de 2005 do ICH (ICH, 2005). Os parametros validados foram especificidade,

linearidade, preciséo, exatidao e robustez.

2.4.2.1 Especificidade

A especificidade pode ser conceituada como a capacidade que o método
possui de medir exatamente um composto em presenca de outros componentes, tais
como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (BRASIL,
2003). Segundo a RDC n° 899 29 de maio de 2003, a especificidade do método
pode ser determinada pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras
contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e

amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo é
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afetado por esses materiais. Porém, quando a impureza ou o padrao do produto de
degradacdo ndo estiverem disponiveis, estas comparacdes devem incluir amostras
armazenadas sob condi¢des de estresse (luz, calor, umidade, hidrolise acida/basica,
oxidacao).

Estes estudos de degradacdo sob condi¢bes forcadas sdo indispensaveis
para o desenvolvimento destes métodos, além de fornecerem informacdes
importantes acerca da estabilidade intrinseca da molécula (BRASIL, 2013; ICH,
2003).

As condicbOes de estresse aplicadas no presente estudo estdo descritas a
baixo.

A) Degradacao térmica: Para a degradacado térmica, a amostra de doripenem
foi reconstituida em agua ultrapura a concentracdo de 1,0 mg/mL, e
armazenada em estufa na temperatura de 35 °C durante 48 horas. Para a
analise, foi retirada uma aliquota desta amostra e diluida a concentracéo de
20,0 pg/mL;

B) Degradacdo Oxidativa: Na degradagdo oxidativa, as amostras foram
reconstituidas em &gua ultrapura na concentragdo de 100 pg/mL, e depois
diluidas para a concentragcdo de 50 pg/mL em peréxido de hidrogénio
(H202) 3%. O tempo de degradacdo da amostra com o peroxido foi de 30
minutos;

C) Degradacdo em meio acido e alcalino: Para a degradacdo em meio acido e
alcalino, as amostras de doripenem foram reconstituidas em agua ultrapura
na concentracdo de 100 pg/mL, e depois diluidas a concentracdo de
50ug/mL em HCI 0,1 mol/L e NaOH 0,1 mol/L, respectivamente. Os tempos
de reacdo foram de 3 minutos para degradacéo alcalina e 15 minutos para
degradacdo acida. Ambas as amostras foram neutralizadas antes da
andlise;

D) Fotdlise: Para a degradacéo fotolitica, o doripenem foi submetido a radiacéo
UV-A em camara de fotoestabilidade na concentracdo de 100 pg/mL em
agua. Apos 6 horas de exposicdo a luz, a amostra foi diluida em agua a
concentragéo de 50 pg/mL.
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2.4.2.2 Linearidade

E a capacidade do método de demonstrar que os sinais analiticos obtidos s&o
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra. Para obtencdo da
curva de calibragdo, pesou-se analiticamente 10 mg de doripenem SQR e transferiu-
se para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume do baldo com
agua ultrapura, obtendo-se uma concentracédo de 100 pg/mL. Desta solucéo, foram
transferidas aliquotas de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mL com auxilio de uma bureta, para
baldes volumétricos de 10 mL. Os volumes foram completados com agua ultrapura,
obtendo-se as concentragbes de 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 pg/mL.

O gréfico da curva de calibracéo foi obtido a partir da plotagem dos valores
das areas dos picos em funcdo da concentracdo de doripenem. A linearidade foi
estudada a partir da obtencdo do coeficiente de correlacdo (r) e da analise de
variancia (ANOVA).

2.4.2.3 Precisao

A repetibilidade (preciséo intra-dia) foi avaliada por meio do desvio padrao
relativo (DPR) obtido de seis determinagbes a 100% da concentragdo de teste
(20ug/mL). A preciséo intermediéria (inter-dia) foi avaliada por meio do DPR entre os
teores das amostras em trés dias diferentes.

Preparo do padréo: para o preparo do padréo, pesou-se 10 mg de doripenem
SQR, e transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL para obtencdo de uma
solucdo a 100 pg/mL. Desta solucdo, foram transferidos 5 mL para um baldo
volumétrico de 25 mL, resultando na concentracdo de trabalho de 20 pg/mL.

Preparo da amostra: para o preparo das amostras, pesou-se 10 mg de
doripenem produto farmacéutico (Doribax®), e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 100 mL, obtendo-se uma solucdo a 100 pg/mL. Desta solucéo, foram
transferidos 5 mL para um baldo de 25 mL resultando na concentragao de trabalho
de 20 pg/mL.

A reconstituicdo e as diluicbes da SQR e do produto farmacéutico foram
realizadas utilizando gua ultrapura.

A concentracdo (Ca), em pg/mL, das amostras de doripenem foram

calculadas conforme a equagéo abaixo:



42

_ (Ag X Csor)
Asor

Ca

Onde:
A,= Area da solucéo amostra do doripenem;

Csor = CcOncentracao da solucédo de SQR do doripenem em p/mL;

ASQR=Area da solugéo SQR de doripenem.

2.4.2.4 Exatidao

A exatiddo foi determinada por meio do método de recuperacdo de padrao.
Para o teste, foram preparadas amostras na concentracdo de 20 pg/mL conforme
descrito na secdo 2.2.3. Nestas amostras foram adicionadas concentracfes
conhecidas de solucdo padrdo, obtendo-se as concentracdes de 22,0, 24,0, e 26,0
pHg/mL conforme a Tabela 3. Todas as diluicbes foram realizadas em balGes de 25
mL. A exatiddo foi calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade

conhecida do analito adicionado a amostra.

Tabela 3- Preparo das solugcdes para o teste de exatiddo pelo método de
recuperacdo de padrdo, aplicado ao método cromatografico por UFLC para

determinacao de doripenem.

Volume (mL) de Volume (mL) de Concentracso

Amostra solucédo da amostra solucéo da SQR final ( /mgL)*
(100 pg/mL)* (100 pg/mL) HY
Nivel O 50 - 20,0
Nivel 1 50 0,5 22,0
Nivel 2 5,0 1,0 24,0
Nivel 3 50 1,5 26,0

*concentracao teorica
A equacéo utilizada para calcular a porcentagem de padréo recuperada esta

descrita abaixo:

C.—C
R%=Mx100

Csor



43

Onde:

R%= porcentagem de padrdo recuperada,

C,= concentragédo da solugcdo amostra (ug/mL), com a adicdo da solucéo de
SQR de doripenem;

C,= concentracao da solugcdo amostra de doripenem (pg/mL);

Csor= Concentracgéo resultante de doripenem SQR (ug/mL) adicionada na

amostra.

2.4.2.5 Robustez

A robustez de um método pode ser definida como sua capacidade de resistir
a pequenas e deliberadas variagbes nas condicBes analiticas. Esta robustez pode
ser analisada através de uma analise fatorial, com a utilizacdo do desenho
experimental de Plackett—Burman, que permite variar uma série de fatores em um
namero reduzido de experimentos. Também possibilita determinar o efeito de cada
um dos fatores no sistema cromatografico (HEYDEN et al., 2001).

Para efetuar o teste de robustez através do desenho experimental de
Plackett—Burman, € necessario estabelecer os parametros normais da anadlise. E a
partir dos parametros normais, sao feitas pequenas alteraces em um nivel acima e
um nivel abaixo para cada fator avaliado. As condicfes testadas para a robustez
estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4- Fatores e niveis avaliados no teste de robustez para desenvolvimento de
método por UFLC.

Parametro Nivel (-) Condic&o normal Nivel (+)
pH 3,5 3,8 4,1
Concentragao de 1,8 % 2.0% 2.2 %
acetonitrila
Comprimento de onda de 205 nm 208 nm 301 nm
deteccao
Vazéo de fase movel 0,36 mL/min 0,4 mL/min 0,44 mL/mim
Temperatura do forno da 20 °C 25 °C 30 °C
coluna

Coluna cromatogréfica Merck® Merck® Shimadzu®
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Tabela 5- Desenho experimental de Plackett—Burman para determinacdo da

robustez no desenvolvimento do método por UFLC.

