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Resumo

A tirofibana é um farmaco inibidor molecular ndo peptidico derivado da tirosina
que inibe a agregacdo plaquetaria no final da cascata de coagulacdo, especificamente como
antagonista dos receptores da glicoproteina (GP) lIb/llla, sendo o inibidor desta GP mais
utilizado mundialmente deste a aprovacdo de sua nova dosagem pela FDA, em 2013, sob
nome comercial de Agrastat®. A ANVISA e guias internacionais determinam que 0s
medicamentos comercializados devem garantir a qualidade do produto e a seguranga do
consumidor. Neste contexto, torna-se imprescindivel o desenvolvimento e validacdo de
métodos que permitam a avaliagdo desde a matéria-prima até a forma farmacéutica,
contemplando o estudo da estabilidade do farmaco nas formulacgdes, a analise de produtos
de degradacdo, identificacdo e determinacdo dos niveis de impurezas e padronizacao dos
procedimentos de producdo. Ha& poucos relatos na literatura sobre a determinacao
quantitativa da tirofibana e sobre degradacdo em condi¢des forcadas. Além disso, a
literatura ndo traz registro de desenvolvimento e validagdo de método indicativo da
estabilidade, determinacdo de impurezas de sintese e produtos de degradacdo. Perante o
exposto, este estudo objetivou o desenvolvimento e validacdo de método indicativo da
estabilidade para determinacdo da tirofibana na presenca de duas impurezas de sintese
(impureza A e impureza C), bem como realizar estudo preliminar de estabilidade e
determinar a cinética de degradacdo relacionando com os principais fatores de degradacéo.
O desenvolvimento e validacdo do método foi realizado em concordancia com os
principais guias oficiais. Utilizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
acoplada a detector de arranjo de fotodiodo (DAD), em 226 nm, empregando-se coluna Cis
(4,6 x 250 mm, 5um), em temperatura ambiente, com fase mdvel eluida em modo
gradiente, constituida de mistura de trietilamina 0,1% acidificada a pH 5,5 com 4cido
fosforico e acetonitrila, em fluxo de 1 mL.min e volume de injecdo de 20 pL. O método
apresentou linearidade, precisdo, exatiddo e robustez satisfatorios, além de baixos limites
de deteccdo e quantificagdo, que demonstram sensibilidade na determinacdo da tirofibana e
impurezas A e C. Apresentou-se seletivo para a determinacdo do farmaco e impurezas
analisadas, sem interferéncia dos produtos de degradacdo gerados em condicdes forcadas,
dados que demonstram a capacidade indicativa da estabilidade do método proposto. A
tirofibana mostrou-se praticamente estavel as condi¢cOes de estresse oxidativo (H202 30%
por 24 horas) e térmico (75°C por 24 horas), apresentou degradacdo frente a luz UVA e
hidrolise acida, obedecendo a cinética de primeira ordem. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstram a importancia do aprofundamento dos estudos nesta area, no intuito de
garantir a qualidade dos produtos farmacéuticos comercializados.

Palavras-chave: Agrastat, CLAE, impurezas, degradacao, cinética.



Abstract

Tirofiban is a non-peptidic inhibitor drug derived from tyrosine that inhibits
platelet aggregation at the end of the coagulation cascade, specifically as a glycoprotein
(GP) llb / llla receptor antagonist, the most widely used GP inhibitor being the
worldwide its new dosage by the FDA in 2013, under the trade name of Agrastat®.
ANVISA and international guides determine that marketed medicines must guarantee
product quality and consumer safety. In this context, it is essential to develop and
validate methods that allow evaluation from the raw material to the pharmaceutical
form, contemplating the study of drug stability in the formulations, the analysis of
degradation products, identification and determination of the levels of impurities and
standardization of production procedures. There are few reports in the literature on the
quantitative determination of tirofiban and on degradation under forced conditions. In
addition, the literature does not show a record of development and validation of method
indicative of stability, determination of impurities of synthesis and products of
degradation. This study aimed the development and validation of an indicative method
of stability for determination of tirofiban in the presence of two impurities (impurity A
and impurity C), as well as to perform a preliminary stability study and to determine the
kinetics of degradation related to the main factors of degradation. The method
development and validation were carried out in agreement with the main official guides.
High-performance liquid chromatography (HPLC) coupled to a photodiode array
detector (DAD) at 226 nm using a C1g column (4.6 x 250 mm, 5um) was used at room
temperature with a mobile phase eluted in a gradient mode, consisting of a mixture of
0.1% triethylamine acidified to pH 5.5 with phosphoric acid and acetonitrile, in a flow
rate of 1 mL.min-1 and an injection volume of 20 pL. The method presented
satisfactory linearity, precision, accuracy and robustness, as well as low limits of
detection and quantification, which demonstrate sensitivity in the determination of
tirofiban and impurities A and C. It was selective for the determination of the drug and
impurities analyzed, without interference of the degradation products generated under
forced conditions, data demonstrating the capacity indicative of the stability of the
proposed method. Tirofiban was practically stable under oxidative (30% H>0: for 24
hours) and thermal (75°C for 24 hours) conditions, presenting degradation against UVA
light and acid hydrolysis, following the first order kinetics. The results obtained in this
work demonstrate the importance of expanding the studies in this area, in order to
guarantee the quality of commercialized pharmaceutical products.

Key words: Agrastat, HPLC, impurities, degradation, kinetics.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, as doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de
mortalidade no mundo, sendo responsaveis por 17,3 milhdes de mortes por ano
(TOWNSEND et al., 2016). No Brasil, segundo dados da Sociedade Brasileira de
Cardiologia, as doencas cardiovasculares sdo as que mais matam no pais, com registros
de cerca de 350 mil @bitos anuais. As disfun¢bes mais comuns sdo o infarto do
miocardio, a insuficiéncia cardiaca e o acidente vascular encefélico (AVE) (LORGA
FILHO et al., 2016).

As plaquetas sdo pequenas células anucleadas e discoides, derivadas dos
megacaridcitos, de suma importancia para o sistema cardiaco. Proporcionam o tampao
hemostatico inicial nos locais de lesdo vascular e desempenham papel fundamental em
tromboses patoldgicas que levam ao infarto do miocéardio, ao AVE e a tromboses
vasculares periféricas (DIAZ, 2011; WEITZ, 2012).

Os agentes antiplaquetarios, apesar de comprovada eficacia clinica, apresentam
algumas limitacdes, pois a inibicdo plaquetaria é relativamente fraca e podem causar
efeitos colaterais sistémicos, como a inibic&o irreversivel da ciclooxigenase, podendo
ocasionar Ulcera péptica, acarretada pela administracdo da aspirina, ou ainda, a

administracdo da ticlopidina, associada a agranulocitose (GOMES et al., 2000).

A descoberta do receptor glicoproteina Ilb/llla (GP Ilb/1lla), como via final
comum da agregacdo plaquetaria gerou interesse na investigacdo de antagonistas para
este sitio, visando efeitos mais especificos e minimizando as reacGes adversas. Os
receptores podem ser bloqueados/antagonizados por diversos agentes terapéuticos,
como abciximab (anticorpo monoclonal), o eptifibatide (heptapeptideo sintético) e a
tirofibana (ndo-peptidico intravenoso mimetico dos sitios da sequéncia RGD (Arginina-
Glicina-Acido Aspartico) (ROCHA, 2001).

A tirofibana é um antagonista ndo-peptidico dos receptores GP llb/llla derivado
da tirosina. Mimetiza a geometria, estereoatividade e caracteristicas elétricas do RGD,
interferindo na agregacdo plaquetaria (GOMES et al., 2000; ROCHA, 2001). No Brasil,
a tirofibana é comercializada atualmente pela parceria entre as industrias farmacéuticas
Aspen Pharma e Merck Sharp & Dohme, na forma farmacéutica injetavel (0,25

mg/mL), sob nome comercial de Agrastat®.



A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina que 0s
medicamentos comercializados devem cumprir as especificacbes que garantam a
seguranca do consumidor, como o controle de qualidade da matéria-prima, verificacdo
da reprodutibilidade e eficacia terapéutica, por meio de comprovacao laboratorial ou de
estudos clinicos (ANVISA, 2004).

Considerando que os farmacos utilizados no processo de producdo das
formulacGes farmacéuticas ndo sdo considerados totalmente puros, os guias regulatérios
descrevem a necessidade da caracterizacdo e avaliacdo do perfil de impurezas presentes
no farmaco ou no produto farmacéutico. Neste contexto, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento e validacdo de métodos, para que se possa avaliar a qualidade dos
produtos farmacéuticos, contemplando o estudo da estabilidade do farmaco nas
formulacdes, a andlise de produtos de degradacdo, identificacdo e determinacdo dos
niveis de impurezas e padronizacao dos procedimentos de producéo.

Atualmente é observada uma escassez de trabalhos sobre a determinacdo do
cloridrato de tirofibana na presenca de impurezas de sintese e produtos de degradacéo.
El-Bagary e colaboradores (2018) desenvolveram metodologia para analise do farmaco
na presenca da tirosina, todavia, faz-se necessario método analitico capaz de determinar
diferentes impurezas, ja que diferentes rotas sintéticas para a concep¢ao de um mesmo
farmaco podem gerar impurezas distintas (NG; LUNN; FAUSTINO, 2007). Além disso,
sd0 necessarios métodos que possam avaliar o cloridrato de tirofibana na presenca de
seus produtos de degradacdo, que também sdo impurezas, mas obtidas da decomposi¢do

do farmaco.

Considerando o exposto, o presente trabalho buscou desenvolver e validar
metodologia analitica indicativa da estabilidade por CLAE para determinacdo de
tirofibana e duas de suas principais impurezas de sintese, bem como realizar estudos

preliminares relacionados a sua estabilidade.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolver método analitico indicativo da estabilidade por CLAE-DAD para
determinacéo da tirofibana e suas impurezas e realizar estudo preliminar da estabilidade

da tirofibana.
2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método indicativo da estabilidade por CLAE-DAD para
determinacdo qualitativa e quantitativa da tirofibana e suas principais impurezas

de sintese Ae C;

e Realizar estudo de degradacdo forcada do cloridrato de tirofibana, com avaliacdo
do perfil de degradacdo do farmaco em diferentes condicGes: temperatura, luz,

hidrolise e oxidagéo;

e Determinar a cinética de degradacdo do cloridrato de tirofibana relacionando

com os principais fatores de degradacao;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCVs) constituem um grupo de doengas do
coragdo, doencas vasculares do cérebro e doencgas dos vasos sanguineos, definidas na
Classificacdo Internacional de Doencas (CID) como Doencas do Aparelho Circulatorio,
incluem: febre reumatica aguda; doencas cardiacas reumaticas crénicas; doencas
hipertensivas; doencas isquémicas cardiacas; doenca cardiaca pulmonar e da circulagdo
pulmonar; outras formas de doenca cardiaca; doencas cerebrovasculares; doencas das
artérias, das arteriolas e capilares; doencas das veias, vasos linfaticos e dos ganglios
linfaticos, ndo classificados em outra parte; e outros transtornos, e 0s nao especificados
do sistema circulatério (GENS, 2016).

As DCVs estdo entre as principais causas de mortalidade, morbidade e
hospitalizacdo na contemporaneidade no mundo, sendo responsaveis por 17,3 milhGes
de mortes por ano (TOWNSEND et al., 2016), o que representa 31% de todas as mortes
a nivel mundial (WHO, 2015). No Brasil, segundo dados da Sociedade Brasileira de
Cardiologia, as DCVs sdo as que mais matam no pais, afetando homens e mulheres, e
sdo responsaveis por cerca de 20% de todas as mortes em individuos acima de 30 anos.
Anualmente o pais apresenta registros de cerca de 350 mil dbitos, sendo as disfuncdes
mais comuns o infarto do miocardio, a insuficiéncia cardiaca e 0o AVE (LORGA FILHO
etal., 2016; MASSAROLI et al., 2018).

As DCVs sdo patologias complexas e multifatoriais, caracterizadas por diversos
elementos e disfungdes metabdlicas como niveis elevados de colesterol e triglicerideos
séricos, aumento no fibrinogénio plasmatico e fatores de coagulacdo, ativacdo
plaquetdria aumentada, alteracdes no metabolismo da glicose, diabetes, hipertenséo,
sobrepeso/obesidade, entre outros. Além dos fatores de risco metabdlicos, os fatores
comportamentais também desempenham um papel fundamental na etiologia das DCVs,
frequentemente associadas ao sedentarismo, tabagismo, etilismo e alimentacéo
(MASSAROLLI et al., 2018; SILVA et al., 2014; WHO, 2015; WOOD, 2001). Yusuf e
colaboradores (2004) descreveram que existe uma acdo sinérgica entre estes fatores, de
tal forma que a presenca de dois ou mais fatores de risco elevam mais o risco

cardiovascular global que a somatoria dos seus efeitos isolados.

Embora as DCVs que afetam o sistema circulatorio sejam de varios tipos, as

doencas cerebrovasculares e as doencas isquémicas cardiacas sdo as mais preocupantes.
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Dentre os 6bitos mundiais relacionados as DCVs, avalia-se que aproximadamente 43%
foram provenientes de doenca cardiaca coronariana e 39% devido a acidente vascular
encefalico (AVE) (WHO, 2015). Estes sdo geralmente eventos agudos, provocados por
aterosclerose da parede arterial e por trombose, que impedem o fluxo sanguineo de
atingir de forma satisfatdria o coracéo e o cérebro (GENS, 2016).

A aterosclerose € um processo inflamatério complexo que afeta os vasos
sanguineos de médio e grande porte de todo o sistema cardiovascular e que se
desenvolve ao longo de muitos anos, sendo considerada a base fisiopatologica para 0s
eventos cardiovasculares. Este processo ocorre principalmente mediante a exposic¢ao de
elevados niveis de colesterol, lipoproteina de baixa densidade e algumas outras
substancias, tais como os radicais livres, que passam a se depositar sobre a parede
endotelial dos vasos. Estes depdsitos, as placas ateroscleréticas, fazem com que a
superficie interna dos vasos sanguineos se torne irregular e o limen se estreite, tornando
mais dificil para o sangue fluir. Além disso, 0s vasos sanguineos também se tornam
menos flexiveis (SANTOS et al., 2013; WHO, 2015).

O quadro supracitado se agrava quando ocorre a ruptura das placas
aterosclerdticas, e inicia-se a ativacdo e agregacdo plaquetaria, levando a formacao de
trombos que causam a ocluséo total ou parcial do lamen (BUENO, 2016). A ocorréncia
deste evento nas artérias pode resultar na sindrome coronaria aguda, evoluindo para um
ataque cardiaco ou AVE (PESARO et al., 2008).

As plaguetas (também denominadas trombdcitos) sdo corpusculos anucleados,
com a forma de disco, medindo cerca de 2-4 um de diametro, derivados de células
gigantes e polipldides da medula Ossea, 0s megacaridcitos. Sdo as principais
responsaveis pela manutencdo da integridade vascular, pois sdo capazes de responder
rapidamente frente a qualquer alteracdo no endotélio por meio das suas propriedades de
adesdo, liberacdo de substancias e agregacdo (GRASSI & ARAUJO, 2012).

Desempenham importante papel na coagulacdo sanguinea, atuando na
manutencdo da integridade vascular protegendo o organismo contra hemorragias
espontaneas. Porém, quando na existéncia de lesdes vasculares ocorre a interacdo com
substancias subendoteliais expostas, como proteinas fibrosas e colageno, presentes
naturalmente na parede do endotélio, iniciando-se assim uma cascata de eventos que

levam a formag&o de coagulos sanguineos e trombos (NIESWANDT et al., 2011).



Os mecanismos pelos quais as plaquetas formam os coagulos, incluindo a sintese
de tromboxano A2, a sinalizacdo mediada pelo ADP (adenosina difosfato) e a
sinalizacdo via GP llb-1lla, sdo importantes e amplamente explorados como alvos de
farmacos, seletivos ou ndo, utilizados no tratamento e prevencdo do risco de eventos
aterotrombdticos em pacientes com doencas cardiovasculares (HUBER et al., 2011;
WARDEN et al., 2012).

3.2. Antiplaquetarios

Os antiplaquetarios sdo farmacos que tém em comum a propriedade de inibir a
formacéo e agregados plaquetarios e de trombo, sem interferir, de forma significativa,
nos demais segmentos da cascata de coagulacdo. A formacdo destes agregados
plaquetéarios e de trombos na circulacdo podem precipitar vaso espasmos, oclusdo
corondria, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral (CRAIG E STIZEL, 2004).

De forma geral, promovem a inibicdo das fungdes plaquetarias, inibem a
secrecdo das plaquetas, reduzem os agregados plaquetarios circulantes e, em conjunto
com a heparina, sdo administrados como adjuvantes no tratamento da terapia
trombolitica. Embora o uso de antiplaquetéarios seja importante para a prevencao de
trombose em procedimentos coronarianos, seu uso aumenta o risco de sangramentos
(LORGA FILHO et al., 2016).

Estes farmacos promovem a inibicdo das funcdes plaquetarias como adesividade e
agregacdo, e liberacdo ou secrecdo de substancias, através de diferentes vias (Figura 1).
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(Adaptado de WEITZ, 2012).

Figura 1. Locais de acdo dos farmacos antiplaquetarios.



Segundo Craig e Stizel (2004) os antiplaquetarios podem ser classificados

quanto ao seu sitio de acdo, como:

I.  Via do &cido araquiddnico -> por alteracdo dos fosfolipidios e da
membrana plaquetaria, por inibicdo da fosfolipase A2, por inibicdo da
ciclooxigenase e antagonistas dos receptores tromboxano A2 e

prostaglandina H2.

Il.  Aumento do AMPc plaquetario - por estimulacdo da adenilato ciclase,
por inibicdo da fosfodiesterase, por inibicdo da ADP e da ligagdo do

fibrogénio com receptores das glicoproteinas l1b/Illa.

1. Antagonistas dos receptores das glicoproteinas Ilb/Illa = por inibicéo

ndo competitiva irreversivel e por inibi¢cdo competitiva reversivel.
IV. Inibidores de antagonistas especificos = por inibi¢do da trombina.
V.  Antagonistas da serotonina.
VI.  Antagonistas da adrenalina.
VII.  Inibicdo por fator de ativacdo plaquetaria.

Seguindo esta classificacdo, a tirofibana encontra-se no grupo Ill, atuando como
antagonista dos receptores das GP IIb/l11a, por inibi¢cdo competitiva reversivel (WEITZ,
2012).

3.3. Tirofibana
3.3.1. Aspectos gerais

A tirofibana foi aprovada pela Food and Drugs Administration (FDA) em 1998
e comercializada pela Merck. Devido a sua atuacdo especifica sobre o receptor
GPlla/lllb, foi rapidamente adotado como tratamento da sindrome coronaria aguda e
tornou-se o farmaco mais utilizado para estre tratamento entre os anos de 1998 e 2000
(KING et al., 2016).

No ano de 2001, Topol e colaboradores realizaram estudo comparando a eficacia
da tirofibana com abciximab, onde a tirofibana obteve resultado inferior em eficacia
global quando comparado a abciximab (TOPOL et al., 2001).

Outros autores (PATEL e HURSTING, 2005; RIESS, 2005) corroboraram com
a diminuta eficécia da tirofibana, deste modo acarretando na diminuic¢do de vendas deste
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farmaco, que ap6s diversas transacOes financeiras entre empresas norte-americanas,
passou a ser comercializado pela empresa canadense Medicure no ano de 2006 (KING
etal., 2016).

No entanto, foram realizados novos estudos utilizando bolus, onde foi proposta a
elevacdo da dose inicial de tirofibana. A dosagem até entdo utilizada, de 50 pg.mL™?, foi
elevada & 250 pg.mL™, o que resultou em uma inibigdo plaquetaria mais rapida quando
comparado com o regime de dosagem usual (NAZIF et al., 2014; NEY et al., 2011;
MANOUKIAN et al., 2016; OCHOA et al., 2015; STONE et al., 2007; TEBET et al.,
2007; VALGIMIGLI et al., 2008; VALGIMIGLI et al., 2010; VALGIMIGLI et al.,
2012; VALGIMIGLI et al., 2013).

Moliterno e colaboradores (2011) realizaram um estudo que utilizou a tirofibana
com uma dose de carga maior (25 pg.kg™?) em bolus para obter inibicio plaquetaria. O
regime de dose alta em bolus, consiste em 25 pg.kg™? ao longo de 3 min, seguido por
uma infusdo de 0,15 pg.kgt.min? por até 18 horas, no momento da intervencio
percutanea primaria. Ele atinge mais de 90% de inibicdo da agregacdo plaquetaria em

10 min.

No ano de 2012, Manoukian e colaboradores iniciaram o estudo SAI-PCI, pela
Medicure, comparando o uso de tirofiban como um bolus de dose alta seguido por uma

infusdo de menor dosagem. Atualmente, o teste esncontra-se na fase Il (ADIS, 2018).

A dose mais elevada da tirofibana foi aprovada pela FDA em 2013, sob nome
comercial de Aggrastat®. As diretrizes da Non-ST-segment elevation acute coronary
syndromes (NSTE-ACS) e as diretrizes da American College of Cardiology e American
Heart Association (ACC/AHA) forneceram a nova dosagem deste farmaco uma
recomendacdo de classe | , ou seja, ha evidéncias e/ou comum acordo de que o farmaco
é benéfico, Util e eficaz (AMSTERDAM, et al.,2014; O’GARRA, et al.,2013). Desde
2013 até a atualidade o Aggrastat® permanece como o inibidor GlIb/Illa mais utilizado
no mundo (KING et al., 2016).

Atualmente o farmaco é fabricado por Patheon Manufacturing Services,
embalado por Orion Corporation e importado para o Brasil, pelas industrias
farmacéuticas Aspen Pharma e Merck Sharp & Dohme na forma farmacéutica injetavel,
sob nome comercial de Agrastat®, em ampolas de 50 mL. Sua comercializacio € restrita
para uso hospitalar (ASPEN PHARMA, 2013).



3.3.2.  Agrastat®

O Agrastat® apresenta em sua formulagdo 0,25 mg/mL de tirofibana em base
livre e cloreto de sddio (8 mg.mL™), citrato de sodio dihidratado (2,7 mg.mL™) e &cido
citrico (0,16 mg.mL™) como ingredientes inativos, em um frasco ampola de 50 mL. O
pH da solucéo varia entre 5,5 e 6,5 (ASPEN PHARMA, 2013; MERCK & CO., 1998)

Em alguns paises europeus foi liberada a comercializacdo do farmaco genérico
tirofibana em tampao fosfato e tamp&o acetato, porém quando comparado ao Agrastat®
(tirofibana em tampado citrato) no tratamento de sindromes coronarias agudas, o farmaco
genérico foi associado a uma maior taxa de trombocitopenia e com aumento potencial
do risco de desfechos clinicos adversos (ADAMO et al., 2016).

A Sociedade Italiana de Cardiologia Intervencionista defende que a utilizacéo
destas versdes do farmaco, contendo excipientes diferentes daqueles utilizados na
formulacdo original deve ser evitada. A janela terapéutica estreita do farmaco e a
evidéncia recente de possiveis eventos adversos graves associados a estes corroboram
com a necessidade de dados clinicos adicionais para comparar a eficacia e ndo-
inferioridade do medicamento genérico (ADAMO et al., 2017).

Atualmente o Agrastat® é o farmaco inibidor GP1b/I1la mais comercializado no
mundo, gracas ao seu favoravel perfil farmacol6gico, com baixo peso molecular e baixo
custo, quando comparado aos demais farmacos da mesma categoria (ADAMO et al.,
2017).

3.3.3. Caracteristicas fisico-quimicas

A tirofibana (N-(butylsulfonyl)-O-[4-(4-piperidinyl)butyl]-L-tyrosine) (Figura 2)
é um inibidor molecular ndo peptidico de GPIIb/llla, derivado da tirosina. Atua inibindo
a agregacdo plaquetaria de forma especifica sobre o receptor GPIIb/Illa, ocasionando o
bloqueio da unido cruzada das plaquetas (CARAMORI et al., 1998; GANDHIMATHI
etal., 2013; WEITZ, 2012).

o, 0
N4

OH

Figura 2. Estrutura quimica da tirofibana.



Possui  formula molecular C22H3sN20sS com baixa massa molecular de
440,598 g/mol. Apresenta aspecto fisico de p6 branco, com ponto de fusdo entre
83 ¢ 87 °C (O’NEIL, et al., 2013). Em relacao a solubilidade, ¢ ligeiramente soluvel em
agua de 3,17 pug.mL™, e apresenta boa solubilidade em metanol (DARKOVSAKA.-
SERAFIMOVSKA et al., 2016). Disp6e de duas constantes de pKa, nos valores de 10,5
e 3,3 referentes a protonacdo da amina primaria e do acido carboxilico, respectivamente
(O’NEIL, et al., 2013).

3.4. Impurezas farmacéuticas
3.4.1. Aspectos gerais

Impureza farmacéutica é conceituada como qualquer componente presente no
insumo farmacéutico ou no produto terminado que ndo seja o insumo farmacéutico
ativo nem o(s) excipiente(s) (BRASIL, 2015; BRASIL, 2017).

3.4.2. Tipos de impurezas farmacéuticas

As impurezas farmacéuticas podem ser classificadas como impurezas organicas,
impurezas inorganicas, solventes residuais e outros tipos de impurezas (formas

polimorficas e esteroisomeros) (ICH, 2006).

As impurezas organicas sdo derivadas de matérias-primas, subprodutos,
intermediarios, PD, impurezas de sintese, reagentes e catalisadores e, podem surgir

durante o processo de fabricacdo e/ou armazenamento da nova substancia (ICH, 2006).

As impurezas inorganicas podem ser resultado do seu processo de fabricacéo,
podendo ser reagentes, catalisadores, metais pesados, tamples e outros materiais
utilizados no processo de sintese (ICH, 2006).

Os solventes residuais sao liquidos inorganicos ou organicos utilizados como
veiculos para a preparacdo de solucdes ou suspensdes na sintese de uma nova
substancia. Sendo dividida em trés classes, de acordo com o grau de risco a saude
humana, sendo elas:

e Classe 1-> carcinogénicos, alta toxicidade (ex. benzeno e tetracloreto de
carbono);

e Classe 2 -> toxicidade intermediaria (ex. diclorometano, metanol,
piridina, tolueno e acetonitrila);

e Classe 3 - baixo potencial toxico (ex. &cido acético, acetona, alcool
isopropilico, butanol, etanol e acetato de etila) (ICH, 2006).
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Impurezas polimdrficas apresentam a capacidade de se apresentar em mais de
uma forma cristalina. Com esta capacidade, o farmaco pode vir a apresentar diferentes
propriedades o que pode interferir no processo de fabricagdo de um medicamento e,
consequentemente modificar suas caracteristicas fisico-quimicas (ARAUJO, 2009). As
Impurezas enantioméricas também recebem atencdo em estudos farmacoldgicos, pois as
vias sintéticas de farmacos quirais, em sua maioria, ndo sdo estereosseletivas, levando a
formacdo de ambos os enantidmeros, de dificil segregacdo, sendo entdo, em sua

maioria, comercializados na forma de misturas racémicas (BERNARDO, 2008).

3.4.3. Legislacdo

A legislacdo brasileira, por meio da RDC n° 57, de 17 de novembro de 2009,
descreve a necessidade de caracterizar o perfil de impurezas como requisito para
registro de insumos farmacéuticos ativos a serem comercializados no pais, entretanto,

nesta resolugéo néo séo estabelecidos limites (BRASIL, 2009).

A legislacdo nacional estabelece os requisitos para a validacdo de metodologia
analitica empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos bioldgicos
em todas as suas fases de producdo através da RDC n° 166, de 24 de julho de 2017
(BRASIL, 2017).

Outrossim a ICH estabelece trés guias regulatorios com intuito de padronizar e

regulamentar o perfil de impurezas presente em formula¢des farmacéuticas, sendo eles:

e ICH Q3A (R2) (2006) -> descreve as orientacbes sobre registro e
qualificacdo do teor de impurezas presentes em novos farmacos

produzidos por sintese quimica.

e ICH Q3B (R2) (2006) -> viabiliza orientagbes sobre registro e
qualificacdo de impurezas presentes em novos medicamentos produzidos

a partir de novos farmacos.

e ICH Q3C (R5) (2005) - fornece limites aceitaveis para solventes

residuais presentes em produtos farmacéuticos.

De uma forma geral o ICH Q3A (R2) prevé que para impurezas em novos
produtos, a identificacdo ndo é necesséria quando seu nivel esta abaixo de 0,1% a menos

que as mesmas sejam toxicas ou apresentem alguma atividade. Neste sentido, o ICH
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Q3A (R2) preconiza os limites estabelecidos (Tabela 1) para impurezas em matérias-
primas de novos farmacos produzidos por sintese quimica, conforme sua dose maxima
diaria.

Tabela 1. Limites de impurezas relacionados ao relato, identificacdo ou
qualificacdo

- - 1 Limite de Limite de
Dose maxima Limite relatado . e o e 3
identificacdo gualificacdo
<2 g/dia 0,05% 0,1% ou ingestdo  0,15% ou ingestdo
de 1,0 mg/dia de 1,0 mg/dia
>2 g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

Legenda:

Limite acima do indicado a impureza deve ser relatada;
2Limite acima do indicado a impureza que deve ser identificada;
SLimite acima do indicado, a impureza deve ser qualificada.

3.4.4. Impurezas de sintese da Tirofibana

Nos insumos farmacéuticos ativos, as principais impurezas sdo derivadas do
processo de sintese. Diferentes rotas sintéticas para a concepcdo de um mesmo farmaco
podem gerar diferentes impurezas, pois estas estdo diretamente relacionadas as reacdes
que ocorrem no processo (NG; LUNN; FAUSTINO, 2007).

Uma das rotas de sintese da tirofibana (figura 3) inicia pela reacdo da tirosina
com o bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida para protecdo das funcdes -OH e COOH-. O
produto intermediario gerado é tratado com cloreto de butilsulfonila gerando o derivado
sulfonamida correspondente. O grupamento sililo é removido através de acidificacao,
resultando em N-butilsulfonil-tirosina. Paralelamente, a 4-picolina é convertida em sua
forma anionica pela reacdo com butil-litio, gerando 4-[4-clorobutil]-piridina, que sofre
alquilacdo com 1-bromo-3-cloropropano. O composto originado reage em meio basico,
pela adicdo de hidroxido de sédio, com o N-butilsulfonil-tirosina, gerado anteriormente.
O resultante desta reagdo é o acido 2-butilsulfonilaminol-3- [4-piridin-4-il-butoxi-fenil]
propanoico. Para reduzir o anel de piridina, para uma piperina e assim, assumir o papel
de antagonista do receptor de fibrogénio desempenhado pela tirofibana, o &acido 2-
butilsulfonilaminol-3- [4-piridin-4-il-butoxi-fenil] propanoico passa pelo processo de
hidrogenacéo sobre paladio e carvdo (CHUNG, et al., 1993; SITTING, 2007).
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Figura 3. Rota de sintese da para obtencao da tirofibana (Fonte: SITTING, 2007).

Um produto intermediario, gerado no final desta rota de sintese, antes do
processo de hidrogenacdo € o N-(n-Butanosulfonil)-O-[4-(4-piridinil)-butil]-(S)-tirosina
(CHUNG, et al., 1993) usualmente chamado de tirofibana impureza C. Apresenta
formula molecular C22H30N20sS, peso molecular de 434,55, apécto fisico de po bege
palido, sendo levemente solivel em metanol. Sua formula estrutual é ilustrada na figura
4 (MERCK & CO. INC., 1994).

Figura 4. Formula quimica estrutural da Impureza C.

No entanto a impureza A (Debutilpiperidina tirofibana ou L-N-Butilsulfonil-p-
hidroxifenilalanina) € uma resultante intermediéria da sintese da tirofibana-d6, um
andlogo marcado da tirofibana. A tirofibana-D6, N-(Butilsulfonil)-O-[4-(4-
piperidinil)butil-d6]-L-tirosina, apresenta formula molecular C2:H30DsN2OsS e peso
molecular de 446,63 g.mol™ com uma estrutura mais leve que a tirofibana. Sua formula
estrutural é ilustrada na figura 5 (TORONTO RESERCH CHEMICALS, 2015).

/©/Y002H
HN
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Figura 5. Formula quimica estrutural do composto Tirofibana-D6.
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A impureza A (figura 6) apresenta especto fisico de pd, com coloracdo que varia
entre amarelo palido e off-white, apresenta formula molecular C13H19NOsS e e peso
molecular de 446,63 g.mol™, higroscopico, dissolve bem em metanol e agua acidificada
(TORONTO RESERCH CHEMICALS, 2015).
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Figura 6. Formula quimica estrutural da Impureza A.

3.4.5. Produtos de Degradagéo (PD)

PD sdo conceituados, pela RDC n° 53 de 04 de dezembro de 2015, como
impurezas resultantes de alteragdes quimicas que surgem durante a fabricacdo ou
armazenamento do medicamento (BRASIL, 2015). Estas alteracbes podem ser oriundas
dos efeitos de reacdo com pH, temperatura, luz, umidade e outras caracteristicas
inerentes ao farmaco, podendo ocorrer ainda da reacdo dos excipientes ou do contato
com a embalagem primaria. Estas reacdes quimicas podem ocorrer de forma isolada ou
sinérgicas (MELO, 2012).

E de extrema importincia o conhecimento do comportamento do farmaco e os
provaveis PD a serem formados, a fim de diferencia-los das impurezas de sintese. Sob o
ponto de vista do desenvolvimento da metodologia analitica a distin¢do deste perfil ndo
é significativa, entretanto, as estratégias empregadas para o desenvolvimento
metodoldgico para o estudo do perfil degradativo difere das utilizadas para o estudo das
impurezas relacionados ao processo produtivo (MEIRELLES, 2014).

Os resultados dos ensaios de quantificacdo dos PD devem ter avaliacdo critica
frente a reducdo do teor do insumo farmacéutico ativo observada durante os estudos de
estabilidade. A RDC n° 53 de 04 de dezembro de 2015 (BRASIL, 2015) estabelece
critérios para a necessidade de notificacdo, identificacdo e qualificacdo dos PD no

decorrer do estudo de estabilidade, conforme tabela 2.
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Tabela 2. Critérios para necessidade de notificacdo, identificacao e qualificacdo dos produtos de
degradacao (PD).

Limites Dose Maxima Diaria® Limites?
Limites de <lg 0,1%
Notificacao >1 g 0,05%
<1 mg 1,0% ou 5 ng ATD, o que for menor
Limites de 1 mg-10 mg 0,5% ou 20 ug ATD, o que for menor
Identificacdo >10 mg-2 g 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor
> 20 0,10%
<10 mg 1,0% ou 50 ug ATD, o que for menor
Limites de 10 mg — 100 mg 0,5% ou 200 ug ATD, o que for menor
Qualificacédo >100 mg - 2¢ 0,2% ou 3 mg ATD, o que for menor
>2( 0,15%
Onde:

1 - Quantidade maxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia.
2 - Limites dos PD sdo expressos como a percentagem do insumo farmacéutico ativo ou como a
administracéo total diaria (ATD) de um PD.

A seguranca bioldgica dos PD gerados deve ser atestada quando apresentar teor
acima dos limites de identificacdo e abaixo dos limites de qualificacdo, que apresentem
na sua estrutura quimica caracteristicas que conduzam a classificacdo de produto
potencialmente toxico, para tal, se faz necessario a qualificacdo destes produtos. A
identificacdo pode ser realizada mediante comparacdo com padrdo analitico, ou
caracterizacdo conclusiva, realizada com pelo menos duas técnicas espectroscopicas
diferentes (espectros de massas, de RMN, infravermelho) (BRASIL, 2015).

A RDC n° 171, de 24 de agosto de 2017 estabelece as datas limites para vigorar
a RDC n°53 de 04 de dezembro de 2015, para medicamentos ja registrados, de forma
escalonada. Os antitromboticos encontram-se no segundo escaldo de classes

terapéuticas, com data de execucgdo em 31 de dezembro de 2019 (BRASIL,2017a).

3.5. Estabilidade de farmacos e medicamentos
3.5.1. Aspectos gerais

Antes de comercializar um novo farmaco ou medicamento a industria deve
realizar uma série de ensaios para avaliar sua conformidade com as especificagGes
fisico-quimicas e microbiologicas sob condi¢bes compativeis com a zona climética da
regido geografica onde o produto sera distribuido (AHUJA, 2007; MEIRELLES, 2014).

A estabilidade de um farmaco pode ser conceituada como a extensao na qual o
produto mantém, dentro dos limites especificados e por todo seu prazo de validade, as

caracteristicas originais do momento da fabricacdo. Esta manutencdo € um atributo
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critico de qualidade. O objetivo inicial do estudo de estabilidade foi definir o prazo de
validade de medicamentos, porém, o viés dado a seguranca destes produtos
farmacéuticos, através da determinacdo e quantificacdo de produtos de degradacédo (PD)
tém se sobreposto, como pdde ser observado pela Consulta Publica n® 11/2012,
realizada pelo Ministério da Saude que trata do estabelecimento de pardmetros para a

notificacdo, identificacdo e qualificacdo de PD em medicamentos (BRASIL, 2012).

A possivel formacdo de produtos tdxicos durante sua degradacdo, podem
ocasionar reacOes alérgicas nos pacientes (AHUJA, 2007; ROSA, 1990). O estudo de
estabilidade em condi¢Bes forcadas pode auxiliar a identificar provaveis produtos
formados e a estabilidade intrinseca do farmaco, estabelecendo possiveis rotas de
degradacéo (ICH, 2003).

A ANVISA, através da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°53 de 04 de
dezembro de 2015 (BRASIL, 2015) estabelece parametros para a verificacdo de PD em
medicamentos, para elaboracdo do perfil de degradacdo correspondente e para a
notificacdo, identificacdo e qualificacdo de PD em medicamentos ao longo do prazo de
validade. Este teste se aplica aos medicamentos com substancias ativas sintéticas e

semissintéticas, classificados como novos genéricos e similares.
3.5.2. Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade visa ainda diferenciar os PD oriundos do farmaco e
daqueles gerados a partir de excipientes/adjuvantes em uma formulacdo, permitindo
elucidar os mecanismos de degradacdo envolvidos, compreendendo as propriedades
fisico-quimicas envolvidas e, a partir destes gerar formulacbes mais estaveis
(ALCANTARA et al., 2013).

A predicdo da estabilidade do farmaco é realizada mediante a exposicdo do
medicamento a condicdes reais de estresse, induzindo, deste modo, a reducdo gradativa
do teor ativo e a elevacao do teor de PD. A inducdo da degradacdo é medida mediante o
aumento da temperatura e/ou umidade, exposicdo a diferentes condi¢des de pH, luz
intensa (natural ou simulada) e agentes oxidantes (MEIRELLES, 2014; ROSA, 1990).

3.5.3. Método indicativo de estabilidade

Métodos indicativos de estabilidade devem ser desenvolvidos e validados para
identificar e quantificar as impurezas e PD, garantindo a confiabilidade dos resultados.
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O perfil de degradacdo pode ser realizado elencando uma condicdo especifica de
degradacéo ou através do estudo de estabilidade (BRASIL, 2015).

A Consulta Pablica n® 11/2012 determinou que o teste deve proporcionar uma
degradacédo de 10 a 30%, cujo limite de detec¢do e quantificacdo € atribuido de acordo
com a dose diaria maxima (BRASIL, 2012). Em 2015, foi publicado pela ANVISA a
RDC n° 53 de 04 de dezembro de 2015, que preconiza que os testem devem promover
degradacdo em extensdo suficiente a fim de permitir avaliacdo da formacéo de PD, com
degradacdo superior a 10% e inferior aquela que levaria a degradacdo completa da
amostra, comprometendo o teste (BRASIL, 2015).

E de suma importancia e realizacido de um ensaio controle com o placebo,
visando identificar a origem dos PD, se farmaco-dependente ou ndo (MEIRELLES,
2014).

Pode-se utilizar diferentes técnicas para obter metodologia indicativa de
estabilidade. A utilizacdo de CLAE proporciona a separa¢do dos compostos gerados do
farmaco ndo degradado de forma quantitativa, sensivel, especifica e possibilita ainda a
deteccdo de impurezas. Os subprodutos detectados podem ser isolados e caracterizados
utilizando detectores especificos ou outras técnicas auxiliares (MEIRELLES, 2014;
SILVA et al., 2009).

Para avaliacdo da qualidade e eficiéncia da separacdo cromatografica do método,
recomenda-se a observancia dos seguintes parametros: resolucdo, pureza do pico,
assimetria e eficiéncia da coluna (LANCAS, 2009).

3.5.4. Fatores que influenciam a estabilidade

A estabilidade de produtos farmacéuticos € afetada por fatores externos (como
pH, temperatura luz, umidade, oxigénio) e/ou a fatores internos (interacdes entre
farmacos, entre farmacos e os solventes e ou adjuvantes, compostos dos recipientes,

presenca de impurezas, entre outros) (ROSA, 1990).

A velocidade destas alteragbes varia de acordo com a susceptibilidade do
farmaco as condicBes de estresse a qual € submetida, acarretando alteragcdes nas
caracteristicas organoléticas ou ndo. A auséncia de alteracbes organolépticas €

preocupante, visto que ndo sdo detectadas facilmente. Estas alteracbes podem levar a
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perda parcial ou total da atividade do medicamento ou & formacgdo de produtos que

possuem maior toxicidade do que o farmaco que lhes deu origem (LEITE, 2005).

As variaveis avaliadas nos estudos de estabilidade podem ser classificadas como

quimica, fisica, microbioldgica, farmacolégica e toxicoldgica (MEIRELLES, 2014).

A degradacdo quimica dos principios ativos € a causa mais frequente da
instabilidade dos medicamentos, para tanto, € fundamental o conhecimento destas
reacOes e suas caracteristicas, como as condic¢des e velocidades em que ocorrem, a fim

de estabelecer o prazo de validade e manutencdo da dosagem requerida (LEITE, 2005).

A estabilidade quimica ainda determina as incompatibilidades farmaco-
excipiente na formulacdo e permite selecionar as condi¢cdes de armazenamento e
acondicionamento compativeis com o produto. A manutencao das caracteristicas fisicas
esta relacionada aos aspectos intrinsecos do farmaco ou forma farmacéutica, podendo
ter influéncia do material de embalagem devido sua permeabilidade (MEIRELLES,
2014).

As formas farmacéuticas liquidas apresentam maior instabilidade do que as
solidas. Variagdes na temperatura de armazenamento e pH podem provocar problemas
na solubilizacdo do farmaco (ALCANTARA, 2013). As solucdes devem ser limpidas,
com cor e odores adequados, devem ser destituidas de precipitacdo, descoloracéo,
turvacdo, acdo de gases e desenvolvimento microbiano, caso contrario, apresentam
indicios de degradacdo (SILVA, et al., 2009).