Exp. pH Dummy Deteccdo Vazdo Dummy Dummy Dummy Coluna % de Temp. Dummy
1 1+ 1+ 1- 1+ 1+ 1+ 1- 1- 1- 1+ 1-
2 1- 1+ 1+ 1- 1+ 1+ 1+ 1- 1- 1- 1+
3 1+ 1- 1+ 1+ 1- 1+ 1+ 1+ 1- 1- 1-
4 1- 1+ 1- 1+ 1+ 1- 1+ 1+ 1+ 1- 1-
5 1- 1- 1+ 1- 1+ 1+ 1- 1+ 1+ 1+ 1-
6 1- 1- 1- 1+ 1- 1+ 1+ 1- 1+ 1+ 1+
7 1+ 1- 1- 1- 1+ 1- 1+ 1+ 1- 1+ 1+
8 1+ 1+ 1- 1- 1- 1+ 1- 1+ 1+ 1- 1+
9 1+ 1+ 1+ 1- 1- 1- 1+ 1- 1+ 1+ 1-
10 1- 1+ 1+ 1+ 1- 1- 1- 1+ 1- 1+ 1+
11 1+ 1- 1+ 1+ 1+ 1- 1- 1- 1+ 1- 1+
12 1- 1- 1- 1- 1- 1- 1- 1- 1- 1- 1-

A Tabela 5 demonstra os niveis e os fatores avaliados para cada

experimento. Os fatores dummy foram utilizados apenas para completar o nimero

de fatores no desenho experimental e para calcular o erro do experimento.

Onde:

O efeito de cada um dos fatores foi calculado pela equacéo abaixo:

E .= Efeito do fator;

X

OIS

N/2

N/2

Y. Y(+) e Y, Y(—) = Soma das respostas do fator em analise em seu nivel

acima (+) e em seu nivel abaixo (-)

equagao:

N= Numero de experimentos no desenho experimental.

Para calcular a estimativa do erro experimental utilizou-se a seguinte
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Onde:

E .= Estimativa do erro aleatério do experimento;
> Eﬁummy: soma quadrada do n,,,,dos dummy.

A significancia dos fatores em andlise foi determinada através do teste t de

Student, conforme a seguinte equagao:

Onde:

E, = Efeito do fator em analise;

E .= Estimativa do erro aleatério do experimento.

O valor de t calculado foi comparado com o de t tabelado para um nivel de
significancia de 5 % (a= 0,05) e 5 graus de liberdade (GL).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO

Conforme mencionado anteriormente, os parametros de adequabilidade
fornecem dados importantes acerca do desempenho de um sistema cromatografico,
e garantem que 0 mesmo esta apto a gerar resultados confiaveis (SHABIR 2003).

Para escolha do melhor sistema cromatografico, foram analisadas amostras
sob diferentes condi¢cdes de fase movel, pH e vazdo como descrito na secéo 2.2.2.
Nestas andlises, observou-se que as condicdes com maior concentracdo de

solvente orgéanico, 4 e 6 % de acetonitrila, ocasionaram em uma baixa retencdo do
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farmaco na coluna, e elevados valores de fator de cauda. A fase moével que
apresentou o melhor desempenho foi a composta por &cido fosférico 0,01% (pH 3,8)
com 2% de acetonitrila e vazéo de 0,4 mL/mim. Os resultados de adequabilidade do
sistema para os diferentes sistemas eluentes testados estdo descritos na Tabela 6.
Ao observar os resultados obtidos, observa-se uma direta influéncia da
concentracdo de acetonitrila na qualidade do sistema cromatografico. A fase movel
composta com 6% de acetonitrila foi a que apresentou os piores valores de
adequabilidade do sistema. Os baixos valores de tempo de retencédo e de fator de
retencdo apresentados evidenciam uma baixa interacdo do farmaco com a coluna
cromatografica. Em todas as condi¢des de vazéo e pH testados, 0 nimero de pratos

tedricos e o fator de retencdo apresentaram-se abaixo do preconizado na literatura.

Tabela 6- Valores de adequabilidade de sistema para as condi¢cdes testadas no
desenvolvimento do método cromatogréfico.

Condigdes testadas Parametros de adequabilidade do sistema
pH Vazao (mL/min) Tr (min) N k T
Acido Fosforico 0,01%: Acetonitrila (94:06, v/v)

4,8 0,1 4,50 1401 1,26 1,43
4,8 0,15 3,00 980 1,27 1,56
4,8 0,2 2,75 827 1,74 1,65
3,8 0,2 2,40 684 1,43 1,61
Acido Fosforico 0,01%: Acetonitrila (96:04, v/v)
3,8 0,2 3,99 1645 3,00 1,48
3,8 0,3 2,70 1373 1,87 1,43
6,0 0,2 3,69 1616 4,65 1,41
6,0 0,3 2,44 1347 2,75 1,44
6,0 0,4 1,86 1227 2,69 1,42
Acido Fosforico 0,01%: Acetonitrila (98:02, v/v)
4,8 0,2 8,37 4947 6,17 1,46
4,8 0,3 5,39 3781 4,62 1,17
3,8 0,2 8,98 4805 7,60 1,14
3,8 0,3 6,45 4178 8,34 1,24

3,8 0,4 4,21 3515 5,09

1,15
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Quando utilizado 4% de acetonitrila na fase movel, houve um ligeiro aumento
no numero de pratos tedricos, que mesmo assim apresentaram-se abaixo do
preconizado. Também observou-se um aumento no fator capacidade, indicando
maior interacdo do farmaco com a coluna.

Os melhores resultados de adequabilidade do sistema foram obtidos
utilizando 2% de acetonitrila na fase moével. A diminuicdo da concentracdo do
solvente organico levou a uma maior interacdo do farmaco com a coluna, o que
ocasionou um aumento no tempo de retencdo e no fator capacidade, levando
também a um aumento no numero de pratos teoricos.

A Figura 10 ilustra alguns cromatogramas obtidos da analise do doripenem

sob as mesmas condi¢cdes de vazdo e pH, variando-se apenas a concentracdo de

acetonitrila.
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Figura 10- Influéncia da concentracdo de acetonitrila na analise do doripenem por
CLAE. Cromatogramas ilustrativos de andlise com fase mévelcontendo 6% de
acetonitrila (A), 4% de acetonitrila (B) e 2% de acetonitrila (C). Analises realizadas

com vazao de 0,2 mL/min.
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Outro fator determinante nos resultados obtidos foi a vazao da fase moével, a
qual interfere principalmente no tempo de retencdo e no fator capacidade do

farmaco. O pH da fase movel foi o fator de menor influéncia no método proposto.

O método cromatogréfico estabelecido com fase moével composta por acido
fosférico 0,01% (pH 3,8):acetonitrila (98:02, v/v) com vazéo de eluicdo de 0,4 mL/min
e deteccdo em 298 nm foi selecionado como sistema adequado para a validagao do
método cromatografico, pois foi 0 que apresentou melhor resposta nos parametros
de adequabilidade do sistema, com reduzido tempo de andlise. Os valores de
adequabilidade do sistema, para esta condicdo, estdo expostos na Tabela 7. Os
cromatogramas de analise da SQR e da amostra estdo demonstrados na Figura 11.

uv

30000+ ﬂ

20000

L (A)

10000

Figura 11- Cromatogramas sobrepostos demonstrativo da analise de SQR de
doripenem (A) e amostra comercial de doripenem (B). Com fase mdével composta por
acido fosforico 0,01% (pH 3,8):acetonitrila (98:02, v/v) com vazao de 0,4 mL/min e

deteccdo em 298 nm.
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Tabela 7- Valores de adequabilidade do sistema obtidos experimentalmente e
valores recomendados para método por CLAE (FDA, 1994; SHABIR, 2003).