Reacdes em solucOes aquosas sdo, em geral, catalisadas por pH, e monitoradas
através da velocidade de degradacdo, em temperatura, forca ibnica e concentracao de
solvente constantes (WELLS, 2005).

3.5.5. Estudo da degradacdo forcada

O estudo de estabilidade objetiva demonstrar a variacdo da qualidade de um
farmaco em fungdo do tempo sob influéncia de uma variedade de fatores, podendo
assim estabelecer um periodo para realizacdo de novos testes, determinar prazos de

validade e recomendar as condicGes de estocagem (ICH, 2003).

O estudo se inicia com a selecdo dos fatores de degradacdo. A pesquisa prévia
em referéncias bibliograficas especificas ao tema permite o delineamento das condi¢des
que efetivamente podem levar a decomposicdo dos farmacos (CARTENSEN e
RHODES, 2000; SINGH & BAKSHI, 2000; BAKSHI & SINGH, 2002).
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O estudo de degradacdo forcada é, portanto, a ferramenta utilizada para se obter
um perfil de degradacdo para o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade,
sendo que também nos fornece dados sobre o comportamento e suscetibilidade do
farmaco a degradacdo em diferentes condigdes. No entanto, como o perfil de
degradacdo depende das condi¢bes a que se expOe o produto, o perfil obtido na
degradacéo forcada nédo sera necessariamente igual ao obtido no estudo de estabilidade.
Dai a necessidade da realizacdo de degradacéo forgada em diversas condicGes para gerar
todos os PD que por ventura possam Vir a aparecer nos estudos de estabilidade,
colaborando também com a elucidacdo das provaveis rotas de degradacdo do farmaco
(BRASIL, 2015).

A degradacdo de um produto farmacéutico pode ocasionar inUmeras alteracdes
em suas caracteristicas, com sérias consequéncias a sua qualidade, tais como: reducdo
ou aumento da sua atividade, alteragé@o da biodisponibilidade, perda da uniformidade de
conteddo, perda da qualidade microbioldgica, formacdo de produtos de toxicidade
elevada, entre outras. Assim, a avaliacdo da estabilidade dos medicamentos, de forma a
assegurar a identidade, eficacia, seguranca e pureza até o momento de seu uso é de
extrema importancia (AHUJA, 2007; SILVA et al., 2009).

Além dos fatores ambientais como temperatura, umidade e luz, outros fatores
relacionados ao proprio produto, podem afetar a estabilidade de produtos farmacéuticos
como propriedades fisicas e quimicas da substancia ativa, interagdo entre a substancia
ativa e excipientes, processo de producdo, forma farmacéutica e materiais de
embalagem (BRASIL, 2005; LEITE, 2005).

Os excipientes possuem um papel fundamental na estabilidade dos
medicamentos. Podem afetar a estabilidade do farmaco através de varios mecanismos,
podendo participar diretamente na degradacdo como reagentes, ou catalisar as reacoes
de degradacdo (YOSHIOKA & STELLA, 2002). Mas o0s excipientes também
contribuem para melhorar a estabilidade dos medicamentos, como por exemplo, 0
tampao citrato no Agrastat®, que contribui para a estabilidade da substincia ativa,
mantendo o medicamento mais préximo da neutralidade possivel, por tratar-se de um
injetavel. Em via de regra, a estabilidade do farmaco é maior que a do medicamento, ja
que a energia de ativacdo do farmaco é sempre superior & da formulacdo final
(OLIVEIRA et al., 2011).
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Recomenda-se que o estudo seja realizado no placebo, no produto e no insumo
farmacéutico ativo isolado nas mesmas condi¢fes (BRASIL, 2015), testando-se, quando

aplicavel e possivel, cada uma das condi¢6es abaixo:

3.5.5.1. Hidrolise
A degradacdo da maioria dos farmacos é catalisada por extremos de pH, e a
estabilidade da maioria dos farmacos ocorre entre pH 4 e 8, visto que os ions hidrogénio
e hidroxilas podem acelerar ou retardar o processo de degradacédo (SILVA, et al., 2009).

Farmacos com grupos funcionais ésteres, imidas, iminas, lactonas, amidas,
sulfonamidas e ureideos estdo sujeitos a reacGes de hidrélise quando dispostos em
solucBes, acarretando a cisdo da molécula ou abertura do ciclo ocasionando a perda da
atividade farmacoldgica (SINGH e BAKSHI, 2000; ROSA, 1990).

A hidrolise acida e alcalina do cloridrato de tirofibana foi estudada por El-
Bagary e colaboradores (2018) em concentracdo de 1 Molar, e apresentou um
decaimento de 53% ap6s 8 horas de hidrolise basica e 45% apds 8 horas em hidrdlise
acida, com deteccdo de produtos de degradacdo em ambas condicdes.

3.56.,56.2. Oxidacdo
As reacOes oxidativa em geral, ocorrem em contato com o oxigénio atmosférico.
A maioria das reacGes de decomposicdo oxidativa de farmacos tem natureza auto
oxidativa e necessitam de pequena quantidade de oxigénio molecular para iniciarem o

processo de reacdo em cadeia com formacao de radicais livres (ALSANTE et al., 2007).

Os radicais necessarios a iniciacdo da reacdo de oxidacdo sdo geralmente
formados por clivagem hemolitica, promovida por calor, luz ou processo de

oxirreducdo, envolvendo a transferéncia de elétrons (SILVA, et al., 2009).

Estes radicais reagem com o oxigénio molecular, formando novos radicais, da-se
ai uma complexa reacdo em cadeia, culminando na reacdo com outros compostos, ou
entre si formando moléculas néo reativas. Deste modo, a oxidacdo pode ser controlada
pelo ambiente, ou seja, luz, tracos de metais, oxigénio e outros agentes oxidantes
(WELLS, 2005; SILVA, et al., 2009).
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Os grupos funcionais sujeitos a oxidacdo sdo principalmente fendis, catecois
éteres e tio éteres (ROSA, 1990). A tirofibana apresenta um grupamento éter em sua

molécula, podendo sofrer reacfes oxidativas.

O peréxido de hidrogénio é utilizado para criar as condi¢bes de estresse
empregadas para o estudo de oxidagdo, sendo 0 agente mais empregado para este fim. A

concentracdo de peroxido utilizada varia entre 1% a 30% (SILVA, et al., 2009).

A estabilidade da tirofibana perante reacdes oxidativas foi avaliada por EL-
Bagary e colaboradores (2018) e atingiu um decaimento de 51,7% mediante adicdo de
peroxido de hidrogénio 3% durante 12 horas.

3.5.5.3. Fotdlise
Reacdes de fotolise ocorrem pela absorcdo de energia luminosa, sendo que no
panorama farmacéutico, diversos sdo os farmacos que estdo suscetiveis a tal forma de
degradacdo. A luz é um fator ambiental capaz de fornecer energia necessaria para
desencadear reagdes de degradagdo de acordo com o comprimento de onda (A) emissor
da radiag¢do luminosa. Quanto menor o A da radiag@o, maior energia é absorvida por mol

de reagente, e com isso, mais rapida a degradacdo (LACHMAN et al., 2001).

Uma série de reacdes pode ser iniciada fotoquimicamente, tais como: hidrolise,
oxidacdo, isomerizacdo, abertura de anel, polimerizacdo ou remocdo de Vvarios

substituintes, como halogénios ou grupos carboxilicos (TONNESEN, 2001).

Nos estudos de estabilidade frente a luz alguns fatores devem ser levados em
consideracdo, tais como fonte de irradiacdo, tempo de exposicao e intensidade, preparo

das amostras para o estudo e nivel de degradacdo (HIBBERT, 1991).

O comprimento de onda é inversamente proporcional a poténcia energética da
radiacdo luminosa. Ao aumentar o conteido energético do sistema, pela transferéncia do

féton ao farmaco, reagGes oxidativas tendem a ser catalisadas (ALLEN, et al., 2007).

Uma das condi¢fes para que a reacdo quimica ocorra é que a molécula tenha
méaximos de absor¢do de luz na regido de comprimento de onda da fonte de radiacdo.
Em face disso, lampadas UV tém sido utilizadas em alguns estudos descritos de
fotoestabilidade (ABOUNASSIF et al., 2005; BREIER et al., 2006; MALESUIK et al.,
2009).
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Bergquist e colaboradores (1999) realizaram testes de degradacdo sobe luz
fluorescente (680 nm), em temperatura ambiente, e ndo observaram alteracdo da
concentracdo de tirofibana. Foram avaliados também o pH e a turbidez da solugédo
preparada para administragdo de Agrastat®, sendo que estes, do mesmo modo, ndo
apresentaram alteracdes significativas. Quando combinado a outros farmacos, manteve
a estabilidade, armazenada em frascos de vidro por um periodo de 4 horas
(BERGQUIST et al., 2001).

A tirofibana foi submetida a teste de estresse fotolitico também por Henriet e
colaboradores (2016). No estudo, o farmaco foi submetido a irradiacdo de luz entre 300
e 800 nm em solucdo aquosa e na auséncia de foto catalisadores. Foram identificados
doze compostos derivados da fotodegradacdo da tirofibana. Estes incluiram a foto-
oxidagdo da porcdo piperidina sem afetar a amina secundaria, a hidroxilacdo do grupo
metileno ativado pelo anel aromatico, a oxidacao do grupo alquil-sulfonamida e também
a oxidacdo descarboxilativa da molécula. Os compostos hidroxilados, geminais e
compostos vicinal-diol, foram realcados sugerindo que a maioria dos foto produtos séo

mais hidrofilicos do que o farmaco.

A fotdlise do cloridrato de tirofibana foi estudada também por El-Bagary e
colaboradores (2018), onde o cloridrato de tirofibana solubilizado em tampéo fosfato
(pH 3,0) e acetonitrila, na propor¢do de 70:30 (v/v) foi submetido a radiacdo UV por

48 horas e apresentou decaimento de 10,9% em relacdo a concentracao inicial.

3.5.5.4. Temperatura
A temperatura € um fator que influencia a velocidade de reacfes, portanto
analises que empreguem termo degradacdo sdo Uteis para a avaliacdo da estabilidade
térmica (ATIKINS, 1999). Por essa via de degradacdo destacam-se alteracbes que
podem ocorrer na estrutura da molécula por reacdes de descarboxilacdo, hidrélise e
rearranjos (BAERTSCHI et al., 2005).

A degradacdo de farmacos ocorre geralmente a temperatura ambiente, mas
podem ocorrer também em temperatura de refrigeracdo, porém a velocidade de reacéo é
maior em temperaturas mais elevadas, quando comparadas a temperatura ambiente ou
de refrigeracdo (SILVA et al., 2009).
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A degradacédo pode ser acelerada com o aumento da temperatura, de modo que a
cada acrescimo de 10 °C, aumenta-se em média de duas a trés vezes a velocidade da
reacdo de degradacdo. Algumas moléculas sdo estaveis com esta alteracdo inicial, por
isto é adotado o intervalo de 40 °C a 110 °C, com variagdo no tempo de exposicéo, de
poucos minutos a meses (ALSANTE et al., 2007; SINGH e BAKSHI, 2000; WELLS,
2005).

A degradacdo térmica do cloridrato de tirofibana foi estudado por El-Bagary e
colaboradores (2018), onde observaram um decréscimo de 1,3% da concentracao inicial

do farmaco, apds submeté-lo a 55 °C por um periodo de 72 horas.

3.5.6. Cinética de degradacéo

Cinética é o estudo da velocidade na qual os processos ocorrem, objetivando
fornecer informagbes para a compreensdo dos mecanismos responsaveis pelas
transformacdes e a previsdo quantitativa desta alteracdo ap6s um dado intervalo de
tempo. As transformaces podem ser quimicas ou fisicas, as quais permitem uma
abordagem racional para compreensdo sobre a estabilidade e a producdo de
medicamentos, velocidade de decomposicdo e a predicdo do prazo de validade
(MEIRELES, 2014).

O estudo da cinética de degradacdo foi apresentado inicialmente por Garret e
Carper (1955), onde através de equacOes matematicas 0s autores propuseram
mecanismos para as reaces de degradacado e estabeleceram condicdes para acelerar ou

diminuir estas velocidades.

Em 1963 Rogers propds uma segunda abordagem, onde a energia de ativacao, as
velocidades de reacdo e a previsdo da estabilidade sdo obtidas mediante um Unico

experimento, programando as varia¢cdes da condi¢do a uma velocidade predeterminada.

A concentracdo dos reagentes e a variacdo da velocidade de reacdo podem ser
definidas atraves da determinacao da ordem de reacdo. A ordem de uma reacdo é a soma
dos expoentes das concentracfes das substancias que intervém na equagdo da
velocidade e (ALLEN Jr., 2016).

Segundo Allen Jr. (2016), os produtos farmacéuticos geralmente apresentam
velocidades de reacdo de ordem zero e de primeira ordem, e com menos frequéncia, de

segunda ordem, sendo assim descritas:
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e Reacles de ordem zero - séo aquelas em que a velocidade independe
da concentracdo dos reagentes. O fator limitante destas reagcdes sdo
agentes externos, neste caso, somente a quantidade de farmaco presente
em solucdo sofre o processo degradativo. Conforme o farmaco é
degradado, decresce a concentracdo em solucdo, desta forma, mais
farmaco se dissolve, até que a reacdo se complete. Assim sendo, a rea¢cdo
de degradacdo independe da totalidade de farmaco, sujeitando-se apenas
a guantidade presente em solucdo, o que resulta numa reacdo de ordem
zero. Para representacdo grafica, considera-se a concentracdo versus

tempo.

e ReacBes de primeira ordem -> onde a velocidade da relacdo é
diretamente proporcional & concentragdo de um dos reagentes,
geralmente a substancia ativa, sendo assim, as alteracfes na concentracdo
do componente ativo nao tém influéncia no teor de decomposicdo. Esta
reacdo ocorre frequentemente nas reacdes de hidrdlise de farmacos. Para
representacdo grafica considera-se logaritmo natural da concentracéo

versus tempo.

e Reacdes de segunda ordem -> caracterizam-se por uma velocidade de
reacdo proporcional a concentracdo de dois reagentes ou a segunda
poténcia de um deles. Para representacao grafica considera-se o inverso

da concentragéo versus tempo.

A avaliacdo da cinética quimica e da ordem das reacdes determina o
conhecimento do perfil de degradacdo ou perfil de concentracdo-tempo de um farmaco
ou medicamento. ApOs submeter a amostra ao agente de estresse, 0s resultados sdo
linearizados para obter as representacdes graficas, e a partir desta escolher o0 modelo
mais adequado utilizando o coeficiente de correlagido de Pearson (r) (CARTENSEN e
RHODES, 2000).

A substituicdo do valor de k na ordem apropriada da reacdo permite calcular a
quantidade de degradacdo ap0s um determinado intervalo de tempo. Os resultados de
um estudo cinético geralmente sdo expressos em tempo de meia-vida (t12), que traduz o
tempo necessario para que a concentracdo de farmaco seja metade do valor inicial; e
tempo toos que indica 0 tempo necessario para que ocorra uma reducdo de 10 % da

concentragdo inicial de farmaco. O teos € preconizado como o limite de degradagéo
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maxima que um farmaco pode sofrer, visando a sua utilizacdo pelo paciente
(CARTENSEN e RHODES, 2000). As formulas utilizadas para cada ordem de reacao

estdo dispostas na tabela 3.

Tabela 3. Férmulas para céalculo dos modelos cinéticos para reacdes de ordem zero, primeira e

segunda ordem.

Ordem de Reacéo k toove t%

Ordem Zero k=Co-C/t toos=0,1.Co/k t,= Co/2k
Primeira Ordem InC = InCo — kt tooss = 0,106 / k t,= In2/k
Segunda Ordem 1/C =1/Co + kt toos = 1/9 kCo t, = 1/kCo

Legenda: Co = concentragdo dos reagentes no tempo zero; C = concentracdo apos reagdo no tempo t; k =

constante de velocidade da reacéo.
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3.6. Técnicas analiticas para analise de farmacos e impurezas
3.6.1. Aspectos Gerais

Um controle de qualidade eficaz das formulagGes farmacéuticas é indispensavel
para que possa ser garantida a seguranca do consumidor. Para tanto a regulamentacao de
metodologias analiticas capazes de garantir essa seguranca e a eficacia do produto final

é imprescindivel, visto que o assunto se relaciona diretamente a satde publica.

Considerando que mesmo pequenas alteracfes nas formulacfes farmacéuticas
podem provocar alteracdes significativas na seguranca do medicamento, Sao necessarias
atualizacBes constantes nas normativas e acdes corretivas dos orgaos regulamentadores,
a nivel nacional e mundial, além de constante atualizacdo de metodologias analiticas,
visando garantir melhores resultados analiticos e efetivo controle de qualidade
(BARATA-SILVA et al., 2017).

A Politica de Regulamentacdo de Medicamentos, que foi implementada em 2004
no Brasil, lida com as regras aplicadas ao controle do mercado de medicamentos. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina que os medicamentos
comercializados devem cumprir as especificacbes que garantam a seguranca do
consumidor, como o controle de qualidade da matéria-prima, verificacdo da
reprodutibilidade, e eficacia terapéutica, por meio de comprovacdo laboratorial ou de
estudos clinicos (ANVISA, 2004; BRASIL, 2014; BRASIL, 2017).

Neste contexto, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de metodologia, para
que se possa avaliar a qualidade dos produtos farmacéuticos desde a matéria-prima até a
forma farmacéutica, contemplando o estudo da estabilidade do farmaco nas
formulacdes, a analise de PD, identificacdo e determinacdo dos niveis de impurezas e

padronizacdo dos procedimentos de producéo.

Os métodos analiticos tém por objetivo fornecer informagfes confidveis quanto
a natureza e a composicdo dos materiais submetidos a analise. Porém, certo grau de
variabilidade esta atrelado a todas as avaliagdes, 0 que torna necessario o processo de

validacdo da metodologia analitica (LEITE, 2009).

A integracédo entre métodos cromatograficos e
espectroscopicos/espectrométricos constitui uma abordagem de crucial importancia para
garantir a qualidade requerida. Estas ferramentas tecnoldgicas de anélise e identificagcdo

sdo capazes de fornecer facilidade de operacdo e rapidez de resultados, favorecendo o
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processo de pesquisa, desenvolvimento e produgéo. O isolamento de substancias a partir
de matrizes complexas depende primeiramente de suas caracteristicas fisico-quimicas.
Quanto mais semelhantes forem as propriedades entre as substancias presentes na
mistura, mais complicada torna-se a separacdo e purificacdo de seus componentes
(BARATA-SILVA et al., 2017).

Os métodos cromatograficos sdo comumente utilizados em laboratérios de
analise para a avaliacdo qualitativa e quantitativa de farmacos em matérias-primas e
produtos acabados, sua popularidade deriva da sua versatilidade, pois além da
quantificacdo permitem a separacdo de componentes, podendo ser utilizados na
avaliacdo da estabilidade, quando devidamente desenvolvidos e validados (WATSON,
2005).

3.6.2. Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo, fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interagBes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. A grande
variedade de combinagdes entre fases mdveis e estacionarias proporciona uma técnica

extremamente versatil e de grande aplicacdo (HARRIS, 2012).

Os primeiros artigos envolvendo a cromatografia como uma ciéncia foram
publicados em 1906 por Michael Tswett, um boténico russo, o qual separou algumas
substancias de extratos de plantas. Durante a tltima metade do século XX, foi o notorio
0 crescimento de demanda por separacdes analiticas mais complexos, e de forma
concomitante ocorreu a automatizacdo e sofisticacdo das técnicas cromatograficas
utilizadas, como a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(MUHLEN & LANCAS, 2004; LANCAS, 2003).

Como resultado deste avanco tecnoldgico as ciéncias analiticas migraram de
operacgdes simples, semi-quantitativas para complexas determinagfes instrumentais de
alta resolugdo, que permitem a analise de uma maior gama de componentes devido ao
aumento da resolucdo e eficiéncia de separacdo dos compostos, seguidas por
procedimentos de validagdo, com o intuito de tornar o0 método reprodutivel com niveis
de confiabilidade exigidos pelas agéncias reguladoras governamentais (LANCAS,
2003).
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Atualmente a ciéncia analitica permite a qualificacdo e quantificacdo de diversos
compostos, mesmo que presentes em quantidades minimas, utilizando técnicas
miniaturizadas, de ultra resolucdo, com menor emprego de solventes toxicos
(MUHLEN & LANCAS, 2004; LANCAS, 2009). Para analise de farmacos e suas
impurezas, os métodos mais utilizados sdo CLAE, cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE), cromatografia gasosa (CG) e a eletroforese capilar, ligados a
diferentes detectores (BUENO, 2016).

Para o desenvolvimento deste trabalho, optou-se por utilizar a CLAE para
determinacdo do cloridrato de tirofibana e as suas impurezas de sintese A e C, devido as
carateristicas da técnica, que a tornam a técnica analitica mais desenvolvida, difundida e
empregada em laboratérios de industrias quimica e farmacéuticas dos ultimos anos
(MALDANER & JARDIM, 2009).

3.6.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida consiste na separacdo de compostos de uma
determinada mistura, através da diferenca de afinidade do composto analisado frente a
fase estacionéria (coluna) e o eluente (estado liquido). O desenvolvimento continuo de
novas particulas de fase estacionaria e a evolucdo na automatizacdo do processo
permitiram o avan¢o da cromatografia liquida, gerando colunas mais seletivas, eficiente
e estdveis quimica e mecanicamente, originando a CLAE (LANCAS, 2003;
MALDANER & JARDIM, 2009).

Entretanto, o uso de particulas menores que 2 pm se tornou possivel
recentemente, com o desenvolvimento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE). (MALDANER & JARDIM, 2009).

Para sua aplicacdo se faz necessaria duas etapas principais, o desenvolvimento
da metodologia e a validacdo da metodologia analitica. No desenvolvimento da
metodologia sdo testadas técnicas de limpeza e extracdo, quando requeridas, bem como
selecionadas as varidveis cromatograficas com a finalidade de selecionar o melhor
cenario de adequabilidade do sistema, como por exemplo a fase mével (composicdo, pH
e vazdo), coluna cromatografica (temperatura, dimensoes, tipo e tamanho de particula),

e o detector e suas variaveis correspondentes (LANCAS, 2009).

Dentre os detectores utilizados, o de luz UV-visivel destaca-se por aceitar o uso

de gradientes e ndo ser afetado por pequenas variagdes de fluxo e temperatura. Consiste
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em um fotdmetro que mede a absorcdo de luz dos compostos, em determinado
comprimento de onda, compreendido entre as regides visivel e ultravioleta, regido pela
lei de Beer-Lambert, onde a absorbancia & proporcional a concentracdo do analito na
amostra. O detector UV-Visivel permite a selecdo de apenas um comprimento de onda
previamente selecionado, enquanto que o detector de arraste de diodos (DAD) permite a

deteccdo de varios comprimentos de onda de forma simultanea (LANCAS, 2009).

3.6.4. Validacdo de metodologia analitica

Validacdo analitica € a avaliacdo sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que 0s requisitos
especificos para seu uso pretendido sdo atendidos. A validacdo deve demonstrar que o
método analitico produz resultados confidveis e é adequado a finalidade a que se
destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos. Para isto, o analista deve
selecionar os parametros a serem analisados, visto que a necessidade de avaliacdo
depende do tipo de método e da finalidade de sua utilizagdo. Para anélise quantitativa do
farmaco e suas impurezas, € recomendado pela ANVISA e o ICH a avaliacdo da
exatidao, repetibilidade, precisdo intermediaria, seletividade, limite de quantificacéo e
linearidade, sendo o limite de detec¢do necessario em alguns casos (BRASIL, 2017,
ICH, 2005).

3.6.5. Determinacdo de cloridrato de tirofibana

No sentido do controle de qualidade, existem alguns relatos sobre a
determinacdo quantitativa da tirofibana, tanto em preparac6es farmacéuticas, quanto em

material bioldgico, como pode ser observado na tabela 4.
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Tabela 4. Parametros utilizados para determinacao de tirofibana por diversos autores.

Matriz Solvente Pro(s?vr)gao Coluna Detector Autor
Tampdo Fosfato C18 (250 x 4.6 mm, 5
. : , 5 pm) uv BERGQUIST et
Farmaco (pH 2,3): 78:22 3500 227 al nggg
Acetonitrila nm o
Tampdo Fosfato CI8 (250 x 46 mm, 5 pm) UV
Farmaco (pH 2,3): 78:22 ( 40;’C 3 pm) 227 BEE?%%J(I)?T et
Acetonitrila nm "
Tampao Fosfato C18 (250 x 4,6 mm, 5
. , »5 pm) uv EL-BAGARY, et
Farmaco (pH 3,0): 70:30 250C 1210 al. 2018
Acetonitrila nm N
Tampdo Fosfato C18 (250 x 4.6 mm, 5 um uv
Farmaco (pH 2,3): 78:22 ( 25;’C > 3 pm) 1227 GARAZ’(I)B?’ etal,
Acetonitrila nm
. Tampéo fosfato (pH _ uv GANDHIMATHI
Farmaco 5,0): Acetonitrila 70:30 C18 2226 nm etal., 2013
. Formato de amonio . HENRIET etal.,
Farmaco 10mM: Acetonitrila Gradiente C18 (250 x 4.6 mm, 5 pm) LC-HR-MS 2016
. Tampéo (pH3,0): _ C18 (250 x 4.6 mm) uv NATARAJ et al.,
Farmaco Acetonitrila 55:45 250C 2277 nm 2013
Acido octano
] Rl C8 (250 x 4,6 mm, 5 um) uv RANJITHA e
Farmaco  sulfénico (pH 3,0) : 55:45 .
Acetor(w?trila ) Temperatura ambiente 2227 nm RAOQ, 2011
Residuos em Tampao Fosfato
superficie de C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) uv
eqSipamentos (pH6,0) : 71:29 40°C 227 AKL etal., 2013
" Acetonitrila nm.
de produgéo
. Tampao Acetato de
. . C18 (150 x 4.6 ,5 .
B'i\g?(;”izca Ambénio (pH 7,5):  Gradiente ( 60°Cmm Hm) MS/MS DI R'Aégaet al.,
g Acetonitrila
Matriz Acetonitrila :
Lo Tampédo Acetato de  41,5:58,5 C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) MS/MS ELLIS etal., 1997
Bioldgica .
Aménio (pH6,0)
._Acetonitrila : Tampéo
l_\/la,trl_z Acetato de Aménio:  Gradiente C18 (55 x 2mm) MS/MS OERTEL etal,
Bioldgica P L 2004
Acido férmico
Matriz Tampéo Fosfato UV DARKOVSAKA-
Biol6aica (pH 5,2): 70:30 C18 (250 x 4,0 mm, 5 pm) SERAFIMOVSKA
g Acetonitrila A274 nm etal., 2014
Matriz Tampéo Fosfato uv DARKOVSAKA-
Bioldaica (pH 5,2): 70:30  C18 (150 x 4,0 mm, 5 pum) SERAFIMOVSKA
g Acetonitrila A277 nm etal., 2016
. Acetonitrila :
Matriz & 1odo Acetato 40:60 C18 (300 x 4,6 mm) msivs  VICKERSetal,
Bioldgica 1999
(pH 4,5)
. Acetonitrila: 4gua
Matriz . . YANG, et al.,
Biologica ultrapurificada com  Gradiente  C8 (50 x 2,1 mm, 5 pm) MS/MS 12016

acido Formico
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Dentre os trabalhos supracitados, destaca-se o0 experimento conduzido por
Henriet e colaboradores (2016), onde foi desenvolvida metodologia analitica por LC-
HR-MS, a qual proporcionou a deteccdo e identificacdo de doze produtos resultantes da
fotodegradacdo da tirofibana. O trabalho sugeriu ainda a estrutura quimica dos

compostos fotodegradados.

Outro trabalho a ser destacado foi desenvolvido por El-Bagary e colaboradores
(2018), onde o cloridrato de tirofibana foi testado em diferentes condi¢Ges degradativas,
(hidrdlise acida e basica, temperatura, oxidacdo e fotolise), e foi desenvolvida
metodologia analitica para determinacdo do farmaco na presenca da tirosina, como
impureza de sintese. Todavia, neste trabalho a adi¢do da impureza néo ocorreu de forma

simultanea com os produtos de degradagéo encontrados.

Apesar dos trabalhos listados, a literatura ndo traz registro de desenvolvimento e
validacdo de método indicativo de estabilidade, na presenca das impurezas de sintese A

e C e produtos de degradacéo gerados em condigdes de estresse.
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4. METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSOES

A metodologia, resultados e discussbes da dissertacdo estdo apresentados na
forma de artigo cientifico, intitulado “Desenvolvimento de Método Indicativo da
Estabilidade para Determinacdo de Tirofibana e Impurezas de Sintese e Estudo da

Cinética de Degradacdo” que sera submetido a periddico da area.
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4.1. Desenvolvimento de Método Indicativo da Estabilidade para Determinacéo de
Tirofibana e Impurezas de Sintese e Estudo da Cinética de Degradacéo

Resumo

A tirofibana é um farmaco inibidor molecular ndo peptidico derivado da tirosina que
inibe a agregacdo plaquetdria no final da cascata de coagulacdo, especificamente como
antagonista dos receptores da glicoproteina (GP) Ilb/llla, sendo o inibidor desta GP mais
utilizado mundialmente deste a aprovagdo da nova dosagem pela FDA, em 2013, sob nome
comercial de Agrastat®. A ANVISA e guias internacionais determinam que os medicamentos
comercializados devem garantir a qualidade do produto e seguranga do consumidor. Neste
contexto, torna-se imprescindivel desenvolver e validar métodos que permitam a avaliacdo desde
a matéria-prima até a forma farmacéutica, contemplando o estudo da estabilidade do farmaco nas
formulac@es, a andlise de produtos de degradacdo, identificacdo e determinacdo dos niveis de
impurezas e padronizacdo dos procedimentos de producgdo. Ha poucos relatos na literatura sobre
a determinacdo quantitativa da tirofibana e degradacdo em condicdes forcadas. Além disso, a
literatura ndo traz registro de desenvolvimento e validacdo de método indicativo da estabilidade,
determinacdo de impurezas de sintese e produtos de degradacdo. Perante o0 exposto, este estudo
objetivou desenvolver e validar metodologia indicativo da estabilidade para determinacdo da
tirofibana na presenca de duas impurezas de sintese (impureza A e impureza C), bem como
realizar estudo preliminar de estabilidade e determinar a cinética de degradacdo relacionando
com os principais fatores de degradacdo. O desenvolvimento e validacdo do método foi realizado
em concordancia com os principais guias oficiais. Utilizou-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de arranjo de fotodiodo (DAD), em 226 nm, empregando-
se coluna Czg (4,6 x 250 mm, 5um), em temperatura ambiente, com fase movel eluida em modo
gradiente, constituida de mistura de trietilamina 0,1% acidificada a pH 5,5 com &cido fosférico e

acetonitrila, fluxo de 1 mL.min? e volume de injecdo de 20 pL. O método apresentou
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linearidade, precisdo, exatiddo e robustez satisfatorios, além de baixos limites de deteccdo e
quantificacdo, que demonstram sensibilidade na determinacdo da tirofibana e impurezas A e C.
Apresentou-se seletivo para a determinacdo do farmaco e impurezas analisadas, sem
interferéncia dos produtos de degradacdo gerados em condicdes forgadas, dados que demonstram
a capacidade indicativa da estabilidade do método proposto. A tirofibana mostrou-se
praticamente estavel as condicbes de estresse oxidativo (H202 30% por 24 horas) e térmico
(75°C por 24 horas), apresentou degradacgdo frente a luz UVA e hidrolise &cida, obedecendo a
cinética de primeira ordem. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a importancia do
aprofundamento dos estudos nesta area, no intuito de garantir a qualidade dos produtos

farmacéuticos comercializados.

Palavras-chave

Agrastat, Cinética, CLAE, Degradacéo, Impurezas.
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Introducéo

Os antiplaquetarios sdo farmacos que tém em comum a propriedade de inibir a
formacdo e agregados plaquetarios e de trombo, sem interferir, de forma significativa, nos
demais segmentos da cascata de coagulacdo. Apesar de comprovada eficacia clinica,
apresentam algumas limitacGes, pois a inibicdo plaquetaria é relativamente fraca e podem
causar efeitos colaterais sisttmicos, como a inibicédo irreversivel da ciclooxigenase, podendo
ocasionar Ulcera péptica, acarretada pela administracdo da aspirina, ou ainda, a administracao

da ticlopidina, associada a agranulocitose [,

A descoberta do receptor glicoproteina Ilb/Illa (GP Ilb/Il1la) como via final comum da
agregacao plaquetaria gerou interesse na investigacdo de antagonistas para este sitio, visando
efeitos mais especificos e minimizando as reacdes adversas. Os receptores podem ser
bloqueados/antagonizados por diversos agentes terapéuticos, como abciximab (anticorpo
monoclonal), o eptifibatide (heptapeptideo sintético) e a tirofibana (ndo-peptidico intravenoso
mimético dos sitios da sequéncia de aminoacidos Arginina-Glicina-Acido Aspartico

(RGD))1,

A tirofibana € um antagonista ndo-peptidico dos receptores GP Ilb/Illa derivado da
tirosina. Ela mimetiza a geometria, estereoatividade e caracteristicas elétricas do RGD,
interferindo na agregacdo plaquetaria 2. Devido a sua atuacdo especifica foi rapidamente
adotado como tratamento da sindrome coronéria aguda e tornou-se o farmaco mundialmente
mais utilizado para estre tratamento . Atualmente, o farmaco é comercializado no Brasil
devido a parceria entre as industrias farmacéuticas Aspen Pharma e Merck Sharp & Dohme,

com o nome comercial de Agrastat®, na forma farmacéutica injetavel (0,25 mg.mL™).

Considerando que mesmo pequenas alteragdes nas formulacdes farmacéuticas podem

provocar alteracdes significativas na seguranca do medicamento, sdo necessarias atualizac6es
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constantes de metodologias analiticas, visando garantir a sua qualidade e eficacia. A fim de
garantir a seguranca do consumidor as metodologias desenvolvidas devem apresentar a
capacidade indicativa da estabilidade e possibilitar a identificacdo e determinacdo dos niveis

de impurezas farmacéuticas e produtos de degradacio nas formulagdes comerciais 1.

Encontram-se relatos na literatura de métodos utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a determinacio de tirofibana em forma farmacéutica 67891011121 & matriz
biologica (3141516171819 " Todavia é observada uma escassez de trabalhos sobre a
determinacdo do cloridrato de tirofibana na presenca de impurezas de sintese e produtos de
degradacdo. O farmaco foi avaliado presenca da tirosina [*?1 todavia, faz-se necessério
método analitico capaz de determinar diferentes impurezas, ja que diferentes rotas sintéticas
para a concepcao de um mesmo farmaco podem gerar impurezas distintas 2%, Além disso, s&o
necessarios métodos que possam avaliar o cloridrato de tirofibana na presenca de seus
produtos de degradacdo, que também sdo impurezas, mas obtidas da decomposicdo do

farmaco.

Neste contexto, o presente trabalho propde o desenvolvimento e validacdo de método
indicativo da estabilidade por cromatografia liquida para determinacdo de tirofibana e
impurezas de sintese, bem como realizar estudo preliminar da estabilidade e determinar a

cinética de degradacéo relacionando com os principais fatores de degradacao.

Material e Métodos

Reagentes

Para o desenvolvimento do método foi utilizado substancia quimica de referéncia de
cloridrato de tirofibana (Toronto Research Chemicals - TRC, Canada), Impureza A (TRC

Canadd) e Impureza C (TRC Canad4), além do farmaco na sua forma comercial Agrastat®
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(Patheon, Barcelona, Espanha). Foram utilizados ainda os seguintes reagentes: acetonitrila
grau HPLC (Tedia, OH, USA), éacido citrico (Vetec, RJ, Brasil), acido cloridrico (Synth, SP,
Brasil), acido fosforico (Vetec, RJ, Brasil), citrato de sédio dihidratado (Vetec, RJ, Brasil),
cloreto de sodio (Alphatec, Brasil), hidroxido de sédio (Alphatec, Brasil), metanol grau HPLC

(Panreac, OH, USA) e trietilamina (CRQ, SP, Brasil).

Condicdes cromatograéficas.

Para o desenvolvimento da metodologia foi utilizado um cromatografo liquido de alta
eficiéncia Thermo Scientific Ultimate 3000 (Dionex) constituido de bomba quaternéria (LPG-
3400SD), amostrador automético (WPS-3000TSL), compartimento de coluna com
controlador de temperatura (TCC-3000RS), coluna C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) (Agela
Technologies, Promosil) a temperatura ambiente e detector de arranjo de diodo (DAD-3000) a
226 nm. A aquisicdo e analise de dados foi realizada pelo software Chromeleon verséo 6.8

(Dionex, Thermo Fisher Scientific Inc.).

A fase movel foi composta de uma fragdo aquosa de trietilamina 0,1%, acidificada
com acido fosférico até pH 5,5, e uma fracdo organica composta por acetonitrila grau HPLC.
A fase movel foi filtrada com membrana 0,45 um (Analitica, SP, Brasil) e sonicada por 15

minutos para degaseificacao.

Utilizou-se o sistema gradiente para eluicdo da fase moével, com proporc¢do de 22 % de
acetonitrila no periodo entre 0,0 e 2,5 min, variando para 25 % no periodo entre 2,6 e 5,9 min,
35 % no periodo entre 6,0 e 16,9 min, retornando a 22 % até o final do tempo de corrida, em
20 minutos. Manteve-se a vazdo em 1 mL.min e volume de inje¢do de 20 pL. Todas
amostras foram filtradas com filtro de seringa de nylon (0,45 um; 13mm) antes da injecdo no

cromatografo.

Validagdo da metodologia
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A validagdo do método analitico foi realizada de acordo com o International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
for Human (ICH) por meio da andlise dos seguintes parametros analiticos: seletividade,
linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de detec¢do (LD) e limite de quantificagcéo

(LQ)

O cloridrato de tirofibana e as impurezas foram dissolvidos em metanol grau HPLC
com posterior sonicagdo por 5 minutos em banho de ultrassom para obtencéo da solugdo mae.
Posterior diluicdo em metanol foi realizada a fim de obter as solugdes de trabalho de 200
ug.mL*? para tirofibana e 10 pg.mL™? para as impurezas A e C. A solugdo de trabalho do
farmaco Agrastat® foi preparada mediante sua diluicio em metanol para obter uma

concentragéo final de 200 pg.mL™.

A seletividade do método foi avaliada perante a confirmacdo de auséncia de
interferentes inerente dos excipientes da formulacdo e separacao satisfatéria dos produtos de
degradacéo formados no estudo preliminar de degradacdo em relagcdo ao produto farmacéutico
e suas impurezas. A amostra simulada de excipientes (ASE) foi composta por cloreto de sddio
(8 mg.mL™?), citrato de sodio dihidratado (2,7 mg.mL™) e acido citrico (0,16 mg.mL™), em

base aquosa, utilizando agua ultrapurificada 1221,

A determinacéo do LD e LQ foi realizada a partir do sinal-ruido da corrida analitica,
verificado através da linha de base, onde as solu¢des foram preparadas nas concentracdes
calculadas e avaliadas experimentalmente para o farmaco e impurezas. O LD foi determinado
como sendo a concentracao correspondente a 3 vezes o sinal-ruido da linha de base. O LQ foi
determinado como a concentracdo correspondente a 10 vezes o sinal-ruido da linha de base

apresentando precisdo e exatidao.
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A linearidade do método foi estabelecida com curvas nas concentraces de 160, 180,
200, 220 e 240 pg.mL* para o cloridrato de tirofibana e 0,1; 1,5; 5,0; 10,0 e 12,0 pg.mL™*
para as impurezas A e C. Os resultados foram plotados em gréaficos das areas obtidas em
fungéo das respectivas concentragbes. A linearidade foi avaliada a partir do coeficiente de
correlacdo (r) e da andlise de variancia por ANOVA, onde foi verificada a regressao linear e

desvio de linearidade de trés curvas obtidas em dias diferentes para cada analito.

A precisdo do método foi avaliada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. Para
avaliagdo da repetibilidade seis amostras (n = 6), de concentragdo 200 pg.mL™? para o
cloridrato de tirofibana e 10 pg.mL™ para as impurezas A e C, foram preparadas sob as
mesmas condic¢des, pelo mesmo analista, em um curto periodo de tempo. Para determinagéo
da precisdo intermediaria, seis amostras, nas mesmas concentra¢cdes supracitadas foram
preparadas sob as mesmas condigdes, durante trés dias diferentes, por dois diferentes analistas
(n = 18). A andlise dos resultados foi realizada mediante calculo do desvio padréo relativo

entre as determinagdes.

A exatiddo foi determinada pela porcentagem de recuperacéo de cloridrato de tirofibana
e impurezas, através da adicdo de concentracdes conhecidas de substancia quimica de
referéncia do farmaco (160, 200 e 240 pg.mL™) e das impurezas A e C (8, 10 e 12 ug.mL™?)

na ASE, sendo avaliada a porcentagem de recuperacdao em cada nivel de concentracao.

A robustez foi avaliada a partir da determinacdo do farmaco e suas impurezas
mediante pequenas alteracdes nas condi¢cBes cromatogréficas nominais do método
desenvolvido. Foram selecionados seis fatores e foram avaliados por delineamento fatorial de
Plackett-Burman (n = 12). Calcularam-se o efeito (E) de cada fator e 0 erro experimental
estimado (EE) %], Foram avaliadas alteragdes no pH da fase mével (+ 0,3 unidades), vazéo (+
0,05 unidades), proporcdo de acetonitrila na fase movel (£ 2%), comprimento de onda (+ 2
nm), temperatura de coluna (x 3 °C) e marca de coluna.

39



156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

A partir da avaliacéo estatistica obteve-se um valor numérico-limite, o qual define se a
modificacdo efetuada acarretou em interferéncia na analise quantitativa. Este valor é
geralmente derivado do método analitico teste t, conforme a Equacéo 1:

Equacdo 1:

_ B«
 (SE).

Onde :
Ex = efeito de cada fator;
SEe = erro experimental estimado.