Parametro Recomendacéo Valores obtidos
Pratos tedricos > 2000 3515
Fator de cauda <2 1,15

Fator capacidade > 2 5,20

Repetibilidade das
L DPR=1%,n=25 DPR 0,12%, n=6
injecoes

3.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

3.2.1 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada por meio da andlise de amostras de
doripenem submetidas a condi¢cdes de degradacdo forcada, conforme descrito na
secao 2.4.2.1.

A resolucdo do pico referente ao doripenem demonstrou-se adequada para
todas as condicbes. Os dados de pureza de pico indicaram que n&do houve
interferéncias ou co-eluicdo dos produtos de degradacdo com o doripenem. Estes
dados indicam a especificidade do método frente as condicbes de degradacédo
testadas.

Na degradacdo térmica, a taxa de decomposicdo do farmaco foi de
aproximadamente 32%, a 35°C durante 24 horas. No cromatograma ilustrativo &
possivel observar a formacéo de dois produtos de degradacdo mais polares que o
farmaco nos tempos de 1,40 e 2,63 minutos (Figura 12).

Quando submetido a degradacao oxidativa em perdxido de hidrogénio a 3%,
observou-se um decaimento de aproximadamente 30% do teor inicial do doripenem,
em um periodo de 40 minutos. E possivel visualizar a formacdo de dois produtos de
degradacgéo nos tempos de 0,93 e 1,44 minutos (Figura 13).

Quando submetido a degradacdo alcalina, observou-se uma acentuada
decomposicdo do doripenem, o qual, em 2 minutos de reacao, apresentou reducéo

de teor em mais de 60%. Esta intensa degradacdo pode ser atribuida a hidrélise do
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anel B-lactamico da carbapenema em meio alcalino. Esta reacao ocorre devido ao
ataque nucleofilico da base, na carbonila do anel B-lactamico. A mesma reacéo €&
descrita por Mendez e colaboradores (2007) para o meropenem. A hidrélise em
meio acido também levou a uma acentuada degradacdo. Em ambas as condicdes, é
possivel a visualizacdo de um produto de degradac&o no tempo de 1,10 minutos. Os
cromatogramas estdo demonstrados nas Figuras 14 e 15.

Nos ensaios de decomposicao fotolitica, o doripenem apresentou degradacao
de cerca de 10% em 6 horas sob radiacdo UV-A. Foi possivel observar a formacao
de um produto de degradacao no tempo de 2,18 minutos (Figura 16).

™V 5000

Doripenem

2500+

Figura 12- Cromatograma demonstrativo da analise do doripenem degradado
durante 24 horas a 35 °C. Andlise realizada para avaliacdo da especificidade do
método proposto por UFLC.
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Figura 13- Cromatograma demonstrativo da analise do doripenem degradado em
peroxido de hidrogénio a 3% durante 40 minutos. Analise realizada para avaliagdo
da especificidade do método proposto por UFLC. *Pico referente a fenacetina,

estabilizante presente no produto oxidante.

uv
2000+
1 Doripenem
1000+ 110
[}——Q—J = -
L T
0 1 2 3 4 3 6

Figura 14- Cromatograma demonstrativo da andlise do doripenem degradado em
acido cloridrico 0,1 mol/L durante 10 minutos. Andlise realizada para avaliacdo da

especificidade do método proposto por UFLC.
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Figura 15- Cromatograma demonstrativo da analise do doripenem degradado em
hidréxido de sédio 0,1 mol/L durante 2 minutos. Analise realizada para a avaliagdo

da especificidade do método proposto por UFLC.
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Figura 16- Cromatograma demonstrativo da andlise do doripenem submetido a
decomposicao sob radiacdo sob radiacdo UV-A durante 6 horas. Analise realizada

para avaliacdo da especificidade do método proposto por UFLC.

3.2.2 Linearidade

O parametro linearidade foi estabelecido no intervalo de concentracdo de 5,0
a 40,0 pg/mL. Os resultados das areas obtidas nos ensaios estdo descritos na
Tabela 8. A Figura 17 ilustra a curva padrdao do doripenem, obtida por meio da

plotagem das areas obtidas em fungéo da concentragéo.
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Figura 17- Representacao grafica da curva padrao, construida através plotagem das

médias das areas obtidas versus a concentracdo de doripenem.

Tabela 8- Areas obtidas para obteng&o da curva padrdo na faixa de anélise de 5,0 a
40,0 pg/mL, durante o desenvolvimento de método por UFLC para determinacdo do

doripenem em po para solugéo injetavel.

Concentracéo Areas Média das areas DPR
(Hg/mL)
44919
44508
88202
88319
180699
180058
266215
30,0 267172 266855 0,20
267177
368460

358803
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Os resultados estatisticos obtidos por ANOVA estéo descritos Tabela 9.

Tabela 9- Andlise de variancia dos resultados obtidos para linearidade do método

por UFLC para determinacao do doripenem em po para solucéo injetavel.

Fatores de variagdo gl Soma dos Variancia F(calc)
guadrados
Entre 4 201251409250 50312852312  8491,14*
Regressao linear 1 201206245334 201206245334 33957*
Desvio de linearidade 3 45163916 15054639 2,5
Residuo 10 59253325 5925332
Total 14 201310662574

*Valor significativo para p < 0,05.

O coeficiente de correlacdo r = 0,9999 indica a relacao entre as areas obtidas
e a concentracdo de doripenem. A equacdo da reta obtida através do método dos
minimos quadrados foi y = 9043,8x — 1425,6. E a analise de variancia (ANOVA)
demonstrou que houve regressao linear significativa, sem desvio de linearidade,
para um grau de significancia de 5%. Estes resultados conferem a linearidade do

método na faixa estudada.

3.2.3 Precisao

Conforme descrito na Tabela 10, os resultados de repetibilidade, em 3 dias de
analise, sdo traduzidos em teores meédios de 101,59%, 99,20% e 100,39%. O valor
méaximo de DPR foi obtido no segundo dia do experimento (DPR = 1,13). Para a
precisdo inter-dia, calculou-se a média de todos os teores obtidos nos trés ensaios
de repetibilidade, obtendo-se valores de teor médio de 100,40% (DPR = 1,40).
Todos os resultados de DPR obtidos apresentaram-se de acordo com as

especificacdes da literatura para este parametro (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
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Tabela 10- Resultados obtidos através do ensaio de precisdo por UFLC para
determinacéo de doripenem p6 para solucao injetavel.

Repetibilidade

Teor (%)* DPR
Dia 1 101,59 0,25
Dia 2 99,20 1,13
Dia 3 100,39 0,41
Precis&o inter-dia” 100,40 1,40

#Média de 6 determinacdes em triplicata.
PMédia dos resultados obtidos nos trés diferentes dias.

3.2.4 Exatidao

A exatidao foi calculada como a percentagem de farmaco recuperado a partir
das amostras de teste. Conforme o observado na Tabela 11, o método proposto por
UFLC apresentou uma boa exatiddo, com uma média de recuperacdo de padrao
entre 101,68% e 100,13%.

Tabela 11- Resultados obtidos através do ensaio de exatiddo aplicado ao
desenvolvimento de método por UFLC para determinagdo de doripenem pé para

solucédo injetavel.

~  Concentragcdao Concentracéao
Concentracéao

Amostra  daamostra dde_ padra(ljo de padratjo Rec,lijpergg%o DPR
(Lg/mL) adicionado recuperaaa média (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)
Nivel 1 20 2,16 2,17 100,24 0,99
Nivel 2 20 4,32 4,42 101,68 0,86
Nivel 3 20 6,48 6,49 100,13 1,83

®Média de trés amostras em duplicata.