O efeito é considerado significativo se resultar em t calculado > t critico.
Estudo preliminar de degradacgéo

O estudo preliminar de degradacdo do cloridrato de tirofibana foi realizado por meio
de condicdes de hidroliticas (&cida e basica), oxidativa, térmica e fotolitica. A hidrdlise acida
ocorreu mediante adicdo de acido cloridrico a solucdo de cloridrato de tirofibana, com
concentracdo final de 1 mol.L%, durante 2 horas. A hidrolise basica, mediante adicdo de
NaOH a solucdo de cloridrato de tirofibana com concentracdo final de 1 mol.L?, durante 8
horas. Decorrido o periodo de exposicdo, as amostras submetidas aos estresses hidroliticos
foram neutralizadas. O estresse oxidativo foi realizado mediante adicdo de perdxido de
hidrogénio 30 volumes ao cloridrato de tirofibana, em temperatura ambiente por um periodo
de 24 horas. A degradacéo térmica ocorreu mediante a submissao do cloridrato de tirofibana a
temperatura de 75 °C em estufa de circulacdo forcada por um periodo de 24 horas. A
degradacdo fotolitica ocorreu mediante exposicdo do cloridrato de tirofibana em cémara
fotolitica com ldmpada UV A durante 1 hora. Em todas as situacdes de estresse a concentragdo

final de trabalho do cloridrato de tirofibana foi de 200 pg.mL™. Depois de cessados os
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periodos de estresse, para determinacdo da seletividade foram acrescidas as amostras as

impurezas A e C, ambas na concentragao final de 10 pg.mL™.

Todas amostras foram filtradas e submetidas a analise cromatografica. As analises

foram realizadas em triplicata em cada condicdo testada.
Cinética de degradacéo

As solucBes de trabalho de cloridrato de tirofibana e Agrastat® foram submetidas a
hidrélise acida, e analisadas ao longo de 7 horas e 72 horas, respectivamente. Foi adicionado a
3,0 mL de solugdo mée 2,0 mL de acido cloridrico 5 mol.L? (para obter concentragdo apos a
diluicio de 1 mol.L™) e completou-se o volume de 10 mL com metanol grau HPLC. Foram
retiradas aliquotas ao longo do tempo de degradacéo e neutralizadas com NaOH, filtradas em
com filtro de seringa de nylon (0,45 um; 13mm) e analisadas pelo método analitico

desenvolvido.

Para determinacgdo da cinética de reacdo em fotdlise, além da solucdo metandlica do
principio ativo, foi também preparada uma solugéo de cloridrato de tirofibana solubilizada em

acetonitrila grau HPLC. A solugdo foi submetida a sonicagéo por 15 minutos.

A cinética de degradacdo fotolitica ocorreu mediante a submissdao de 750 pL da
solugdo de cloridrato de tirofibana solubilizada em metanol e acetonitrila & radiacdo UVA, em
camara de fotoestabilidade, durante 4 horas e 24 horas, respectivamente. Ap6s o periodo de
exposicdo, as amostras foram diluidas a 1,0 mL com metanol, obtendo uma concentracéo de
200 pg.mLt e 187 pg.mL*?, respectivamente. As amostras foram filtradas com filtro de
seringa de nylon (0,45 pm; 13mm) e submetidas a andlise pelo método analitico

desenvolvido.

Os valores da constante de velocidade de reacdo (k), do tempo necessario para que a

concentracéo inicial do farmaco decaia a 90% (too%) € tempo de meia vida (ty) foram

41



203

204

205

206

207

208
209
210

calculados obedecendo ao modelo cinético apresentado nas

respectivamente:

InC =InCo — kt

toows = 0,106 / k
t,=1In2/k

Onde: Co = concentragdo dos reagentes no tempo zero;
C = concentracdo apos reacdo no tempo t;
k = constante de velocidade da reacao.

equacbes 2, 3 e 4,

(equacéo 2)

(equacéo 3)

(equacéo 4)

42



211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

Resultados e discussao
Desenvolvimento e validacéo de metodologia

A determinacdo da banda de maxima absorcdo do cloridrato de tirofibana foi
avaliada no produto acabado (Agrastat®), originalmente em tamp&o citrato e no padréo
analitico, solubilizados em trés solventes distintos: agua ultrapurificada, metanol e
acetonitrila, através de varredura espectral, na regido do ultravioleta visivel utilizando o
detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao CLAE. Os maximos de absorcao encontrados
foram de 226 e 276 nm, sem distin¢do entre os solventes utilizados, inclusive quando
comparados aos relatados da literatura em meio aquoso 1. No entanto, foi possivel observar
qgue quando utilizado acetonitrila como diluente a absortividade foi inferior quando
comparado aos demais solventes. As impurezas apresentaram maximos de absorcdo de 224 e
276 nm para impureza A e 226 e 255 nm para impureza C. Diante destes resultados,
verificou-se a adequabilidade do método de deteccdo para identificacdo do cloridrato de

tirofibana na forma farmacéutica injetavel e duas impurezas de sintese.

Para o desenvolvimento de metodologia foram testadas proporcdes de fase movel
compreendidas entre 50:50 e 90:10, constituidas de trietilamina 0,1% acidificada:acetonitrila,
sendo que o pH do constituinte aquoso foi analisado entre 3,0 e 6,0. A eluicdo no modo
isocratico ndo foi satisfatdria para determinacdo do cloridrato de tirofibana em presenca da

impureza C, fator corrigido mediante emprego de gradiente.

O emprego de gradiente proporcionou boa resolugéo entre os compostos analisados.
A condicdo cromatografica de trabalho foi estabelecida na proporgéo de 78:22 entre 0,0 e 2,5
minutos; 75:25 entre 2,6 e 5,9 minutos; 65:35 entre 6,0 e 16,9 minutos, com retorno a
proporcéo inicial entre 17,0 e 20,0 minutos. O fluxo manteve-se constante em 1 mL.min e 0

volume de injecdo empregado foi de 20 puL. Os tempos de retencdo para a impureza A,
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tirofibana e impureza C foram 4,72, 8,38 e 12,88 minutos (figura 1), apresentando eficiéncia
na separagdo dos compostos, bem como seletividade para diferenciar produtos
estruturalmente semelhantes. O sistema cromatografico apresentou-se adequado, com

simetria, nUmero de pratos tedricos e resolucao de acordo com o preconizado pela literatura.

A avaliacéo da seletividade do metodo foi avaliada através da confirmacédo de auséncia
de interferentes inerente dos excipientes da formulacdo e dos produtos de degradacgdo
formados em distintas condices de estresse. A forma farmacéutica Agrastat® ¢é
comercializada no Brasil em tampéo citrato, desta forma foi analisado, em triplicata, uma

amostra simulada de excipientes (ASE), em base aquosa.

Baseado no cromatograma ilustrado na figura 1 é possivel verificar que ndo houve
interferéncia da ASE, tanto em relagdo ao farmaco, quanto as suas impurezas. A seletividade
do método analitico foi avaliada ainda em relacdo aos produtos de degradacdo gerados
mediante a exposicdo do cloridrato de tirofibana, solubilizado em metanol, as condi¢des de

estresse.

Os resultados demonstram suscetibilidade as reagdes hidroliticas, sendo que dentre
estas, a degradacdo em meio acido demonstrou maior influéncia, acarretando uma degradacao
de 19,63% da concentracdo inicial em 2 horas de exposi¢do, enquanto que em meio basico

degradou 14,39% em 8 horas de exposicéo (Figura 1).

Em ambas reacdes de hidrdlise foi possivel detectar um produto de degradacdo com
mesmo tempo de eluicdo (16,8 minutos) e mesmos maximos de absorcdo (227 e 275 nm),

sugerindo que ocorre a formagdo do mesmo PD na hidrolise acida e basica.

A tirofibana mostrou-se também suscetivel a fotdlise, com decaimento de 11,07% da
concentracdo quando exposta a luz UVA por 1 hora, todavia, a metodologia desenvolvida ndo

foi capaz de detectar os produtos oriundos desta degradacéo.
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O farmaco ndo apresentou decréscimo da concentragdo, nem surgimento de produto de
degradacdo durante as 24 horas analisadas sob condi¢Bes drésticas de estresse térmico e

oxidativo, podendo ser considerado praticamente estavel a estas condicdes 241,

O método mostrou-se seletivo, ou seja, foi capaz de determinar o farmaco e as
impurezas A e C na presenca do produto de degradacdo formado (Figura 1). A andlise de
pureza de pico, avaliada pelo software do equipamento, utilizando o detector de arranjo de
fotodiodos, sugere que em todos 0s casos 0s picos analisados apresentaram pureza adequada.
Diante dos dados obtidos, pode-se afirmar que 0 método desenvolvido apresenta a capacidade

indicativa da estabilidade.

LQ e LD encontrados foram, respectivamente, 2,12 e 1,00 pg.mL™ para tirofibana,
0,09 e 0,07 ug.mL™* para impureza A e 0,08 e 0,06 pg.mL™ para impureza C. O valor de LQ
encontrado para as impurezas foi inferior ao respectivo limite de notificacdo estabelecido
pelas agéncias reguladoras 8 e, desta forma, a metodologia desenvolvida cumpre seu

proposito.

A linearidade do método foi estabelecida por meio do ensaio em triplicata, de forma
individual para a tirofibana e suas impurezas. Os coeficientes de correlagdo (r) obtidos para as
curvas analiticas, apresentaram valores de 0,9999, 0,9993 e 0,9994 para o cloridrato de
tirofibana, impureza A e impureza C, respectivamente. Estes resultados demonstraram uma
alta correlacdo entre a concentracdo dos analitos analisados e a resposta do equipamento,
estando de acordo com a literatura ?. Na analise estatistica por ANOVA (Tabela 1) os
resultados demonstraram-se significativos para regressdo linear e ndo significativos para
desvio de linearidade, a um nivel de significancia de 5%, comprovando assim, uma correlacao

linear entre as variaveis (Tabela 1).
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A precisdo do método foi avaliada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. Os
resultados obtidos (Tabela 1) comprovam que a precisdao do método desenvolvido se encontra
dentro dos limites aceitaveis, pois apresentou DPR inferior a 2% tanto nas andlises de

repetibilidade quanto na preciséo intermediaria (2526 271,

A exatidao foi determinada através do ensaio de recuperacao, pelo método de adicdo
de padrdo na matriz, relacionando a concentragdo observada e a nominal. As médias obtidas
encontram-se descritas na tabela 1. Foi observado satisfatorio teor de recuperacdo para o
cloridrato de tirofibana e suas impurezas A e C, de 99,93%, 99,88% e 99%, respectivamente,
enquadrando-se com trabalhos da literatura que admitem uma variagdo de 2% para o produto
acabado #5261 embora alguns autores permitam a expansdo deste teor em até 20% para

impurezas de sintese 25271,

A robustez do método foi avaliada a partir da determinacdo do farmaco e suas
impurezas mediante pequenas alteragdes nas condi¢des cromatograficas nominais do método
desenvolvido. A tabela 2 apresenta o delineamento fatorial e analise estatistica realizada. Os
resultados encontrados demonstram que ndo existe diferenca estatistica significativa

utilizando o teste T de Student para p = 0,05 (t critico = 2,57).
Cinética de degradacéo

A tirofibana foi submetida a hidrolise &cida e fot6lise para determinagdo da cinética de
degradacdo. Foi realizado ainda a degradacdo por hidrolise acida do produto comercial -

Agrastat®. Os cromatogramas obtidos estdo ilustrados na figura 2.

Foi possivel observar o decaimento da concentracdo em todas condicOes
experimentadas, além da detecgdo de um produto de degradagéo gerado nas hidrolises &cidas,
tanto da tirofibana, quanto do Agrastat. Este apresentou tempo de retengdo de 16,8 minutos,

com méaximos de absor¢do no UV (227 e 276 nm), e pureza do pico igual a unidade. Foi
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possivel observar ainda que a medida que ocorreu o decaimento da concentra¢do do farmaco,
ocorreu 0 aumento proporcional da area obtida para o produto de degradacdo. A partir destas
constatacdes, sugere-se que se trata do mesmo produto de degradacdo e, também, que a

presenca dos excipientes da formulagdo do Agrastat ndo interferiu no processo.

Foi possivel observar maior estabilidade do produto acabado em relagdo ao cloridrato
de tirofibana, quando submetidos as mesmas condi¢fes de estresse, sugerindo que 0s
excipientes presentes na forma farmacéutica, por se tratar de um sistema tamponado,

protegem o principio ativo e prolongam o tempo de meia vida do medicamento.

Ao comparar o comportamento de fotodegradacdo do cloridrato de tirofibana com
diferentes solventes, pdde-se observar que o processo € acelerado quando em presenca de
metanol, que atinge 61% de degradacdo em 4 horas de exposicdo, enquanto que ao utilizar
acetonitrila como diluente, atinge 53% em um periodo de 24 horas. Sugere-se que a
fotodegradagdo possa ser facilitada no meio mais polar e/ou pela influéncia que os prétons
existentes no metanol possam apresentar. De acordo com Ahmad e colaboradores %, a
polaridade, a constante dielétrica e a viscosidade dos solventes sdo fatores que podem
influenciar na fotodegradacao dos farmacos. Neste sentido, sdo necessarios mais estudos com
solventes de diferentes polaridades para avaliar as influéncias sobre o farmaco em

degradacGes fotoliticas.

Os resultados obtidos estdo descritos na tabela 3 e as representacdes graficas de ordem
zero, primeira e segunda ordem obtidas nas condic¢des estudadas estdo representados na figura

3.

Foi possivel observar que em todas condi¢des analisadas o cloridrato de tirofibana

apresentou maior coeficiente de correlacdo quando representado graficamente na cinética de
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reacdo de primeira ordem, ou seja, a velocidade de reacdo é dependente e proporcional a

concentracdo do reagente 91,

Os valores de k médios encontrados em cada cenario degradativo foram similares aos
coeficientes angulares (a) obtidos nas respectivas equacdes da reta. Os valores encontrados de
toow € t ¥ indicam que a maior influéncia de degradacdo foi dada em fotdlise, quando o
cloridrato de tirofibana foi solubilizado em metanol. Mesmo quando solubilizado em
acetonitrila, o farmaco sofreu forte influéncia do agente indutor de degradacéo, apresentando

valores baixos de toos € t ¥%2 (Tabela 3).

Em relagdo a hidrolise &cida, os valores encontrados para o farmaco Agrastat®
demonstram maior estabilidade, fator positivo para comercializacdo e garantia de seguranca
do consumidor. Acredita-se que o fato de o farmaco ser comercializado em tampdo citrato
trabalha de forma positiva para protecdo do medicamento e confere maior resisténcia a
degradacdo ja que o farmaco cloridrato de tirofibana quando submetido a mesma condicéo

apresentou taoy € t %2 inferiores em relagdo aos obtidos para o farmaco no produto acabado.

Considerando os resultados obtidos, 0 método desenvolvido e validade por CLAE-
DAD mostrou-se efetivo, especifico, seletivo, sensivel, linear, preciso, exato e robusto para
quantificar o farmaco tirofibana, os produtos de degradacdo gerados em condicfes de estresse
e duas de suas principais impurezas de sintese. Deste modo é apto a ser utilizado como
método analitico indicativo da estabilidade no controle de qualidade da matéria-prima de

cloridrato de tirofibana, como também, do produto acabado.

O cloridrato de tirofibana apresentou menor estabilidade em condicgdes &cidas e frente
a luz (UVA), com cinética de primeira ordem, sendo necessario o controle destas condicoes
na manipulacdo do farmaco, visando garantir a eficacia terapéutica e seguranca do produto

comercializado.
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Tabela 1. Resultados obtidos para validacao de metodologia analitica para determinacéo de Tirofibana e impurezas Ae C.

Linearidade
Tirofibana Impureza A Impureza C
Fontes de variagao Variancia F F tab Variancia F F tab Variancia F F tab
Entre concentracdes 669,70 628,95 3,48 13,10 3851,28 3,48 31,10 3920,96 3,48
Regressao Linear 2677,94 25150 4,96 52,45 15394,00 4,96 124,41 15673,00 4,96
Desvio da Linearidade 0,23 0,2* 3,71 0,012 3,70* 3,71 0,029 3,70* 3,71
Precisdo
Tirofibana Impureza A Impureza C
Repeticao Dial Dia 2 Dia 3*** Dial Dia 2 Dia 3*** Dial Dia 2 Dia 3***
Média (n=6) 100,21 99,82 99,80 99,49 97,92 97,67 99,88 98,13 99,28
DPR (%) 0,49 0,49 0,44 1,55 1,55 1,18 1,77 1,77 1,78
Média (n=18) 99,94 98,36 99,09
DPR (%) 0,46 1,43 1,64
Exatid&o
Tirofibana Impureza A Impureza C
Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto
Concentragdo (ug.mL?) 160,0 200,0 240,0 8,0 10,0 12,0 8,0 10,0 12,0
Recuperacéo (%0) 100,19 99,55 100,05 102,12 100,41 97,13 99,22 100,91 96,89
Média** (DPR%) 99,93 (0,34) 99,88 (2,54) 99,00 (2,04)

*N&o significativo para p = 0,05.**Média de n = 9; *** Analista 2.
Legenda: DPR = Desvio Padrdo relativo; F= fator F; F tab= Fator F tabelado.
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Tabela 2. Pardmetros avaliados e resultados obtidos na analise de robustez, do cloridrato de tirofibana e impurezas Ae C.

pH Vazdo (mL.min™t) % ACN £ (nm) Temperatura (°C) Coluna
(+) () (+) () (+) () (+) () (+) () (+) ()
Média (%)* 99,35 100,59 99,99 9995 99,85 100,10 100,13 99,81 100,02 99,93 99,79 100,16
€ DPR(%) 081 049 063 120 109 078 053 1,22 057 122 107 077
% t calc** 2,53 0,08 0,51 0,65 0,19 0,76
F pvalor* 0,052 0,041 0,629 0,544 0,85 0,48
Média (%)* 100,88 101,00 10127 10151 101,35 101,43 101,04 101,74 10156 101,22 101,33 101,45
é DPR (%) 1,87 295 18 307 120 3,39 1,85 3,02 181 309 114 338
N
5 teale 0,51 0,12 0,04 0,35 0,17 0,06
E  povalor+** 0,63 0,91 0,97 0,74 0,87 0,95
Média (%)* 9583 99,03 94,04 100,81 9529 9957 9933 9553 100,16 9470 9693 97,93
ﬁg DPR (%) 9,83 641 463 934 255 1092 7,09 918 1053 261 961 7,07
N
S tcalot 0,69 1,47 0,93 0,82 1,19 0,22
E  povalors** 0,52 0,20 0,40 0,45 0,29 0,84

* Média de n= 6 ** Nao significativo para p=0,05 (p critico = 2,57) *** Respostas estatisticas da aplicacdo do teste T de Student através da comparagdo dos parametros
avaliados com o pardmetro nominal.
Legenda: % ACN= porcentagem de acetonitrila na composicdo da fase movel; %M= percentual médio; £= comprimento de onda; DPR= desvio padrao relativo; t calc= valor
de t calculado a partir do teste T de Student.
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367  Tabela 3. Valores obtidos para construcéo dos gréaficos e definicio da ordem de reacéo e degradacéo do cloridrato de tirofibana e Agrastat® ao longo do tempo.

Hidrolise acida Fotdlise
Tempo (h) Degradagdo (%) C (ug.mL™?) LnC 1/C Tempo (h) Degradacdo (%) C (ug.mL?) LnC 1/C

0,0 0,0 200,00 5,30 0,0050 0,0 0,00 200,00 5,30 0,0050
1,0 10,82 178,36 5,18 0,005 |5 0,5 3,65 192,7 5,26 0,0052
2,0 21,38 157,24 5,06 0,0064 | £ 1,0 11,07 177,86 5,18 0,0056
o 3,0 30,98 138,04 4,93 0,0072 E 1,5 29,67 140,66 4,95 0,0071
§ 4,0 38,67 122,66 4,81 0,0082 § 2,0 34,34 131,32 4,88 0,0076
E 5,0 45,10 109,79 4,70 0,0091 é 3,0 49,28 101,44 4,62 0,0098
6,0 50,45 99,10 4,60 00101 | = 4,0 61,03 77,94 4,36 0,0128

7,0 55,63 88,74 4,49 0,0113 kX =0,1831 pg.h* toos = 0,58 h t%=3,79 h
k X =0,1191 ug.h? toos = 0,89 h t%=5,82h 0,0 0,0 186,80 5,23 0,0054
0,0 0,0 177,90 5,18 0,005 | _ 0,5 2,86 181,45 5,20 0,0055
6,0 6,89 165,64 5,11 0,0060 | 'S 1,0 6,88 173,96 5,16 0,0057
12,0 14,85 151,48 5,02 0,0066 g 2,5 11,32 165,66 5,11 0,0060
% 24,0 25,19 133,08 4,89 00075 | < 4,0 13,10 162,33 5,09 0,0062
g 36,0 31,45 121,94 4,80 0,0082 § 6,0 18,63 152,00 5,02 0,0065
< 48,0 38,84 108,80 4,69 0,0092 c;E 9,0 25,58 139,02 4,93  0,0070
60,0 47,41 93,56 4,54 00107 | 8| 120 32,35 126,37 4,84 0,0079
72,0 52,70 84,15 4,43 0,0119 = 24,0 53,23 87,36 4,47 0,0114

k X =0,0113 pg.h? tooss = 9,36 h t%=6124h k X = 0,043 pg.h™ tooe =2,47h  t%=16,12h

368 Legenda: 1/C = Inverso da concentracdo; C= Concentracdo; h = horas; k= constante de velocidade de reagdo; Ln C = Logaritmo natural da concentracdo; t %2 = tempo meia

369  vida; teow = tempo necessario para que a concentracdo inicial do farmaco decaia & 90 %.
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Figura 1. Sobreposicao de cromatogramas.

Cromatograma A- Impureza A (10 pg.mL) (pico 1) , cloridrato de tirofibana (200 pg.mL1) (pico 2) e impureza
C (10 pg.mLY) (pico 3).