3.2.5 Robhustez

A robustez do método analitico, determinada utilizando o desenho
experimental de Plackett—Burman, permitiu a avaliacdo do efeito de diversos fatores

na analise cromatografica. O efeito de cada um dos fatores analisados no



56

experimento e o valor de t calculado estdo expressos na Tabela 12. Os teores
obtidos para cada experimento indicado na Tabela 5 estdo apresentados na Tabela
13.

Tabela 12- Resultados dos efeitos e valores de t calculado para cada fator analisado
no teste de robustez para o método por UFLC. Para determinacdo do doripenem em

pé para solucao injetavel.

Fator Efeito (%) t calculado
pH -0,72 1,21
A do detector (nm) 0,74 1,25
vazao (mL/min) 0,70 1,17
Marca da coluna -0,07 0,12
% de acetonitrila -0,72 1,21
Temperatura do forno (°C) 1,06 1,78

tiab(0,05; 5) = 2,57; Erro Experimental (Ee) = 0,594

Tabela 13- Teores obtidos no ensaio de robustez através do desenho experimental
de Plackett—-Burman aplicado ao desenvolvimento do método por UFLC para
determinacao de doripenem em po para solucao injetavel.

Experimento Teor de doripenem (%)

1 100,51
98,97
99,69
99,78
100,72
99,40
99,70
97,18
100,13
102,07
99,99
100,56

© 00 N O O b W N
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Depois de calculado o efeito para cada fator estudado, a aplicacdo do Teste t
de student, através da comparacédo entre o valor de t calculado para cada fator e o
valor de tp0s;5); bicaudal tabelado (2,57), demonstrou que os efeitos oriundos de
cada fator avaliado ndo acarretaram em diferencas significativas na quantificacédo de
doripenem. O método apresentou um erro experimental no valor de 0,594. Através
dos resultados obtidos no ensaio, conclui-se que o método é robusto frente aos

fatores avaliados.
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4 CONCLUSOES

v' Entre os fatores avaliados para o desenvolvimento do método indicativo de
estabilidade para analise do doripenem, a concentracdo do solvente organico

apresentou maior influéncia na performance do sistema cromatogréfico;

v' As condi¢cbes estudadas de fase movel, a composta por acido fosférico 0,01%
(pH= 3,8):acetonitrila (98:02, v/v), com vazao de eluicdo de 0,4 mL/min, volume
de injecdo de 5 pL e deteccdo em 298 nm, permitiram o desenvolvimento
adequado do método, aliando valores de adequabilidade do sistema com rapido

tempo de analise;

v' O método proposto demonstrou-se especifico quando aplicado a amostras
degradadas com a presenca de produtos de degradacado, podendo ser aplicado

em estudos de estabilidade;

v" O método por UFLC demostrou ser especifico, linear, preciso, exato e robusto,
estando de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo ICH (2005) e pela RE
899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). Constitui uma alternativa rapida e
segura para analise de rotina do doripenem, com menor consumo de solventes.

E ndo utiliza sais para tamponar a fase mével.
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1 INTRODUCAO

Os estudos de estabilidade tém como objetivo obter informacdes sobre a
qualidade de um farmaco ou medicamento e sua variacdo em funcdo do tempo, sob
influéncia de uma série de fatores ambientais como temperatura, umidade e luz.
Além destes, outros fatores relacionados ao proprio produto como propriedades
fisicas e quimicas das substancias ativas e excipientes farmacéuticos, processos de
fabricacdo e tipo e propriedades dos materiais de embalagem s&o importantes
(BRASIL, 2005; NULDEMAN, 1975). Segundo a resolugéo - RE n° 1, de 29 de julho
de 2005 (BRASIL, 2005), os estudos de estabilidade podem ser classificados como
estudos de estabilidade acelerada, estudos de acompanhamento e estudos de longa
duracéo.

Além destes estudos citados acima, ha também os testes de estabilidade
forcada ou testes de estresse. Estes testes devem ser realizados em condi¢cdes mais
severas de degradacdo, excedendo as condicGes utilizadas nos estudos de
estabilidade acelerada. A exposicdo do insumo farmacéutico ativo ou do produto
acabado a condi¢fes de estresse, como estresse térmico, hidrélise em meio alcalino
e em meio acido, oxidacdo e fotdlise fornece informacgdes importantes acerca da
estabilidade intrinseca da molécula e de suas possiveis rotas de degradagdo. Além
disso, estes testes sdo indispensaveis para o desenvolvimento de métodos
analiticos indicativos de estabilidade (ALSANTE et al., 2007; BRASIL, 2012; ICH,
2003).

Segundo Blessy e colaboradores (2013), os estudos de estabilidade forcada
apresentam diversos objetivos, tais como determinar a estabilidade intrinseca de um
farmaco presente em uma formulacdo e revelar os mecanismos de degradacéo
deste farmaco quando submetido & hidrolise, oxidacdo, termdlise ou fotdlise. E
sabido que a elucidacéo da estrutura dos produtos de degradacgao, formados sobre
diferentes condi¢cdes de estresse, permite estabelecer as vias de decomposicéo, e
assim compreender a natureza quimica do farmaco. A aplicagdo de estudos de
estabilidade forcada nas etapas de pré-formulacdo contribuem para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas mais estaveis.

Os estudos de degradacgéo forcada também contribuem para a obtencdo de
dados cinéticos a respeito da decomposicdo do farmaco. Uma cinética de

decomposicdo envolve principalmente dois fatores, a ordem de reacdo e a
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velocidade de reacdo. Ao determinar a ordem de reacédo, € possivel definir como a
velocidade de reacao varia de acordo com a concentracao dos reagentes. Diversos
fatores podem afetar a velocidade de reacdo, entre eles a temperatura, agentes
cataliticos acidos ou basicos, oxidacao e luz (NULDEMAN, 1975; SINKO, 2008).

As principais ordens de reacao relacionadas a degradacao de medicamentos
sao estabelecidas em ordem zero, primeira ordem e segunda ordem. As reacoes de
ordem zero sdo aquelas em que a velocidade de reacdo nao depende da
concentracdo dos reagentes. Nas reacdes de primeira ordem a velocidade de
reacdo € proporcional & concentracdo de um dos reagentes, enquanto nas reacdes
de segunda ordem a velocidade de reacdo é proporcional & concentracao dos dois
reagentes ou a segunda poténcia da concentracdo de um dos reagentes
(NULDEMAN, 1975; SINKO, 2008).

As ordens de reacdo podem ser representadas pelas seguintes equacgdes
(NULDEMAN, 1975):

C = Cy — kt (reagdo de zero ordem)
InC = In Cy- kt (reagdo de primeira ordem)
1/C= 1/C, + kt (reacdo de segunda ordem)
Onde: C, corresponde a concentracao inicial da substancia, C corresponde a

concentracdo da substancia apés degradacdo por um periodo de tempo t, e k é a
constante de velocidade de reacao.

Segundo Sinko (2008) a ordem de reacao pode ser determinada por meio de
diferentes métodos. No método de substituicdo, os dados de um estudo cinético
podem ser substituidos pelas formas integradas das equacdes que descrevem as
diferentes ordens de reacdo. Quando o valor de k (constante de velocidade de
reacdo), calculado para uma dessas equacgles, permanecer constante dentro dos
limites de variacdo experimental, passa-se a considerar que a ordem de reacdo é
descrita por esta equacao.

J& para o método grafico a ordem de reagdo pode ser definida por meio de
representacdes graficas, as quais devem relacionar a concentracdo da substancia
reagente em funcéo do tempo (ordem zero), o log da concentracdo da substancia
reagente em funcédo do tempo (primeira ordem) e o inverso da concentragdo da

substancia reagente em funcdo do tempo (segunda ordem). A representacdo que
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apresentar a melhor reta, com coeficiente de correlacdo mais proximo a unidade, €
definida como a ordem de reacéo.

Apoés determinar a ordem e a velocidade reacdo, é possivel calcular outros

parametros cinéticos como o tempo de meia vida (t1/2), que é 0 tempo necessario

para que o farmaco atinja 50% de seu teor declarado, e 0 tgg,, tempo necessario

para que o farmaco atinja 90% de seu teor inicial. Este Gltimo parametro serve como
indicativo de vida util do farmaco (NULDEMAN, 1975; SINKO, 2008).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PRODUTO FARMACEUTICO E SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA
(SQR)

O produto farmacéutico e a substancia quimica de referéncia utilizados estéao

descritos na secéo 2.1 do Capitulo 1.
2.2 SOLVENTES E REAGENTES

e Acetonitrila grau CLAE — Tédia®
e Agua ultrapura
e Fosfato de potassio monobasico — Fmaia®

e Peroxido de hidrogénio — Fmaia®
2.3 EQUIPAMENTOS

e Balanca analitica Shimadzu — AY220®

» Estufa Nova Etica — Série 400®

e Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia, Shimadzu —Prominence®

e Lavadora Ultra-Sénica Unique — USC 2850A®

e Sistema de Filtracdo Ocean®

e Sistema purificador de agua, Millipore - Direct-Q 3 UV UltrapureWater

Systems®.
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2.4 METODOLOGIA

2.4.1 Cinética de degradacao oxidativa

A avaliagdo da estabilidade oxidativa do antibiético doripenem foi determinada
a partir da exposicao do farmaco a peréxido de hidrogénio nas concentracfes de 3 e
10%. Para determinacdo da cinética de degradacdo, as amostras de doripenem
foram analisadas, apés decomposicdo em diferentes tempos de reacdo com o
agente oxidante. Os parametros cinéticos foram calculados de acordo com a ordem
de reacdo, a qual foi determinada por meio do método gréfico.

2.4.1.1 Preparo das amostras

Para o preparo das amostras, pesou-se 10 mg de amostra e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100 mL, o qual teve seu volume completado com agua
ultrapura, obtendo-se solucédo a 100 pug/mL. Apds, transferiu-se 5 mL desta solucéo
para um baldo volumétrico de 10 mL, resultando em uma concentracdo de 50 pg/mL.
Esta segunda diluic&o foi realizada utilizando peréxido de hidrogénio a 3 e a 10%. As
amostras foram analisadas apds os tempos de 5, 10, 20, 30, 45, 60 e 75 minutos.

2.4.1.2 Quantificacado das amostras

A quantificacdo do doripenem nas amostras degradadas foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo método validado por

Mantovani e colaboradores (2012), utilizando as seguintes condi¢des:

e Coluna C-18 Shimadzu Shim-pack® ODS (250 x 4,0 mm, 5 pm);

e [Fase movel: tampao fosfato de potassio 0,01 mol/L e acetonitrila (94:06, v/v);
e Vazao de fase movel: 1,0 mL/mim ;

e Volume de injegao: 20 pL;

e Deteccéo: UV-DAD, 298 nm.
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Utilizou-se equipamento cromatdégrafo a liquido Shimadzu Prominence®,
equipado com degasser DGU-20As, bomba LC-20AT, injetor automéatico SIL-20A,
formo de coluna CTO-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A e software LC
Solution V. 1.24 SP1.

2.4.1.3 Determinacao dos parametros cinéticos

A ordem de reacao foi determinada utilizando o método gréfico, e a constante

de velocidade de reagéo (k), 0 tggy € O t1/2 foram calculados considerando uma

reacao de segunda ordem. As seguintes equacdes foram consideradas:

1/ _1 _1 _1
[c="c, Tkt toow = “oke,  ty,= ke,

Onde:

C = concentracao final;
Co= concentragao inicial;
k = constante de velocidade de reacao;

t = tempo.
2.4.2 Estabilidade térmica

A cinética de degradacdao térmica do doripenem foi determinada por Barbosa
(2012). No estudo, o doripenem foi submetido a degradacdo nas temperaturas de
25°C, 35 °C e 45 °C. As amostras foram analisadas em diferentes tempos de
degradacdo, e apoOs determinada a ordem de reacdo, foram calculados os
parametros cinéticos.

O presente trabalho faz uma releitura dos dados obtidos por Barbosa (2012),
no intuito de complementar os dados obtidos, com a aplicacdo da equacao de
Arrhenius e a determinacdo da energia de ativagcdo, com subsequente proposicéo

das estruturas quimicas dos produtos de degradacéo formados.
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A energia de ativacdo para a degradacédo térmica foi determinada por meio da
construcdo do gréfico de Arrhenius. O mesmo foi construido a partir da plotagem do
logaritmo neperiano de k obtido para cada temperatura versus o inverso da
temperatura em Kelvin. O grafico pode ser descrito pela seguinte equacao:

Ink=1InA Eo 1
nekKk=1n R'T

Onde:

k = Constante de velocidade de reacgio;
A = Fator de Ahrrenius;

E, = Energia de ativagao;

T = Temperatura na escala Kelvin;

R = Constante universal dos gases.

2.4.3 Anédlises por LC-MS

As andlises por CLAE foram conduzidas utilizando um cromatografo a liquido
Shimadzu Pronimence®, equipado com controlador SLC-10A, bomba LC-20AD,
injetor automatico SIL-10AF e detector SPD-M10A PDA. Como fase estacionaria, foi
utilizada uma coluna Phenomenex Luna C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pum). A fase movel
consistiu de acido férmico 0,05% e acetonitrila (96:04, v/v). A deteccéo foi feita em
detector DAD, fixado em 298 nm.

O sistema de deteccdo por espectrometria de massas foi conduzido em
equipamento hifenado ao cromatégrafo a liquido. Utilizou-se espectrdmetro de
massas Esquire plus 3000® (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). O mesmo conta
com uma interface de electrospray (ESI) e analisador de massas do tipo ion trap. O
software utilizado para aquisicdo de dados foi o Esquire CONTROL 5.2. A analise
por LC-MS foi realizada no modo ion-positivo, operado de acordo com as seguintes
condi¢cbes: temperatura do gas nitrogénio 320 °C; fluxo do gas de secagem 7 L/min;
tensdo do capilar 4000V; pressdo do nebulizador 27 psi. Os espectros de massa
foram registrados em modo de varredura completa na faixa de 200-800 m/z.

Para a analise por CLAE-MS foram selecionadas as amostras que

apresentaram um perfil de formacdo de produtos de degradacdo majoritarios,
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especificamente a amostra de doripenem degradada em produtos de degradacéo.
Estas foram, a amostra de doripenem degradada em peréxido de hidrogénio a 3%
durante 75 minutos, e a amostra submetida a degradacéo térmica por 48 horas na

temperatura de 35 °C.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CINETICA DE DEGRADACAO OXIDATIVA

A degradacdo oxidativa € uma das principais causas de instabilidade em
farmacos. Ela envolve a remocao de um atomo eletropositivo, radical ou elétron, ou
a adicdo de um atomo eletronegativo ou radical. Os mecanismos de oxidacao
dependem da natureza quimica do farmaco e da presenca de espécies reativas de
oxigénio ou outros agentes oxidantes. A maioria das reagdes de oxidagcdo em
preparacdes farmacéuticas relaciona-se a auto-oxidacdo, que ocorre
espontaneamente pela influéncia inicial do oxigénio atmosférico (LEITE, 2005;
SILVA et al., 2009).

Para estudos de estresse, Singh & Bakshi (2000) recomendam a utilizagcéo de
peroxido de hidrogénio na faixa 1 a 30%. Os autores sugerem que 0 estudo inicie-se
utilizando peroxido de hidrogénio na concentracdo de 3% durante 6 horas. Havendo
degradacdo total do farmaco, recomendam diminuir o tempo de exposi¢cdo ou a
concentracdo do agente oxidante. Para farmacos menos suscetiveis a oxidacao, a
recomendacdo € utilizar perdxido de hidrogénio a 30% durante 24 horas. Nao
havendo degradacdo suficiente, o farmaco deve ser declarado estavel frente a
oxidacao.