Cromatograma B — Amostra simulada de excipientes (ASE).

Cromatograma C - Resultante da degradagdo em hidrdlise acida (HCI 1 mol.L™%) durante 2 horas do cloridrato de
tirofibana (pico 2), com adicdo de impureza A (10 pg.mL™?) (pico 1) e impureza C (10 pg.mL™) (pico 3) apds
neutralizacdo, com surgimento de produto de degradacéo (pico 4).

Cromatograma D - Resultante da degradagdo em hidrélise basica (NaOH 1 mol.L) durante 8 horas do cloridrato
de tirofibana (pico 2), com adigdo de impureza A (10 pg.mL1) (pico 1) e impureza C (10 pg.mL) (pico 3) apos
neutralizacdo e com surgimento de produto de degradacéo (pico 4).

Cromatograma E - Resultante da degradacdo em fotdlise (radiacdo UVA) durante 1 hora do cloridrato de
tirofibana (pico 2).

Cromatograma F — Resultante da degradacéo oxidativa (H202 30%) apds 24 horas de exposi¢do do cloridrato de
tirofibana (pico 2).

Cromatograma G - Resultante da degradagdo térmica (75 °C) ap6s 24 horas de exposicdo do cloridrato de
tirofibana (pico 2).
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Figura 2. Cinéticas de reacdo de ordem zero, primeira e segunda ordem em condig¢des de hidrdlise
&cida (1M) para Agrastat® e cloridrato de tirofibana, e fotélise (UVA) para o cloridrato de tirofibana
em diferentes diluentes, e respectivas equacdes da reta e coeficiente de determinacéo.

Legenda: TF= Tirofibana; AGT = Agrastat®; MeOH = metanol; ACN= acetonitrila; R?= Coeficiente de

determinagéo.
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Figura 3. Sobreposicdo de cromatogramas demonstrando o decaimento da concentracdo ao longo do tempo resultantes da cinética de degradagdo em hidrolise

acida e fotélise (UVA)

Cromatograma A- Tirofibana (pico 1) em reacdo de hidrélise &cida (1M) ao longo do tempo, sendo o cromatograma 1 sem exposi¢do ao agente indutor, e 0s consecutivos
emtempode 1 h (2),2h,3h,4h,5h, 6h,e7h, comsurgimento de produto de degradacdo (pico 2) a partir do tempo 2 horas. Cromatograma B — Agrastat® (pico 1) em
reacdo de hidrolise &cida (1M) ao longo do tempo, sendo o cromatograma 1 sem exposi¢do ao agente indutor e 0s consecutivos em tempo de 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h
e 72 h, com surgimento de produto de degradacéo (pico 2) a partir do tempo 24 horas. Cromatograma C — Tirofibana em reacéo de fotdlise (UVA), solubilizada em metanol
ao longo do tempo, sendo o cromatograma 1 sem exposicdo ao agente indutor, e 0s consecutivos em tempo de 30 min, 1 h, 1 h e 30 min, 2 h, 3 h, e 4 h. Cromatograma D —
Tirofibana em reacdo de fotdlise (UVA), solubilizada em acetonitrila ao longo do tempo, sendo o cromatograma 1 sem exposicdo ao agente indutor, e 0s consecutivos em
tempo de 30 min, 1 h,2h e 30 min, 4h,6h,9h,12he 24 h.
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5. DISCUSSAO GERAL
5.1. Preparo da amostra

Foram preparadas solucdes mée do cloridrato de tirofibana e das impurezas A e
C, nas concentracdes de 580 pg.mL™?, 240 pg.mL?* e 280 pg.mL?, respectivamente,
mediante dissolucdo do pé dos padrBes analiticos em metanol, com o auxilio de
sonicagdo por 5 minutos. As solugdes foram armazenadas hermeticamente em frasco

ambar e mantidos sob refrigeracéo.

Para preparar as solucdes de trabalho, as solucbes mae foram diluidas em
metanol para obtencdo das concentragdes de 200 pg.mL™ para o cloridrato de tirofibana
e 10 pg.mL™* para as impurezas A e C.

A solucdo de trabalho da amostra comercial foi preparada mediante a diluicao do

farmaco em metanol para obtencio da solugdo na concentragio de 200 pg.mL™.

As amostras foram filtradas com filtro de seringa de nylon (0,45 pm; 13 mm)

antes da injecdo no cromatografo.
5.2. Desenvolvimento de metodologia.

O desenvolvimento do método analitico envolve a otimizacao de varios estagios
como a separacdo cromatografica e a quantificacdo. Parametros como o comprimento de
onda, coluna cromatografica, fase mdvel (composicdo, pH e vazdo) devem ser pré-

estabelecidos com critério.

Para determinagdo do comprimento de onda foi realizado uma varredura
espectral, na regido do ultravioleta, utilizando o detector de arranjo de fotodiodos
acoplado ao CLAE. O pico maximo de absorc¢do do cloridrato de tirofibana foi avaliado
no produto acabado (Agrastat®), e no padrdo analitico, solubilizados em trés solventes

distintos: &gua ultrapurificada, metanol e acetonitrila (Figura 7).
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Figura 7. Espectros de absorcdo do cloridrato de tirofibana, obtidos através de varredura em
detector de arranjo de fotodiodos acoplado a CLAE em diferentes diluentes.
A- Formulagdo farmcéutica comercial Agrastat®, em tamp&o citrato, na concentracdo de
50 pg.mL?, utilizando agua ultrapurificada como diluente.
B- Formulagdo farmcéutica comercial Agrastat®, em tampdo citrato, na concentracdo de
50 pg.mL?, utilizando acetonitrila como diluente.
C- Formulacdo farmcéutica comercial Agrastat®, em tampé&o citrato, na concentracio de
50 pug.mL%, utilizando metanol como diluente.
D- Cloridrato de tirofibana, na concentracdo de 50 pg.mL™* com agua ultrapurificada como
diluente.
E- Cloridrato de tirofibana, na concentracgdo de 50 pg.mL™* com acetonitrila como diluente.
F- Cloridrato de tirofibana, na concentragdo de 50 pg.mL* com metanol como diluente.

Os espectros na regido do UV, na faixa de 200 a 400 nm, obtidos para o farmaco

Agrastat® e para o cloridrato de tirofibana apresentaram maximos e minimos de

absorg

absorg

do em comprimentos de onda muito préximos entre as amostras. Os maximos de
do encontrados foram de aproximadamente 226 e 276 nm.
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N&o apresentou, ainda, distincdo destes maximos de absor¢éo entre os solventes
utilizados, inclusive quando comparados aos relatados por Henriet e colaboradores
(2016) que realizaram esta varredura em cloridrato de tirofibana em meio aquoso,
mesmo com composicdo de fase movel diferente da utilizada neste trabalho. No entanto,
foi possivel observar que quando utilizado acetonitrila como diluente a intensidade do

sinal foi inferior quando comparado aos demais solventes.

O cloridrato de tirofibana apresenta baixa solubilidade em &agua, pouca
solubilidade em acetonitrila e boa solubilidade em metanol. Considerando estas
caracteristicas e os maximos de absorcéo obtidos, 0 metanol mostrou-se o solvente mais

adequado para realizagdo das analises.

O uso de metodologias por CLAE com coluna de fase reversa octadecilsilano
(Cus) € largamente empregado na determinacdo de farmacos (LEITE, 2008). Diversos
autores, que desenvolveram metodologia analitica para quantificacdo e identificacdo do
farmaco cloridrato de tirofibana, como ja elucidado na tabela 4, utilizaram coluna com
esta caracteristica. Deste modo, selecionou-se a coluna de fase reversa C18 para o

desenvolvimento da metodologia analitica.

Considerando a necessidade de ensaios rapidos e eficientes, optou-se pela
utilizacdo de uma coluna com menor tamanho de particula. Esta caracteristica eleva a
eficiéncia de separacdo, pela reducdo do didmetro de particula do recheio da coluna
(LEITE, 2008). Elencou-se, entdo, uma coluna de proporcdo 50 x 2,1 mm, com

particulas de 3um (Agela Technologies, Venusil ASB C18), em temperatura ambiente.

A composicdo da fase moével foi avaliada em diferentes proporcbes e pH,
utilizando solugdo aquosa de trietilamina 0,1% acidificada e acetonitrila. O teste de
proporcao entre a fase aquosa e organica compreendeu teores entre 50:50 e 90:10 (v/v).
A fracdo aquosa foi acidificada com &cido fosforico para obtencao de solucGes com pH
compreendido entre 2,3 e 5,0. O fluxo foi mantido isocratico em 1 mL.min e o volume
de injecdo foi de 20 pL. Os cromatogramas obtidos nestas condi¢cdes encontram-se

ilustrados na figura 8.
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Figura 8. Sobreposicdo de cromatogramas, de diferentes condi¢fes para o desenvolvimento de
método. Injegdo de 20pL de Cloridrato de tirofibana 50 pg.mL, sob fluxo isocratico de
1,0 mL.min, coluna Cis (50 x 2,1 mm, 3 p), detector DAD a 226 nm.

Cromatogramas: 1 -Trietilamina 0,1% pH3,0:Acetonitrila (50:50 (v/v)); 2- Trietilamina 0,1%
pH3,0:Acetonitrila  (70:30 (v/v)); 3- Trietilamina 0,1% pH3,0:Acetonitrila  (90:10 (v/v));
4- Trietilamina 0,1% pH5,0:Acetonitrila (70:30 (v/v)); 5- Trietilamina 0,1% pH5,0:Acetonitrila
(80:20 (v/v)); 6- Trietilamina 0,1% pH4,0:Acetonitrila (80:20 (v/v)); 7- Trietilamina 0,1%
pH3,5:Acetonitrila (80:20 (v/v)); e 8- Trietilamina 0,1% pH3,5:Acetonitrila (75:35 (v/v)).

Nestas condi¢des, ndo foi possivel obter uma condicdo cromatografica com
resultados aceitaveis nos parametros de adequabilidade do sistema, sendo necessario
readequar a metodologia.

Novos ensaios foram realizados substituindo a coluna cromatografica. O volume
de injecdo de 20 puL de amostra foi mantido, e a coluna foi substituida por uma Cis
(250 x 4,6 mm, 5 pum) (Agela Technologies, Promosil C18), em temperatura ambiente.
As condicBes da fase mével também foram readequadas, ampliando a faixa de pH
estudado (2,5 e 6,0) e a proporcao entre trietilamina 0,1% acidificada e acetonitrila foi

restringida na faixa entre 65:35 e 75:25 (v/v).

As alteragOes propostas permitiram maior tempo de retengdo do farmaco. Foi
observada melhor interacdo do farmaco com a coluna e a fase mdvel, proporcionando
maior tempo de retencdo do pico do farmaco, que pode ser observado através da

sobreposic¢do dos cromatogramas ilustrado na figura 9.
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Figura 9. Sobreposi¢cdo de cromatogramas resultantes de diferentes condi¢des utilizado para o
desenvolvimento de método. Injecdo de 20 uL de cloridrato de tirofibana 50 pg.mL?, sob fluxo
isocratico de 1,0 mL.min, coluna Cis (250 x 4,6 mm, 5 pum), detector DAD 226 nm. Fase mdvel
composta por Trietilamina 0,1% pH5,5: Acetonitrila em diferentes proporgoes:

Cromatogramas: 1- (78:22 (v/v)); Cromatograma 2- (75:25 (v/v)); Cromatograma 3- (70:30 (v/v));
Cromatograma 4- (65:35 (v/v)).

Pequenas alteracfes na proporcdo da fase movel proporcionaram mudancas
bruscas no tempo de retencao, um fator incomum, ndo relatado na bibliografia estudada.
Enquanto que com a propor¢cdo de fase movel 78:22, o tempo de retencdo foi de
12,46 min com reducdo de apenas 3,0% da fracdo aquosa, na propor¢do de 75:25, o
tempo de retencéo foi reduzido para praticamente a metade (6,61 min). Na proporcdo de
70:30, com reducéo de 5,0% da fracdo aquosa, 0 tempo de retencdo obtido novamente
reduziu pela metade, apresentando o pico em 3,55 min. Ja na proporcdo de 65:35,
novamente uma reducdo de 5,0% da fracdo aquosa, 0 tempo de retencdo apresentou
menor oscilagdo (3,19 min), porém este ndo apresentou eficiéncia nem satisfatoriedade

em relacdo ao volume morto.

Esta variacdo em relacdo ao tempo de retencdo pode ocorrer devido ao carater da
mistura agua acidificada e acetonitrila, associada a capacidade de ionizacdo do analito.
Quando isolada, o carater protico e polar da dgua (um forte doador de ligacdes de
hidrogénio) é amplificado ao ser acidificada, apresentando maior tendéncia de doar H
ao soluto, enquanto que o solvente acetonitrila (que apresenta carater pouco menos
polar que a agua, mas que apresenta H alcano de hibridizagdo) possui capacidade de
receber H do soluto (ANAIA, 2014).
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Quando em mistura, 4gua e acetonitrila apresentam carater moderadamente
béasico, pelos pares elétricos isolados de ambos constituintes, favorecendo que a mistura
doe H para o soluto. Esta capacidade sofre grande variagcdo de acordo com a proporgéo
da mistura, com elevacao da constante dielétrica na medida em que a fracdo aquosa €
elevada, aumentando também a camada de solvatacdo, sendo amplificada pela
acidificacdo do meio (ANAIA, 2014).

Estas reagGes ndo se limitam a interacdo solvente/solvente, estendem-se a
ligacdo quimica com a molécula. A mistura agua/acetonitrila € microscopicamente
heterogénea e apresenta interacao inferior a interagcdo entre agrupamentos de moléculas
com acetonitrila (ANAIA, 2014).

Quando a molécula analisada apresenta baixa ionizacdo, a proporcdo da fase
movel composta por agua/acetonitrila apresenta menor interferéncia, visto que ha menor
interacdo molécula/acetonitrila, favorecendo o equilibrio solvente-solvente, pela
solubilidade de Hildebrand, definida pela energia requerida para separar as moléculas
do solvente entre si (ANAIA, 2014).

A tirofibana é um é&cido fraco e se encontra majoritariamente ionizada, com
dependéncia do pH do meio (O’NEIL, et al., 2013). Apresenta em sua estrutura
molecular amina secundaria e acido carboxilico que favorece a protonacdo e

subsequente liberacéo de hidrogénio para o meio.

Associando esta caracteristica a capacidade da mistura na fase movel utilizada
em receber hidrogénio, sugere-se uma variacdo na capacidade de solvatacdo entre a
mistura (microscopicamente heterogénea) constituinte da fase mével. A interagdo com
acetonitrila é favorecida pela forca da ligacdo acetonitrila/molécula apresentando maior
interacdo com a fase mdvel, diminuindo o tempo de retencdo, em outro momento, a
interacdo com a fase aquosa é favorecida elevando o tempo de retencdo. A camada de
solvatacdo da fase aquosa é amplificada quando acidificada, estendendo ainda mais o
tempo de retencdo, devido a interagdo da fase molecular ndo dissociada da tirofibana e a

cadeia da fase estacionaria.

As fases moveis majoritariamente aquosas sao indicadas para compostos
neutros, enquanto que para compostos ionizaveis como a tirofibana é preferivel o uso

combinado com uma fase organica e solu¢bes com pH adequado, uma vez que estes
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mantém o grau de ionizacdo das moléculas e evitam os problemas de retencdo

secundaria, responsaveis pela formacéo de picos com caudas (HARRIS, 2012).

Considerando estas caracteristicas e 0s parametros de adequabilidade do sistema
obtidos, foi elencada a propor¢éo 75:25 (trietilamina 0,1% acidificada:acetonitrila) (v/v)

como fase movel de trabalho.

O pH da fase movel aquosa também demonstrou influéncia sobre o tempo de
retencdo do cloridrato de tirofibana (Figura 10). Observou-se que o tempo de retencdo
aumentou bruscamente em pH de 3,0 (15,1 minutos), apresentando simetria de 1,52. Ao
elevar o pH da solucdo de trietilamina ocorreu diminuicdo no tempo de retencéo,
apresentando os valores de 7,2 minutos para o pH 4,0; 6,7 minutos para o pH 3,0; 6,6
minutos para 0 pH 5,0 e pH 5,5; e 6,5 minutos para o pH 6,0. Foi possivel também
observar melhores simetrias associadas a elevacdo do pH, sendo de 0,93 para o pH 4,0;

0,99 a pH 4,5 e 1,0 para os demais pH mencionados.
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Figura 10. Sobreposi¢do de cromatogramas, com leve deslocamento de tempo e absorbancia, de
diferentes condigdes utilizadas para o desenvolvimento de método. Injecao de 20 pL de Cloridrato
de tirofibana 50 pg.mL?, sob fluxo isocratico de 1,0 mL.min, coluna Cis (250 x 4,6 mm, 5 pm),
detector DAD 226 nm. Fase movel composta por Trietilamina 0,1% acidificada:Acetonitrila
(75:25 (v/v)), em diferentes pH.

Cromatogramas: 1- pH 3,0; Cromatograma 2- pH 4,0; Cromatograma 3- pH 4,5; Cromatograma
4- pH 5,0; Cromatograma 5- pH 5,5; e Cromatograma 6- pH 6,0.
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A variacdo do pH da fase movel permitiu o ajuste do tempo de retencdo da
tirofibana e, consequentemente, a realizacdo de corridas mais curtas. Observou-se que o
tempo de retencdo é maior em pH acido que em fases moéveis com pH mais elevado, o
que era esperado, pois, por se tratar de um acido fraco (pKa 3,3) a tirofibana encontra-se
predominantemente ionizado em valores de pH alcalinos e, desta forma, a interacdo do
farmaco ionizado com a fase reversa é menor e o tempo de retengdo provavelmente
diminui. De modo contrario, valores de pH &cidos favorecem a forma molecular do
farmaco e aumentam a afinidade do mesmo por colunas de fase reversa, elevando o

tempo de retencao.

As metodologias analiticas desenvolvidas para analise do cloridrato de tirofibana
em forma farmacéutica descritas na literatura relatam, sem exce¢do, 0 uso de tampao,
porém o pH utilizado variou, sendo em sua maioria acidos, com pH 2,3 (BERGQUIST
et al., 1999; BERGQUIST et al.,2001; GARABITO et al., 2001), pH 3,0 (NATARAJ et
al., 2013; RANJITHA & RAO, 2011) e pH 5,0 (GANDHIMATHI et al., 2013).

Por apresentar menor variagdo no tempo de retencdo, melhor simetria e para
evitar pH préximo ao pKa do farmaco, optou-se por trabalhar com o pH 5,5 na fase
aquosa acidificada, visto que o pH da fase mdvel pode deslocar o equilibrio da

ionizagdo do soluto para sua forma molecular.

Dentre as condi¢es testadas, a utilizacdo da fase madvel trietilamina 0,1% pH
5,5 (ajustado com acido fosforico) e acetonitrila, na proporcdo 75:25 sob fluxo de 1,0
mL.mint apresentou melhores resultados nos parametros de adequabilidade do sistema,

com tempo de retengéo de 6,6 minutos e simetria do pico igual a unidade.

A partir desta condicdo estabelecida, iniciou-se o estudo do perfil
cromatografico das impurezas de sintese. As impurezas A e C foram solubilizadas em
metanol para o preparo da solucdo mde e posterior solugbes de trabalho, nas

concentragdes 22 pg.mL*t e 28 pg.mL2, respectivamente.

A varredura espectral utilizando detector de arranjo de fotodiodo acoplado a
CLAE foi realizada na regido do ultravioleta (200 - 400 nm) e os mé&ximos de absorcéo
encontrados foram de 224,4 e 276,1 nm para impureza A e 226,7 e 255,6 nm para
impureza C (figura 11). Sendo assim, foi mantido o comprimento de onda previamente
estabelecido em 226 nm.
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Figura 11. Espectro de absorcio das impurezas A e C na concentragdo de 10ug.mL™ em solugdo
metandlica.

Nas condi¢des cromatograficas supracitadas a impureza A apresentou tempo de
retencdo de 3,8 minutos, com baixo fator de capacidade (k’). A impureza C apresentou
tempo de retencdo de 78 minutos, ou seja, tempo excessivo para viabilizar a
determinacdo destes compostos em uma rotina analitica. Sendo assim, iniciou-se o

desenvolvimento de metodologia com emprego de gradiente.

O emprego de gradiente possibilita obter uma metodologia com boa resolugao
entre 0os compostos analisados, com um tempo de corrida inferior, quando comparado
com a eluicdo isocratica. Para eluicdo das substancias por gradiente deve ser levado em
consideracdo o tempo de residéncia da fase mével que resulta em variacdes nos tempos
de retencdo, que pode comprometer a resolucdo no sinal das alteragdes dos teores dos
constituintes da fase movel. Visando minimizar o efeito da transicdo durante a elui¢cdo
foi realizado um branco, utilizando o solvente diluente do padrdo (metanol), para

desconto da linha de base.

Para o desenvolvimento do método foram mantidas as variaveis de tipo de
coluna, fluxo, volume de injecdo e deteccdo ja estipulados. Foram estudados gradientes
com variagbes nas proporcOes de fase mdvel, com alteragdo em diferentes tempos de
corridas, visando obter uma condigdo que permitisse a deteccdo da tirofibana e suas
impurezas, com adequabilidade do sistema, em um tempo de corrida que permitisse

aplicagdo em rotinas analiticas.