Os resultados da analise quantitativa indicaram uma alta susceptibilidade do
doripenem a oxidacdo. Quando exposto ao perdxido de hidrogénio a 3%, apds 75
minutos de reacdo, o farmaco apresentou um decaimento de 31,81% do seu teor
inicial. E quando submetido & decomposicdo em peréxido de hidrogénio a 10%, o
decaimento foi de 41,39% em 75 minutos.

O teor residual de doripenem e o DPR obtido na analise referente a cada

tempo degradacédo estao apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14- Teor residual do doripenem apés degradacdo oxidaiva com peréxido de
hidrogénio a 3 e a 10%, em diferentes tempos de reacdo. E quantificacdo por CLAE.

Concentracao de

Peroxidose(BE0 O em (o DPF
hidrogénio P 0
0 100 0,07
5 94,45 1,45
10 89,72 2,34
20 83,48 2,91
3%
30 80,69 0,67
45 75,17 5,20
60 74,10 1,86
75 68,19 5,76
0 100 0,05
5 94,83 1,62
10 88,77 0,03
20 82,89 1,87
10%
30 77,70 2,86
45 70,59 0,22
60 64,23 1,82
75 58,61 2,83

* Média da determinacdo de duas amostras individuais para cada tempo.

A Tabela 15 apresenta os dados utilizados na construcdo dos gréaficos para

determinacao da ordem de reacéo.
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Tabela 15- Valores de teor residual, logaritmo do teor residual e 1/ teor residual de
doripenem, depois de submetido a degradacao oxidativa com peroxido de hidrogénio

a 3% e a 10% em diferentes tempos. Quantificacdo por CLAE.

Concentracao Teor residual Log do teor 1/ concentracao
Lo Tempo . : )
de Perdxido de (minutos) de doripenem residual de residual de
hidrogénio (%) doripenem doripenem

0 100 2,00 0,01

5 94,45 1,975 0,0106
10 89,72 1,953 0,0111
20 83,48 1,922 0,0120

3%

30 80,69 1,907 0,0124
45 75,17 1,876 0,0133
60 74,10 1,870 0,0135
75 68,19 1,834 0,0147
0 100 2,00 0,01

5 94,83 1,977 0,0105
10 88,77 1,948 0,0113
20 82,89 1,919 0,0121

10%

30 77,70 1,890 0,0129
45 70,59 1,849 0,0142
60 64,23 1,808 0,0156
75 58,61 1,768 0,0171

A representacao grafica que apresentou o coeficiente de correlacdo mais
préximo a unidade para ambas as condicfes testadas (Tabela 16) foi obtida
plotando-se a reciproca do teor residual de doripenem versus o tempo. Isto indica
que a degradacéo oxidativa do doripenem seguiu uma reacdo de segunda ordem.
Em reacbes de segunda ordem, a velocidade de reacdo é dependente da
concentracdo das duas substancias reagentes ou da segunda poténcia da

concentragcédo de uma delas.
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Tabela 16- Valores de coeficiente de correlacdo para as ordens de reacao referentes
a degradacgéo oxidativa do doripenem.

Coeficiente de correlacéo (r)

H.0; a 3% H.O, a 10%
Zero ordem 0,9591 0,9860
Primeira ordem 0,9714 0,9954
Segunda ordem 0,9807 0,9989

As representacfes gréficas obtidas para determinagdo da ordem de reacao
estao ilustradas nas Figuras 18, 19 e 20.

100 m

= 10,3843 + 94,994
r = 0,9591

y = -0,5318x + 95,989
40 - r = 0,9859

Concentragao residual de
doripenem %

2[] 1 1 ] 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 a0 60 70 80

Tempo (mim)

Figura 18- Representacdo gréafica para reacdo de zero ordem, apds degradacdo
oxidativa com peréxido de hidrogénio a 3 e a 10%, em diferentes tempos de reacao.
Quantificacéo por CLAE. ( 4) H>0, a 3%; ( ) H.0, a 10%.
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Figura 19- Representacdo grafica para uma reacdo de primeira ordem, apos

degradacdo oxidativa com peréxido de hidrogénio a 3 e a 10%, em diferentes

tempos de reacao. Plotagem do log da concentragéo residual de doripenem versus o

tempo. Quantificacdo por CLAE. ( &) H»0, a 3%; ( [l H202a 10%.
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Figura 20- Representacdo grafica para uma reacdo de segunda ordem, apos
degradacédo oxidativa com peréxido de hidrogénio a 3 e a 10%, em diferentes
tempos de reacdo. Plotagem de 1 / concentragcédo residual de doripenem versus
tempo. Quantificagdo por CLAE. ( &) H.02a 3%; ( ) H20, a 10%
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A partir da determinacéo da ordem de reagdo, torna-se possivel um maior
entendimento do perfil de degradacdo da amostra, de modo a permitir também a
obtencédo de outros dados cinéticos, como a velocidade de reacao (k), o tempo de
meia vida (t12) e 0 tgoe. Os valores de k para cada tempo de exposicéo e o valor de k

médio estdo expostos na tabela 17.

Tabela 17- Valores de velocidade de degradacéo do doripenem, obtidos segundo
cinética oxidativa de segunda ordem.

Concentracao Concentracao s
Lo Tempo . Valores de k k médio
de peroxido de (min) de doripenem @ min?) @ min?)
hidrogénio (%) o o

0 100

5 94,45 0,00012
10 89,72 0,00011
20 83,48 0,00010

3% 0,000086

30 80,69 0,00008
45 75,17 0,00007
60 74,10 0,00006
75 68,19 0,00006
0 100

5 94,83 0,00010
10 88,77 0,00013
20 82,89 0,00011

10% 0,00010

30 77,70 0,00010
45 70,59 0,00009
60 64,23 0,00009
75 58,61 0,00009

A constante de velocidade de reacao foi maior para as amostras submetidas a
degradacéo com H,O, a 10%. Neste caso o tempo de meia vida e 0 tgpy foram de
100,00 e 11,11 minutos, respectivamente. Quando submetido a degradacdo em
H,O, a 3% o tempo de meia vida e 0 tyggy foram de 116,27 e 12,91 minutos,

respectivamente.
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Através da analise cromatografica, foi possivel a visualizagcdo de dois
produtos de degradacdo nos tempos de 3,66 (Pd-1) e 4,27 (Pd-2) minutos, como
ilustrado na Figura 21. Estes produtos foram formados em ambas as condicbes
testadas. Os dados de pureza de pico indicaram que ndo houve interferéncia dos

produtos de degradacao no pico referente ao doripenem.

uV =
Doripenem
Pd-1
j Pd-2 l
20000 j, (4)
1 Doripenem
10000 P
] (B)
o] A ] A
—_— =
0.0 2.5 5.0 1.5

min
Figura 21- Cromatogramas sobrepostos ilustrativo da analise das amostras de
doripenem submetidas a degradacdo oxidativa. A) doripenem degradado com
peréxido de hidrogénio a 3% durante 75 minutos. B) doripenem SQR. * Pico

referente a fenacetina, estabilizante presente no produto oxidante.

3.2 ESTABILIDADE TERMICA

Quando submetido a degradacdo por estresse térmico, o doripenem
apresentou uma acentuada degradagcdo, mesmo no armazenamento a temperatura
ambiente (Tabela 18). Este perfil de instabilidade se assemelha ao observado para
outros derivados carbapenémicos (FUHR et al., 2013; SMITH et al., 1990). Os dados
obtidos no presente trabalho indicam que quando armazenado a 35°C por 48 horas
o doripenem apresentou decaimento de 42,19% em seu teor. Na temperatura de 45
°C, o teor decaiu 45,67% em 24 horas. A constante de velocidade de reacédo foi de
0,00518 p/h para a temperatura de 25 °C, 0,01306 p/h para a temperatura de 35 °C
e 0,02541 p/h para a temperatura de 45 °C.
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Tabela 18- Valores de teor residual de doripenem para as amostras submetidas a
degradacédo térmica a 25 °C, 35 °C e 45 °C. Dados analiticos obtidos através de
metodologia por CLAE-UV (adaptado de BARBOSA 2012).