As varidveis experimentadas, bem como respectivos tempos de retencdo obtidos

para o cloridrato de tirofibana e impurezas A e C estdo descritos na tabela 5.
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Tabela 5. Diferentes condi¢fes de gradiente e respectivos tempos de retencdo da
Tirofibana e Impurezas A e C.

Condicio | €MPO Trietilamina 0,1% Tempo de retengdo (min)
‘ (min) (pH5,5): Acetonitrila | Impureza A | Tirofibana | Impureza C

0,0-29 78:22
3,0-6,9 70:30

1 7,030 50:50 4,99 8,39 10,60
30,1-35 78:22
3,0-59 70:30
35-59 68:32

4 6,0-638 38:62 4,88 7,57 9,25
0,0-39 78:22
4,0-59 70:30

> 6,0-6,8 40:60 4,85 8,04 9,27
0,0-29 80:20
3,0-59 65:35

6 6,0—7,9 38:62 5,85 8,40 8,77
00-29 79:21

! 55-7.9 45:55 5,30 7,31 8,97
0,0-25 78:22

8 45-175 60:40 5,06 7,92 9,75
00-20 78:22

? 45-75 68:42 514 6,56 9,32
00-25 78:22

10 45-175 55:45 503 6,60 8,71

1 6,0 11,9 65:35 4,91 8,56 13,25
12,0-15,0 78:22
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Nas condi¢Ges compreendidas entre 1 e 10 (tabela 5) ocorreu co-elui¢do entre
pelo menos um dos compostos analisados, impedindo a correta integragédo dos picos,
sendo esta a principal barreira a ser superada nesta etapa. Foi necessario encontrar a
proporcdo e tempo de alteracdo ideal, visando completa separacdo dos compostos

analisados, sendo esta condi¢do encontrada no método 11, descrito na tabela 5.

Objetivando um método indicativo de estabilidade, foi realizada a degrada¢éo do
farmaco em condicGes forcadas, visando a resolugdo entre o cloridrato de tirofibana,
seus produtos de degradacdo gerados e as impurezas A e C. O processo de degradacgédo

forcada do cloridrato de tirofibana sera abordado na integra no item 5.3.1 deste trabalho.

A degradacdo hidrolitica apresentou produto de degradacdo detectado pela
metodologia desenvolvida, porém em tempo de retencdo extremamente longo,

superando duas horas de corrida analitica, sendo necessario nova readequacéo.

Utilizando-se da metodologia de gradiente ja estabelecida e embasando-se na
grande alteracdo nos tempos de retencéo, a partir de pequenas variacdes na propor¢éo da
fase mdvel, ja discutido anteriormente, alterou-se o gradiente mantendo-se por uma

maior parcela de tempo a elevacdo da proporc¢édo organica na fase movel.

Sendo assim, a condicdo do gradiente manteve as proporcdes ja estabelecidas
(78:22; 75:25; 65:35 e 78:22), com modificagcdo na terceira etapa, acrescendo o tempo
da proporcdo 65:35 em 5 minutos (0,0 - 2,5; 2,6 — 5,9; 6,0 — 16,9 e 17,0 — 20,0

minutos).

Esta adequacdo proporcionou a diminuicdo do tempo de retencdo do pico do
produto de degradacdo gerado pelo estresse hidrolitico, sem alterar os tempos de
retencdo ja estabelecidos para o cloridrato de tirofibana e suas impurezas. Apresentou
boa resolucdo entre os picos em um tempo de corrida total de 20 minutos, tempo
aceitavel para aplicacdo em rotinas de analise laboratoriais. Por fim, as condicdes do

método analitico desenvolvido estdo descritas na tabela 6.
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Tabela 6. Condi¢des cromatograficas utilizadas na validacdo do método por CLAE-DAD para
determinacdo guantitativa de Tirofibana e impurezas de sintese.

Parametro Descricdo
Coluna C18, 250 x 4,6 mm, 5 um (Agela Technologies, Promosil C18)
Temperatura Ambiente

Solucdo aquosa de Trietilamina 0,1%,
pH5,5:Acetonitrila (v/v), na seguinte condigéo:
0,0 —2,5min > 78:22

Fase Movel Gradiente 2659 min - 7525
6,0 — 16,9 min > 65:35
17,0 — 20,0 min > 78:22
Vazio 1,0 mL.min?
Volume de injecédo 20 pL
Deteccao Luz ultravioleta no detector de arranjo de diodo a 226 nm.
Tempo de corrida 20 minutos

Nas condicBes citadas na tabela 6, os tempos de retencdo para a impureza A,
tirofibana e impureza C foram 4,72, 8,38 e 12,88 minutos, apresentando eficiéncia na
separacdo dos compostos, bem como seletividade para resolver produtos
estruturalmente semelhantes (Figura 12).
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Figura 12. Cromatograma da metodologia desenvolvida para analise de cloridrato de tirofibana e

suas impurezas A e C. 1- Impureza A (10 pg.mL™?). 2- Tirofibana (200 pg.mL™?). 3- Impureza C
(10 pg.mL™1).

A eluicdo do cloridrato de tirofibana (padrdo) coincidiu com o tempo de
retencdo apresentado para a formulacdo comercial Agrastat®, em 8,40 minutos. Esta

semelhanca entre os tempos de retencdo obtidos no método desenvolvido, bem como a
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similaridade entre os respectivos espectros (figura 7) permitiram identificar o cloridrato

de tirofibana na forma farmacéutica, demonstrando adequabilidade da metodologia.

A literatura preconiza a verificagdo dos parametros de adequabilidade do sistema
apos o desenvolvimento e otimizacdo de um método analitico, para posteriormente
realizar a validacdo do mesmo (BRASIL, 2017; ICH 2005). A performance do sistema
cromatogréafico foi avaliada a partir da observacdo nos cromatogramas obtidos dos
seguintes parametros: nimero de pratos teoricos (N), resolugdo (R) e fator de cauda (T)
(ERMER e MILLER, 2005). A tabela 7 demonstra os valores de adequabilidade do

sistema para o método desenvolvido, comparados com a literatura.

Tabela 7. Parametros de adequabilidade do sistema para o método analitico desenvolvido e
resultados preconizados.

Parametro Preconizado* Impureza Tirofibana Impureza C
A
Tempo de retengdo (min.) - 472 8,38 12,88
Fator de cauda T<2 1,17 0,96 1,14
NUmero de pratos tedricos N > 2000 7621 14465 39367
Resolucéo R>?2 14,85 16,77 -

* (ERMER e MILLER, 2005).
Legenda: min= minutos; T= fator de cauda; N= pratos tedricos; R= resolugdo.

O método desenvolvido mostrou-se adequado para andlise de cloridrato de
tirofibana, na presenca das impurezas A e C, além de PD oriundo de estresse hidrolitico,
com simetria, nimero de pratos tedricos e resolucdo adequados, tornando o método
indicativo de estabilidade apto a ser validado para aplicagdes em andlises de rotina do

farmaco.
5.3. Validacdo de Metodologia Analitica

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com a RDC 166/2017
(BRASIL, 2017) e o ICH (2005) por meio da analise dos seguintes parametros
analiticos: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de deteccdo e
limite de quantificacdo. Estas andlises objetivaram a deteccdo e a quantificacdo do

farmaco e de suas principais impurezas de sintese.

5.3.1. Seletividade

A avaliacdo da seletividade do método foi avaliada através da confirmacdo de
auséncia de interferentes inerente dos excipientes da formulacdo e dos produtos de

degradacéo formados em distintas condicOes de estresse.
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O Agrastat® é comercializada no Brasil em tamp3o citrato, desta forma foi
analisado (n=3) amostra simulada de excipientes (ASE), em base aquosa, contendo
cloreto de sodio (8 mg.mL™), citrato de sddio dihidratado (2,7 mg.mL™) e acido citrico
(0,16 mg.mL1) (MERCK, 1998).

Baseado no cromatograma ilustrado na figura 13 é possivel verificar que néo
houve interferéncia da ASE, tanto em relagdo ao farmaco, quanto as suas impurezas,
demonstrando, assim, que o método analitico é seletivo para a determinacdo do

cloridrato de tirofibana e suas impurezas A e C.
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Figura 13. Sobreposicédo de cromatogramas para determinacéo de seletividade perante excipientes,
com leve deslocamento de tempo e absorbancia. Cromatograma 1 - pico 1 Impureza A
(10 pg.mLY), pico 2 Tirofibana (200 pg.mL?) pico 3 Impureza C (10 pg.mL™1). Cromatograma 2 —
Amostra simulada de excipientes.

A seletividade do método analitico foi avaliada ainda em relacdo aos produtos de
degradacdo gerados mediante a exposicdo do cloridrato de tirofibana, solubilizado em
metanol, as condi¢des de estresse hidrolitico (&cido e base), fotolitico, térmico e
oxidativo. Nestas condigcOes de trabalho, objetivou-se a degradacéo entre 5 a 20% do
farmaco, evitando uma degradacdo muito dréastica e, com isto, a propria degradacéo dos

produtos de degradacéo, gerando produtos intermediarios (ALSANTE et al., 2007).

Os ensaios foram realizados em triplicata em cada condicdo de degradagdo.
Concomitantemente foi realizado um ensaio controle, com substituicdo da amostra pelo

diluente (metanol) e adicdo do respectivo agente indutor utilizado, respeitando as
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proporcOes utilizadas no preparo da amostra para descontar os sinais obtidos dos

cromatogramas com o farmaco degradado.

A porcentagem de degradacdo obtida em cada condicdo, bem como a detecgédo

de produtos oriundos do estresse submetido encontram-se elucidados na tabela 8.

Tabela 8. Resultado da degradacao forcada de solugdo metandlica de cloridrato de tirofibana, com
concentracdo final de 200 pg.mL .

Volume Volume Deteccdo
Condicéo de Agente da agente Tempo de Teor de de PD
degradacéo indutor amostra in?:iu tor exposicdo | degradacado m[;tte:)(:j )
Hidrolise HCI
Acida 5 mol.L? 3mL 2 mL 2 horas 19,63% Sim
*%*
Hidrolise NaOH
Alcalina 5 mol.L? 3mL 2 mL 8 horas 14,39% Sim
*%*
3mL 1mL 24 horas 0,00% Nao
Oxidacéo H,0, 30% 3mL 3mL 24 horas 0,00% Nao
3mL 6 mL 24 horas 0,00% Nao
35°C 3mL 24 horas 0,00% Nao
Temperatura 55°C 3mL - 24 horas 0,00% Nao
75°C 3mL 24 horas 0,00% Néao
Radiacs
adiagao UVA | 750 L - lhora | 11,07% Ndo
Ultravioleta

Observagdo: As amostras foram expostas ao agente indutor em baldo volumétrico de 10 mL com ajuste do
menisco utilizando metanol, exceto a amostra submetida a radiacdo ultravioleta, onde utilizou-se de cubetas
descartaveis.

** Concentragdo inicial de agente indutor utilizada para apés a diluigdo obter concentragéo igual a 1 mol.L™.
Legenda: PD = produto de degradagdo; HCI = &cido cloridrico; NaOH = hidroxido de sodio; H,0,= perdxido
de hidrogénio; °C = graus célsius; UVA= Radiagdo ultravioleta A; MeOH = metanol.

Os resultados demonstram suscetibilidade as reaces hidroliticas, sendo que
dentre estas, a degradacdo em meio &cido, com concentracio final de 1 mol.L*
demonstrou maior influéncia, acarretando degradacdo de 19,63% em 2 horas de

exposicao.

Em ambas reacdes de hidrdlise foi possivel detectar um produto de degradacéo
com mesmo tempo de eluigdo, aos 16,78 min. A partir da analise do espectro do pico
gerado, para os produtos encontrados, em ambas condi¢fes de estresse, foi possivel
detectar dois maximos de absorcdo, que foram iguais para os produtos de degradacdo
em ambas condic¢des de hidrolise, de 227 e 275 nm (Figura 14). A pureza do pico do

produto de degradacéo foi igual a unidade, analisada com auxilio do detector de arranjo
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de fotodiodos na regido do UV. O mesmo tempo de retencdo e a sobreposicdo dos

espectros sugerem que ocorre a formagdo do mesmo PD na hidrdlise &cida e bésica.
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Figura 14. Espectro de absorc¢édo do produto de degradacio gerado em estresse hidrolitico acido (A)
e basico (B) de cloridrato de tirofibana (200 pg.mL™ em solucdo metandlica).

Mediante presenca de PD oriundo do estresse hidrolitico, a metodologia
desenvolvida foi capaz de detectd-lo com garantia de seletividade, mediante adicdo das
Impurezas A e C, ap0s interrupcao do processo degradativo, através da neutralizacdo da

solugéo. O cromatograma obtido pode ser observado na figura 15.
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Figura 15. Sobreposicédo de cromatogramas, resultantes da degradacgdo hidrolitica do cloridrato de
tirofibana (200 pug.mL™?) (pico 2) mediante adicdo de impureza A (10 pg.mL™) (pico 1) e impureza C
(10 pg.mL?) (pico 3).

Cromatogramas: 1 - Cloridrato de tirofibana e suas impurezas antes de submissao as condi¢des de
estresse hidrolitico. 2 — Cloridrato de tirofibana submetido ao estrese hidrolitico pela adi¢cdo de
HCI, com concentracéo final de 1 mol.L* por um periodo de 2 horas, com surgimento de produto
de degradacéo (pico 4). 3 — Cloridrato de tirofibana submetido ao estrese hidrolitico pela adi¢ao de
NaOH, com concentragdo final de 1 mol.L* por um periodo de 8 horas, com surgimento de
produto de degradacéo (pico 4).
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A estabilidade hidrolitica do cloridrato de tirofibana foi experimentada também
por El-Bagary e colaboradores (2018), em temperatura ambiente e a 75°C. Os autores
encontraram teor de degradacdo de 53% quando submetido & hidrolise alcalina
(1 mol.LY) em temperatura ambiente, durante 8 horas, e um decaimento de 45% da
concentragéo inicial quando em hidrolise acida (1 mol.L!) a temperatura ambiente,

durante 8 horas.

A diferenca entre os teores de degradacdo encontrados entre os estudos deve-se
provavelmente a utilizacdo de diferentes solventes. Para o presente estudo, utilizamos
metanol como diluente do cloridrato de tirofibana em reagdes de estresse hidrolitico,
enquanto que EI-Bagary e colaboradores (2018) utilizaram a fase mével de trabalho,
constituida por uma mistura de tampao fosfato pH 3,0 e acetonitrila, na propor¢do de
70:30 (v/v). O uso de pH proximo ao pKa do farmaco favorecem a sua forma ionizada,

0 que pode deixar o farmaco mais susceptivel ao processo degradativo.

O cloridrato de tirofibana também demonstrou instabilidade frente a luz, como ja
descrito por Henriet e colaboradores (2016) e El-Bagary e colaboradores (2018),
todavia, com resultados distintos de teores de degradacdo, apresentando uma
degradacdo de 50% em 24 horas e 10,9% em 48 horas, respectivamente. Em ambas

metodologias foram detectados produtos de degradacao gerados pela condicao estudada.

Uma solucdo metandlica do cloridrato de tirofibana de 200 pug.mL™ apresentou
degradacéo suficiente para determinacdo da seletividade (entre 5 e 20%) em 1 hora de
exposicdo, com decaimento de 11,07% da concentracdo inicial do farmaco. Todavia, a
metodologia desenvolvida ndo foi capaz de detectar os produtos oriundos desta

degradacéo.

Na figura 16 é possivel observar a degradacdo do cloridrato de tirofibana, antes e
apos submissdo ao estresse, com adi¢do das impurezas A e C, ambas ha concentragdo de

10 pg.mL™* posteriormente a condigdo degradativa.
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Figura 16. Sobreposi¢do de cromatogramas obtidos através da degradacdo fotolitica (UVA) do
cloridrato de tirofibana 200 ug.mL™ em diferentes tempos de exposi¢do, com posterior adicdo de
10 pg.mL? das impurezas A e C. Os cromatogramas foram levemente deslocados em relagdo ao
tempo e a absorbancia para facilitar a visualizacdo. Cromatogramas: 1-Tempo zero, sem exposi¢éo
ao agente indutor. 2- Ap6s 1 hora de exposicao ao agente indutor.

O farmaco demonstrou forte estabilidade frente a frente a degradacdo térmica em
estufa em diferentes temperaturas, em estufa de degradacdo forcada. O mesmo ocorreu na
degradacédo oxidativa, com adi¢do de diferentes proporcoes de peréxido de hidrogénio 30%
(Tabela 8). Ambas condicdes de estresse foram avaliadas por um periodo de 24 horas e ndo
foi detectada degradacdo do composto, nas condigdes testadas. Os cromatogramas

resultante destas exposicdes estdo dispostos nas figuras 17 e 18.
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Figura 17. Sobreposi¢cdo de cromatogramas, resultantes da degradagdo térmica do cloridrato de
tirofibana (200 pg.mL™?) (pico 1), por um periodo de 24h. Cromatogramas: 1 — Sem exposi¢do a

temperatura. 2- exposicao a 35 °C. 3- exposi¢do a 55 °C. 4- exposic¢do a 75 °C.
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Figura 18. Sobreposi¢cdo de cromatogramas, resultantes da degradacdo oxidativa do cloridrato de
tirofibana (200 pg.mL?) (pico 1), por um periodo de 24h. Cromatogramas: 1 — Sem adigdo do
agente oxidante. 2- Mediante adicdo de 1% (v/v) de H202 30 volumes. 3- Mediante adi¢do de
3% (v/v) de H202 30 volumes. 4- Mediante adicéo de 6% (v/v) de H202 30 volumes.

De acordo com o esquema proposto por Singh & Bakshi (2000), o farmaco pode
ser considerado praticamente estavel a degradacdo oxidativa, visto que foi submetido a

condigdes dréasticas e demonstrou forte resisténcia ao agente oxidante.

A avaliacdo de pureza dos picos de cloridrato de tirofibana e impureza A e C
apos todas condicdes de estresse supracitadas, sugere que em todas as condicdes

avaliadas ndo existiam outras substancias coeluindo no mesmo tempo de retencéo.

Os resultados encontrados diferiram dos apresentados pro El-Bagary e
colaboradores, que relatam um decréscimo de 51,7% da concentracdo inicial do
farmaco, solubilizado em fase mével (tampéo fosfato pH 3,0 e acetonitrila na proporc¢édo
70:30 (v/v)) com adicdo de perdxido de hidrogénio 3% por 12 horas e de 1,3% em
estresse térmico a 55°C por um periodo de 72 horas. As discrepancias observadas
podem ser derivadas dos diferentes diluentes utilizados e ainda as diferencas entre as

metodologias utilizadas para degradacdo oxidativa.

5.3.2. Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites do método foram definidos experimentalmente pela anéalise de

diferentes concentragdes do farmaco e de cada impureza, até se obter as relacfes sinal
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ruido pré-estabelecidas. Nos métodos desenvolvidos com intuito de serem indicativo de
estabilidade e utilizados para a anélise de impurezas de sintese, 0 LQ é um parametro
muito importante a ser avaliado, uma vez que nestas anlises objetiva-se encontrar

quantidades pequenas dessas substancias nas amostras.

Além disso, € importante que o LQ para as impurezas seja menor que O seu
limite de notificagdo estabelecido pelas agéncias reguladoras para garantir que a
metodologia desenvolvida seja capaz de cumprir com o0 seu proposito. Na tabela 9 estdo
elucidados os limites encontrados para o cloridrato de tirofibana e suas impurezas A e
C.

Tabela 9. Limite de detec¢éo e quantificacéo da tirofibana e impurezas obtidos na validacdo do
método analitico.

Limite de Quantificacdo Limite de Detecgdo
Concentracéo DPR Concentracéo DPR
(ug.mL™) (%) (ug.mL™) (%)
Tirofibana 2,12 0,94 1,00 1,28
Impureza A 0,09 1,05 0,07 1,44
Impureza C 0,08 1,11 0,06 1,53

Legenda: DPR= desvio padrdo relativo (n =3)

Sendo assim, os limites de quantificacdo encontrados para as impurezas A e C
foram de 0,09 pg.mL? e 0,08 pug.mL™?, respectivamente. Tais valores vdo ao encontro
do que se verificou desde os testes preliminares ao desenvolvimento do método, onde a
impureza A sempre se mostrou com uma menor sensibilidade de deteccdo quando

comparada a impureza C.

5.3.3. Linearidade

A linearidade do método foi estabelecida por meio do ensaio em triplicata nas
concentrages de 160, 180, 200, 220 e 240 pg.mL™* para o cloridrato de tirofibana e nas
concentragdes de 0,1; 1,5; 5,0; 10,0 e 12,0 ug.mL™* para as impurezas A e C. Na figura
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19, séo apresentadas as equacOes das regressdes lineares realizada pelo método dos

minimos quadrados, e os respectivos coeficientes de determinagao (r?).
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Figura 19. Representacfes gréaficas de linearidades obtidas pelo método desenvolvido para
determinacéo do cloridrato de tirofibana e impurezas A e C.

Os coeficientes de correlagdo (r) obtidos para as curvas analiticas, apresentaram
valores de 0,9999, 0,9993 e 0,9994 para o cloridrato de tirofibana, impureza A e
impureza C, respectivamente, valores superiores ao minimo estabelecido pela legislacéo
de 0,990 (BRASIL, 2017). Estes resultados demonstraram uma alta correlacdo entre a

concentragdo dos analitos analisados e a resposta do equipamento.