Temperatura Tempo (h) Teor (%)* DPR
24 90,47 0,96
48 81,56 9,00
72 67,54 2,75
25°C
96 65,05 1,48
120 51,36 2,09
144 47,38 2,81
12 87,15 4,35
24 67,52 3,10
36 57,99 9,68
35°C
48 57,81 2,42
60 48,55 2,07
72 39,02 5,66
2 96,61 0,14
4 94,67 2,20
6 86,00 1,19
45 °C 8 83,74 9,42
10 79,59 1,92
12 75,43 2,11
24 54,33 2,01

*Média da determinacédo de trés amostras, analisadas em triplicata.

A degradacao térmica do doripenem seguiu uma cinética de primeira ordem.

A representacao gréfica da cinética de primeira ordem esté ilustrada na Figura 22.
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Figura 22- Representacdo grafica para plotagem de cinética de decomposicéo
térmica do doripenem seguindo primeira ordem, plotagem do log da concentragcéo

residual de doripenem x tempo (Fonte: Barbosa 2012).

Com os valores de constante de velocidade de reacdo obtidos por Barbosa
(2012), calculou-se a energia de ativacdo através da equacdo de Arrhenius. Esta
energia de ativacdo pode ser definida como a energia minima necessaria para que
se inicie uma reacdo quimica a partir dos reagentes presentes.

A equacao de Arrhenius é uma ferramenta Util para estudos de estabilidade
térmica, pois expressa uma relacdo quantitativa entre a temperatura, a energia de
ativacdo e a constante de velocidade de reacdo. O aumento da velocidade de
reacdo em funcdo do aumento da temperatura pode ser explicada por um
deslocamento na distribuicdo de Maxwell Boltzmann (RUSSEL, 1994).

Em qualquer temperatura existe uma distribuicdo, a distribuicdo de Maxwell
Boltzmann, de energias cinéticas moleculares, e, a temperaturas mais elevadas,
essa distribuicdo se desloca no sentido de ter um maior nimero de moléculas
rapidas e menos moléculas lentas. A Figura 23 ilustra uma representacdo da
distribuicdo de energias cinéticas moleculares de uma substancia, em duas
diferentes temperaturas. A energia de ativacdo esta assinalada no diagrama (area
sombreada). Podemos observar que a fragcdo de moléculas com energia igual ou

superior a energia de ativagao aumenta com a temperatura (RUSSEL, 1994).
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Figura 23- Efeito da temperatura sobre a fracdo do nimero total de moléculas com

energia igual ou superior a energia de ativacdo (Fonte: RUSSEL, 1994).

Segundo Yoshioka e Stella (2000), geralmente os valores de energia de
ativacdo observados na degradacdo de farmacos encontram-se na faixa de 10 a
30Kcal/mol. Os autores citam também a influéncia do aumento da temperatura sobre
a energia de ativacdo. Em uma dada reacdo, com energia de ativacdo de
10Kcal/mol, um aumento de 10 °C na temperatura acarretaria em um aumento de
1,76 vezes na reatividade dos compostos. Ja para uma reagdo com energia de
ativacdo de 30 Kcal/mol, o aumento de 10 °C na temperatura aumentaria 5,5 vezes
a velocidade da reacéo.

A degradacao térmica do doripenem em solugdo reconstituida apresentou
uma energia de ativacdo de 15 Kcal/mol, dentro da faixa citada por Yoshioka e Stella
(2000). Segundo os autores, para uma reacdo com energia de ativacdo de 15
Kcal/mol, o aumento de 10 °C na temperatura aumentaria 2,34 vezes a velocidade
de reacdo. Observou-se experimentalmente que a velocidade de reacdo aumentou
em média 2,23 vezes.

O gréfico de Arrhenius obtido plotando-se o logaritmo neperiano das
constantes de velocidade de reacdo do doripenem em funcéo da temperatura esta

ilustrado na Figura 24, com perfil linear na faixa de 25 a 45 °C (r= 0,9971).
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Figura 24- Representagdo do grafico de Arrhenius obtido em estudo de degradacéo

térmica do antibiético doripenem.

Segundo Swanson e colaboradores (1986), valores de energia de ativacao
em torno de 17 kcal/mol sdo caracteristicos de reacdes de hidrélise. A energia de
ativacao de 15 kcal/mol observado para a degradacao térmica do doripenem sugere
que a hidrélise do anel B-lactamico, constitui a principal via de decomposicdo do
farmaco.

Através da analise cromatografica, foi possivel a visualizacdo de dois
produtos de degradacdo mais polares que o doripenem, nos tempos de 6,15 e 7,46

minutos, como ilustrado na Figura 25.
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Figura 25- Cromatograma demonstrativo da degradacao térmica do doripenem. (A)

doripenem SQR. (B) amostra degradada a 35 °C por 72 horas;

3.3 PRODUTOS DE DEGRADACAO POR LC-MS

A combinacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia com a
espectrometria de massas (LC-MS) tem apresentado um impacto significativo no
desenvolvimento e analise de farmacos nas Ultimas décadas. Devido a sua alta
sensibilidade e especificidade, a técnica por LC-MS pode ser aplicada em diversas
etapas, desde o desenvolvimento de novos farmacos e formas farmacéuticas, até o
controle de qualidade do produto final. A cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas é uma técnica bastante vantajosa para a analise e
identificacdo de impurezas e produtos de degradacéo, pois devido a capacidade de
separacdo da cromatografia liquida, ndo se faz necessario o isolamento e a
purificacdo das impurezas (LEE et al., 1999)

Conforme  citado anteriormente, as carbapenemas apresentam
susceptibilidade a diversos fatores de degradacdo, dentre eles temperatura e
umidade, hidrolise acida e alcalina, oxidacdo e luz. Devido a alta reatividade da
carbonila do anel B-lactamico, a clivagem deste anel apresenta-se como a principal
rota de degradacédo desta classe. Reddy e colaboradores (2014) citam o produto
oriundo da abertura do anel pB-lactamico e o dimero formado a partir da condensacao
dos anéis como as principais impurezas relacionadas ao doripenem. Este

comportamento de abertura de anel e dimerizagdo € uma reacao ja conhecida, e
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descrita em trabalhos com carbapenemas publicados na literatura (MENDEZ et al.,
2007; SANJONZ et al., 2006; SMITH et al., 1990).

Através da andlise por LC-MS das amostras de doripenem degradadas e do
estudo dos espectros de massas obtidos, com as provaveis fragmentacdes, tornou-
se possivel a proposi¢céo das estruturas quimicas destes produtos. Sob condicao de
degradacdo oxidativa, a analise por LC-MS revelou a formacgéo de trés produtos de
degradacdo, de relacdo massa/carga (m/z) 411, 427 e 437. Na degradacédo térmica,
a analise por LC-MS revelou a formacdo de diversos produtos de degradacéao,
dentre eles os de m/z 411 e 427, possivelmente os mesmos formado na condicéo
oxidativa. Além destes, destacam-se também os produtos de m/z 664, 650 e 634.

A Figura 26 representa o espectro de massas da amostra de doripenem sem

degradacdo. Na figura, visualiza-se um pico de m/z 421 [M+H"] referente ao

doripenem.
COOH
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Figura 26- Estrutura quimica do doripenem e espectro de massas obtido através da

analise da amostra de doripenem sem degradacao.

Entre os produtos formados, aquele com m/z 437 [M+H] ((4R,5S)-5-((S)-1-
carboxy-2-oxopropyl)-4-methyl-3-(((5S)-5-((sulfamoylamino)methyl)pyrrolidin-3-
yDthio)-4,5-dihydro-1H-pyrrole-2-carboxylic acid), formado ap0s a degradacéo
oxidativa do doripenem, refere-se a estrutura quimica do doripenem apos o
rompimento do anel B-lactdmico e a oxidacdo da cadeia alcodlica, levando a

formacédo de uma cetona (Figura 27).
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Figura 27- Estrutura molecular do produto de degradacéo de m/z 437, formado a
partir do rompimento do anel B-lactamico e da oxidagdo da cadeia alcodlica do
doripenem. E espectro de massas obtido através da andlise da amostra de

doripenem submetida a degradacéo oxidativa.

Os produtos de degradacéo que apresentaram m/z 411 e 427 foram formados
em ambas as condicBes de estresse. Estes produtos possivelmente sdo formados
pelo rompimento do anel B-lactamico e alteracBes na cadeia lateral alcodlica. A
Figura 28 ilustra o produto (4R,5R)-5-((R)-carboxy(hydroxy) methyl)-4-methyl-3-
(((5S)-5-((sulfamoylamino) methyl) pyrrolidin-3-yl) thio)-4,5-dihydro-1H-pyrrole-2-
carboxylic acid de m/z 411. A Figura 29 ilustra o produto (5R)-5-((S)-1-carboxy-2,2-
dihydroxyethyl)-3-(((5S)-5-((sulfamoylamino) methyl) pyrrolidin-3-yl)thio)-4,5-dihydro-
1H-pyrrole-2-carboxylic acid de m/z 427.
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Figura 28- Estrutura molecular do produto de decomposi¢cdo de m/z 411 (4R,5R)-5-
((R)-carboxy(hydroxy)methyl)-4-methyl-3-(((5S)-5((sulfamoylamino) methyl)pyrrolidin-
3-yl)thio)-4,5-dihydro-1H-pyrrole-2-carboxylic acid formado a partir da hidrolise do
anel B-lactamico e alteracdes na cadeia lateral alcodlica. (A) espectro de massas
obtido através da analise da amostra de doripenem submetida a degradacéo
oxidativa e (B) espectro de massas obtido através da analise da amostra de
doripenem submetida a degradacéao térmica.
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Figura 29- - Estrutura molecular do produto de decomposicdo de m/z 427 (5R)-5-
((S)-1-carboxy-2,2-dihydroxyethyl)-3-(((5S)-5 ((sulfamoylamino) methyl) pyrrolidin-3-
yDthio)-4,5-dihydro-1H-pyrrole-2-carboxylic acid formado a partir da hidrélise do anel
B-lactamico e alteracBes na cadeia lateral alcodlica. (A) espectro de massas obtido
através da analise da amostra de doripenem submetida a degradacdo oxidativa e (B)
espectro de massas obtido através da analise da amostra de doripenem submetida a

degradacéo térmica.

A degradacdo térmica também levou a formacdo de produtos de
decomposicdo de m/z 664, 650 e 634 que por apresentarem massa molecular
superior a massa do farmaco, possivelmente sdo formados através de quebras no
produto dimérico do doripenem. Este dimero formado através da condensacao dos
anéis B-lactamicos (Figura 30), é citado por Reddy e colaboradores como uma das

principais impurezas relacionadas ao farmaco.
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Figura 30- Produto dimérico do doripenem formado através da condensacdo dos
anéis B-lactamicos (Fonte: REDDY et al., 2014)

A Figura 31 ilustra o produto de degradacgédo 2,2'-(1-mercapto-2,7-dimethyl-
5,10-dioxo-6-((5-((sulfamoylamino)methyl)pyrrolidin-3-yl)thio)-2,7,8,10-tetrahydro-
3H,5H-dipyrrolo[1,2-a:1',2'-d]pyrazine-3,8-diyl)bis(3-hydroxybutanoic acid) de m/z
664.
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Figura 31- Estrutura molecular do produto de decomposi¢cédo de m/z 664, formado a
partir de quebras no dimero do doripenem. E espectro de massas da amostra de

doripenem submetida a estresse térmico.



83

A Figura 32 ilustra o produto de decomposicdo 2-(8-(1-carboxy-2-
hydroxyethyl)-6-mercapto-2,7 -dimethyl-5,10-dioxo-1 -((5-((sulfamoylamino) methyl)
pyrrolidin-3-yl)thio)-2,7,8,10-tetrahydro-3H,5H-dipyrrolo[1,2-a:1",2'-d]pyrazin-3-yl)-3-
hydroxybutanoic acid, de m/z 650. A Figura 33 ilustra o produto de decomposicao 2-
(8-(1-carboxy-2-hydroxyethyl)-6- mercapto-2,7- dimethyl-5,10-dioxo-1-((5-
((sulfamoylamino) methyl)pyrrolidin-3-yl)thio)-2,7,8,10-tetrahydro-3H,5H-
dipyrrolo[1,2-a:1',2'-d]pyrazin-3-yl)-3-oxopropanoic acid, de m/z 634.
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Figura 32- Estrutura molecular do produto de decomposicdo de m/z 650, formado a
partir de quebras no dimero do doripenem. E espectro de massas da amostra de

doripenem submetida a estresse térmico.
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Figura 33- Estrutura molecular do produto de decomposicdo de m/z 634, formado a
partir de quebras no dimero do doripenem. E espectro de massas da amostra de

doripenem submetida a estresse térmico.

Os cuidados com a estabilidade de farmacos e medicamentos e com a
formacdo de produtos de degradacdo cada vez mais ganham a atencdo das
autoridades reguladoras. Recentemente foi aprovada pela ANVISA a RDC n° 58, de
20 de dezembro de 2013 (BRASIL 2013), que estabelece parametros para
verificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos, para elaboracdo do perfil
de degradacédo correspondente e para a notificacao, identificacdo e qualificacdo dos
produtos de degradacéo formados ao longo do prazo de validade do medicamento.
Esta resolugdo determina os limites necessarios para notificacdo (valor acima do
qual um produto de degradacdo devera ser reportado nos estudo de estabilidade)
identificacdo (valor acima do qual um produto de degradacdo devera ter sua
estrutura quimica identificada) e qualificacéo (valor acima do qual um produto de
degradacéo devera ser qualificado quanto a sua seguranca bioldgica) dos produtos

de degradacao, levando em consideracdo a dose méxima diaria do medicamento.
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Os limites dos produtos de degradagdo Sdo expressos como a percentagem do
insumo farmacéutico ativo ou como a ingestéo total diaria (ITD) de um produto de
degradacédo. No caso do doripenem, sua dose maxima recomendada por dia € de
1500 mg, e seus limites de formacao de produto de degradacéo séo de 0,05%, 0,2%

e 0,3% para notificacao, identificagdo e qualificacéo, respectivamente.
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4 CONCLUSOES

v Quando submetidas a degradacdo oxidativa, as amostras reconstituidas de
doripenem apresentaram uma cinética de decomposi¢cdo seguindo uma reacao

de segunda ordem;

v As amostras reconstituidas de doripenem apresentaram uma cinética de
decomposicao de primeira ordem, quando submetidas a degradacdo térmica. A
energia de ativacdo, calculada através da equacdo de Ahrrenius, foi de 15

Kcal/mol, valor caracteristico de reacfes de hidrolise;

v' As analises por LC-MS permitiram propor a estrutura quimica de produtos de
degradacédo formados sobre ambas as condi¢cdes de estresse, com destaque
para os produtos formados pela hidrélise do anel pB-lactamico e pelo processo de

dimerizacéo;

v' Foram propostos seis produtos de degradacdo, de m/z 437 formado sob
condicdo de estresse oxidativo, de m/z 411 e 427 formados em ambas as
condi¢cdes de estresse, e de m/z 664, 650 e 634 formados nas amostras de

doripenem submetidas a degradacao térmica.
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