A comprovacdo da relacdo linear entre a concentracdo dos analitos e a resposta
do equipamento foi realizada por meio do teste unilateral de analise de variancia

(ANOVA) (Tabela 10) dos diferentes niveis de concentracdo do cloridrato de tirofibana
e suas impurezas.
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Tabela 10. Resultados do teste unilateral de analise de variancia (ANOVA) para tirofibana e suas
impurezas.

Tirofibana
Fontes de variacao GL SQ Variancia F F tab

Entre concentrac6es 4 2678,60 669,70 628,95 3,48
Regressdo Linear 1 2677,94 2677,94 2515,0 4,96
Desvio da Linearidade 3 0,70 0,23 0,2* 3,71
Dentro (residuo) 10 10,65 1,06
Total 14 2689,3

Impureza A
Entre concentragdes 4 52,50 13,10 3851,28 3,48
Regressdo Linear 1 52,45 52,45 15394,00 4,96
Desvio da Linearidade 3 0,037 0,012 3,70* 3,71
Dentro (residuo) 10 0,034 0,003
Total 14 52,50

Impureza C
Entre concentrac6es 4 124,50 31,10 3920,96 3,48
Regresséo Linear 1 124,40 124,41 15673,00 4,96
Desvio da Linearidade 3 0,088 0,029 3,70* 3,71
Dentro (residuo) 10 0,079 0,008
Total 14 124,60

* ndo significativo para p=0,05
Legenda: GL= grau de liberdade; SQ= soma de quadrados; F= fator F; F tab= Fator F tabelado.

Os resultados demonstraram-se significativos para regressdo linear e nao
significativos para desvio de linearidade, a um nivel de significAncia de 5%,

comprovando correlagdo linear entre as variveis.

5.3.4. Precisdo

A precisdo do método foi avaliada pela repetibilidade e precisdo intermediaria.
Para avaliagdo da repetibilidade seis amostras (n = 6), de concentragdo 200 pg.mL™*
para o cloridrato de tirofibana e 10 pug.mL™ para as impurezas A e C foram preparadas
sob as mesmas condicdes, pelo mesmo analista, em um curto periodo de tempo.
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Na determinacdo da precisdo intermediaria seis amostras nas mesmas
concentracdes supracitadas foram preparadas sob as mesmas condic¢des, durante trés
dias diferentes, por dois diferentes analistas (n = 18). Os resultados obtidos para as
analises de precisdo do cloridrato de tirofibana e suas impurezas A e C estdo descritas
na tabela 11.
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Tabela 11. Resultados de repetibilidade e precisao intermediaria obtidos para a validacao do

método analitico para o cloridrato de tirofibana e impurezas A e C.

Repetibilidade

Tirofibana Impureza A Impureza C
Amostra Teor (%)
1 99,91 101,01 99,33
2 100,29 99,38 101,21
3 100,93 99,29 100,24
4 99,83 98,83 99,82
5 100,28 98,36 98,23
6 100,04 100,05 100,42
Media 100,21 99,49 99,88
DPR 0,40 0,94 1,02
Precisdo Intermediaria
Tirofibana Impureza A Impureza C
Teor (%)
Dia 1* Amostra
1 99,91 101,01 99,33
2 100,29 99,38 101,21
3 100,93 99,29 100,24
4 99,83 98,83 99,82
5 100,28 98,36 98,23
6 100,04 100,05 100,42
Media 100,21 99,49 99,88
DPR 0,40 0,94 1,02
Dia2*  Amostra
1 99,44 98,24 98,88
2 99,50 100,11 100,73
3 99,94 97,07 96,10
4 99,57 95,99 98,81
5 100,75 99,08 96,36
6 99,74 97,05 97,90
Média 99,82 97,92 98,13
DPR 0,49 1,55 1,77
Dia 3**  Amostra
1 99,45 98,79 99,87
2 99,59 99,24 99,83
3 100,44 96,36 95,69
4 99,27 97,00 100,14
5 99,96 97,79 100,38
6 100,08 96,85 99,74
Media 99,80 97,67 99,28
DPR 0,44 1,18 1,78
Média 99,94 98,36 99,09
DPR 0,46 1,43 1,64
Legenda: DPR = desvio padrdo relativo *Analista 1; **Analista 2.



Os resultados obtidos comprovam que a precisdo do método desenvolvido se
encontra dentro dos limites aceitaveis, com DPR inferior a 2% (ERMER e MILLER,
2005; RIBANI et al., 2004; SILVA, 2016).

5.3.5. Exatidao

A exatidao foi determinada mediante do ensaio de recuperacgdo, pelo método de
adicdo de padrdo na matriz, objetivando examinar a relacdo entre a concentracdo
observada e a nominal. Para isto, realizou o acréscimo de quantidades de padrao,
correspondendo aos niveis baixo, médio e alto, sendo a concentragdo final 160, 200 e
240 pg.mL* para o cloridrato de tirofibana e 8, 10 e 12 pg.mL™ para as impurezas A e
C. As amostras foram preparadas de forma independente, a partir da respectiva solucao
mée. As avaliacbes de exatiddao foram realizadas com trés réplicas em cada nivel de

concentracdo (n=9). As médias obtidas encontram-se descritas na tabela 12.

Tabela 12. Resultados da exatiddo obtidos pelo teste de recuperacao para validacdo do método
analitico para determinacéo de cloridrato de tirofibana e impurezas Ae C.

Nivel Concentracdo  Recuperacao Média DPR
(ug.mL) (%) (%) (%)

Tirofibana Baixo 160,0 100,19 + 0,61
Médio 200,0 99,55 + 0,69 99,93 0,34

Alto 240,0 100,05 £ 0,43

Impureza A Baixo 8,0 102,12 + 1,55
Médio 10,0 100,41 £ 1,87 99,88 2,54

Alto 12,0 97,13+0,75

Impureza C Baixo 8,0 99,22 + 0,67
Médio 10,0 100,91+ 1,44 99,00 2,04

Alto 12,0 96,89 + 0,41

Legenda: DPR= desvio padréo relativo

Foi observado um satisfatorio teor de recuperagéo para o cloridrato de tirofibana
e suas impurezas, de 99,93%, 99,88% e 99%, respectivamente, enquadrando-se no
preconizado pela literatura que admite variacao entre 98 e 102%. De acordo com Ermer
e Miller (2005) e Ribani e colaboradores (2004) o DPR da recuperac¢do do farmaco é

aceito até 2%, sendo mais complacente, expandindo o teor para as impurezas de sintese,
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aceitando DPR de até 20%. Silva (2016) estipula uma faixa mais branda de
aceitabilidade, admitindo teores até 10%. A faixa ampliada para aceitabilidade das
impurezas de sintese é justificada uma vez que, nesses casos, as concentragdes usuais
dos analitos nas amostras podem ser bastante reduzidas, o que permite que se tenha uma
maior variacdo nos percentuais de recuperacdo do metodo. A faixa de recuperacao
também ¢é estendida para impurezas, sendo aceitos teores entre 80 e 120%, enquanto que
para farmacos é restrito a faixa compreendida entre 98 e 102%.

Uma vez que as guias oficiais ainda ndo estabelecem de forma unanime quais os
critérios ideais para a validacdo de métodos para analise de impurezas, e considerando
que os resultados encontrados se enquadram com a literatura, os valores aqui expostos
podem ser considerados aceitdveis como demonstrativo da exatiddo do método

desenvolvido.

5.3.6. Robustez

A robustez foi avaliada a partir da determinacdo do farmaco e suas impurezas
mediante pequenas alteracBes nas condi¢bes cromatograficas nominais do método
desenvolvido. Foram selecionados seis fatores e foram avaliados por delineamento
fatorial de Plackett-Burman (n = 12). Calcularam-se o efeito (E) de cada fator e o erro
experimental estimado (EE) (VANDER HEYDEN et al.,, 2001). Foram avaliadas
alteracdes no pH da fase movel (x 0,3 unidades), vazdo (£ 0,05 unidades), proporcao de
acetonitrila na fase movel (x 2%), comprimento de onda (x 2 nm), temperatura de
coluna (= 3 °C) e marca de coluna.

A partir da avaliagcdo estatistica obteve-se um valor numérico-limite, o qual
define se a modificacdo efetuada acarretou em interferéncia na analise quantitativa. Este

valor é geralmente derivado do método analitico teste t, conforme a Equacéo 1:

| Ex|

= (equacéo 1)
(SE)e

t

Onde :
Ex = efeito de cada fator;
SEe = erro experimental estimado.

O efeito é considerado significativo se resultar em t calculado > t critico.
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Os resultados encontrados (Tabela 13) demonstram que ndo existe diferenca
estatistica significativa na quantificagdo dos compostos mediante as modificagdes nas
condicGes analiticas realizadas a nivel de significancia de p=0,05 (t critico = 2,57).
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Tabela 13. Pardmetros avaliados e resultados obtidos na analise de robustez, do cloridrato de tirofibana e impurezas A e C.

pH Vazdo (mL.min™) % ACN A (nm) Temperatura (°C) Coluna
(+) ) (+) Q) (+) Q) (+) ) +) ) (+) )
Média (%)* 99,35 100,59 99,99 99,95 99,85 100,10 100,13 99,81 100,02 99,93 99,79 100,16
§ DPR (%) 0,81 0,49 0,63 1,20 1,09 0,78 0,53 1,22 0,57 1,22 1,07 0,77
% t calc** 2,53 0,08 0,51 0,65 0,19 0,76
= p-valor*** 0,052 0,941 0,629 0,544 0,85 0,48
Média (%)* 100,88 101,90 101,27 101,51 101,35 101,43 101,04 101,74 101,56 101,22 101,33 101,45
g DPR (%) 1,87 2,95 1,85 3,07 1,20 3,39 1,85 3,02 1,81 3,09 1,14 3,38
)
;_ t calc** 0,51 0,12 0,04 0,35 0,17 0,06
E  pvalor** 0,63 0,91 0,97 0,74 0,87 0,95
Média (%)* 95,83 99,03 94,04 100,81 95,29 99,57 99,33 95,53 100,16 94,70 96,93 97,93
% DPR (%) 9,83 6,41 4,63 9,34 2,55 10,92 7,09 9,18 10,53 2,61 9,61 7,07
)
g t calc** 0,69 1,47 0,93 0,82 1,19 0,22
E p-valor*** 0,52 0,20 0,40 0,45 0,29 0,84

* Média de n= 6 ** Nao significativo para p=0,05 (p critico = 2,57) *** Respostas estatisticas da aplicacdo do teste T de Student através da comparacdo dos parametros
avaliados com o parametro nominal.

Legenda: % ACN= porcentagem de acetonitrila na composicdo da fase movel; %M= percentual médio; A<= comprimento de onda; DPR= desvio padrdo relativo;
t calc= valor de t calculado a partir do teste T de Student.
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5.4. Cinética de degradacéo

A determinacdo da cinética de degradacdo do cloridrato de tirofibana (diluido
em metanol) e do farmaco Agrastat® foi realizada por hidrélise em meio acido (com
concentragéo final de 1 mol.L ) e por fot6lise em luz ultravioleta (UVA). Foi realizado
ainda o estudo da cinética de degradacdo fotolitica do cloridrato de tirofibana utilizando

acetonitrila como diluente.

Os resultados obtidos para a cinética de degradacao por hidrélise acida para o
cloridrato de tirofibana estdo dispostos na figura 20, onde foram estudados em tempo
zero (sem exposicao) e apds a condicdo de estresse em diferentes tempos de reacao,
onde é possivel observar o surgimento de um produto de degradacédo (pico 2) detectado

em 16,80 min.
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Figura 20. Sobreposicdo de cromatogramas, resultantes da degradacdo da hidroélise acida com
concentragdo final igual a 1 mol.L* do cloridrato de tirofibana (200 pug.mL™?) (pico 1), em diferentes
tempos de exposicdo, com surgimento de produto oriundo da degradacgdo (pico 2) ap6s o tempo 2
horas.

Cromatogramas: 1 — Sem adicdo de acido (tempo zero). 2- Ap6s 1 hora de exposi¢do. 3- Apds 2
horas de exposicdo. 4- Apés 3 horas de exposicédo. 5- Apds 4 horas de exposicao. 6- Apos 5 horas de
exposi¢do. 7- Apos 6 horas de exposicdo. 8- Ap6s 7 horas de exposicao.

A tabela 14 apresenta os valores de concentragOes, logaritmo natural da
concentracdo (In C) e inverso da concentragdo (1/C) utilizados para a definicdo da
ordem da reacdo da degradacdo do cloridrato de tirofibana na condicdo de hidrélise

acida.
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Tabela 14. Valores obtidos para construgdo dos graficos e definicdo da ordem de reacdo e
degradacéo do cloridrato de tirofibana sob hidrélise acida ao longo do tempo.

Tempo (horas) Degradacdo (%)  C (ug.mL™?) LnC 1/C
0,0 0,0 200,00 5,30 0,0050
1,0 10,82 178,36 5,18 0,0056
2,0 21,38 157,24 5,06 0,0064
3,0 30,98 138,04 4,93 0,0072
4,0 38,67 122,66 4,81 0,0082
5,0 45,10 109,79 4,70 0,0091
6,0 50,45 99,10 4,60 0,0101
7,0 55,63 88,74 4,49 0,0113

Legenda: C= Concentragdo; Ln C = Logaritmo natural da concentragéo; 1/C = Inverso da

concentragéo.

A partir dos dados obtidos na tabela 13 foi realizada a representacéo grafica da

ordem de reacao, expressos na figura 21.
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Figura 21. Representaces gréaficas das cinéticas de degradacao de ordem zero, primeira e segunda
ordem, com respectivos coeficientes de determinacdo do cloridrato de tirofibana sob estresse de
hidrolise acida.
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Da mesma forma, o ensaio foi realizado para o medicamento Agrastat®. No
cromatograma disposto na imagem 22 é possivel observar o decaimento da
concentracdo do teor do farmaco (pico 1) ao longo do tempo de exposi¢cdo ao agente de

estresse, bem como o surgimento de um produto de degradacdo (pico 2) aos 16,78

minutos.
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Figura 22. Sobreposicdo de cromatogramas; resultantes da degradacédo da hidroélise acida (1 mol.L?)
do medicamento Agrastat® (180 pg.mLY) (pico 1), em diferentes tempos de exposicdo, com
surgimento de produto oriundo da degradacao (pico 2) ap6s o tempo 24 horas.

Cromatogramas: 1 — Sem adic¢édo de acido (tempo zero). 2- Apds 6 horas de exposicdo. 3- Apds 12
horas de exposicéo. 4- Ap6s 24 horas de exposi¢do. 5- Apds 36 horas de exposicao. 6- Apés 48 horas
de exposicao. 7- Apds 60 horas de exposi¢do. 8- Apds 72 horas de exposi¢ao.

Ao observar o produto formado na degradacéo hidrolitica do principio ativo e do
medicamento verifica-se que o tempo de retencdo coincidem (Figura 23), bem como o
espectro do pico (Figura 24). Ambos apresentam pureza de pico igual a unidade. Foi
possivel observar ainda que a medida que ocorreu o decaimento da concentracdo do
farmaco, ocorreu 0 aumento da &rea obtida para o produto de degradacdo. A partir
destas constatagdes, sugere-se tratar do mesmo produto de degradagéo, e que a presenca

dos excipientes na formulagdo do farmaco néo interferiu no processo.
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Figura 23. Sobreposicdo de cromatogramas resultantes da degradacédo da hidrolise &cida com
concentragdo final de 1 mol.Lt. Cromatogramas: 1- Cloridrato de tirofibana (pico 1) sem exposicdo
do agente indutor. 2- Cloridrato de tirofibana (pico 1) apds exposicdo do agente indutor e
decaimento de 50% da concentracdo inicial, com surgimento de produto de degradacéo (pico 2). 3-
Agrastat® (pico 1) apds exposicdo do agente indutor e decaimento de 50% da concentragéo inicial,
com surgimento de produto de degradacao (pico 2).
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Figura 24. Espectros do pico de produto de degradacdo do cloridrato de tirofibana (A) e do
medicamento Agrastat® (B), submetidos a hidrélise acida até decaimento da concentragao inicial

O teor de degradacéo, decaimento da concentracdo, logaritmo da concentracao e
inverso da concentragdo obtidos na degradacéo hidrolitica acida do medicamento estdo
elucidados na tabela 15.
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Tabela 15. Valores obtidos para construgdo dos graficos e definicdo da ordem de reagdo e
degradacdo do produto comercial Agrastat® sob hidroélise acida ao longo do tempo.

Tempo (horas) Degzgi/g)a ¢do C (ug.mL?) LnC 1/C
0,0 0,0 177,90 5,18 0,0056
6,0 6,89 165,64 511 0,0060
12,0 14,85 151,48 5,02 0,0066
24,0 25,19 133,08 4,89 0,0075
36,0 31,45 121,94 4,80 0,0082
48,0 38,84 108,80 4,69 0,0092
60,0 47,41 93,56 4,54 0,0107
72,0 52,70 84,15 4,43 0,0119

Legenda: C= Concentracdo; Ln C = Logaritmo natural da concentracdo; 1/C = Inverso da concentracao.

As representacdes graficas de ordem zero (concentracdo versus tempo), de
primeira ordem (logaritmo da concentragdo versus tempo) e segunda ordem (inverso da
concentragéo versus tempo) obtidas para o farmaco Agrastat® nas condigdes estudadas

estdo representados na figura 25.

Ordem Zero
250,00
g =-1,2737x + 170,65
2 y 1 )
22000, R? = 0,800
150,00 R AR
Ed ..
100,00 M $5
S °
£ 50,00
@
S 0,00
(@}
o 0 20Tempd thoras) ©° 80
Primeira Ordem Segunda Ordem
5,40 0,015
" Tre. R2 = 0,9960 o
5,00 C~._.... 0,010 T
© 480 e = o @ ¢
'-.. . .
= 460 g 0005 ¢
ALY y = 9E-05x + 0,0055
4,40 R?=0,9895
4,20 0,000
0 20 4 60 80 0 20 40 60 80
Tempo %horas) Tempo (horas)

Figura 23. Representac@es gréaficas das cinéticas de degradacdo de ordem zero, primeira e segunda
ordem, com respectivos coeficientes de determinacdo do produto comercial Agrastat® sob estresse
de hidrélise acida.
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Reacdes em solugdes aquosas sdo, em geral, catalisadas por pH, e monitoradas
através da velocidade de degradacdo, em temperatura, forca idnica e concentracdo de
solvente constantes (WELLS, 2005).

O farmaco Agrastat® é comercializado em tampé&o citrato, com pH entre 6,5 e 5,5.
Este fato deve ser observado, visto que o tampdo tende a aumentar a estabilidade do
principio ativo na formulacéo, e nas condigdes degradativas, os ions hidrogénio e hidroxila

presentes na solugdo de armazenamento podem retardar o processo de degradacéo.

Foi possivel observar maior estabilidade do produto acabado em relacdo ao
cloridrato de tirofibana, quando submetidos as mesmas condicdes de estresse, sugerindo que
0s excipientes presentes no farmaco protegem o principio ativo e prolongam o tempo de

meia vida do medicamento.

Embora haja um retardamento na velocidade da reacdo de degradacéo, os espectros
dos produtos de degradacdo formados na hidrolise &cida do cloridrato de tirofibana e do
Agrastat®, e 0 mesmo tempo de elui¢io destes produtos no sistema cromatografico sugerem
que o produto de degradacdo formado possa ser 0 mesmo, e que a presenca dos excipientes
no produto acabado interferiram apenas na velocidade de reacdo e ndo nos produtos

gerados.

Durante o processo de degradagdo hidrolitica foi observado ainda o aspecto fisico
dos objetos de estudo, e ndo foi constatado mudangas na coloragcdo, nem o surgimento de
particulas em suspenséo, precipitados ou turvacdo durante o processo. A auséncia de
alteracOes organolépticas a medida em que ocorre a degradacdo do farmaco é preocupante,

visto que ndo sédo detectadas facilmente pelo consumidor.

O cloridrato de tirofibana também foi testado na condicdo de estresse fotolitico, sob
radiagdo UVA, utilizando diferentes diluentes, metanol e acetonitrila. Para tanto a solugéo
mae de cloridrato de tirofibana, preparada sob dissolu¢do do padrdo analitico em metanol e
acetonitrila grau HPLC foram expostas a radiagdo UVA em cémara de degradacdo

fotolitica.

Observou-se grande diferenca em relagdo ao tempo necessario para degradagédo
fotolitica do cloridrato de tirofibana atingir 50%, requerendo menor tempo quando em
solugdo metanolica. O teor degradado, o decaimento da concentragdo, o logaritmo da
concentragéo e o inverso da concentracdo encontrados para esta condigédo estdo dispostos na
tabela 16.
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Tabela 16. Valores obtidos para construgdo dos graficos e definicdo da ordem de reacdo e
degradacdo do cloridrato de tirofibana, em solugdo metandlica, sob estresse fotolitico (radiagdo
UVA) ao longo do tempo.

Tempo (horas)  Degradacao (%) C (ug.mLY) LnC 1/C
0,0 0,00 200,00 5,30 0,0050
0,5 3,65 192,7 5,26 0,0052
1,0 11,07 177,86 5,18 0,0056
1,5 29,67 140,66 4,95 0,0071
2,0 34,34 131,32 4,88 0,0076
3,0 49,28 101,44 4,62 0,0098
4,0 61,03 77,94 4,36 0,0128

Legenda: C= Concentracdo; Ln C = Logaritmo natural da concentragdo; 1/C = Inverso da concentracéo.
A partir dos dados obtidos na tabela 15 foi realizada a representacdo grafica da
ordem de reacdo do cloridrato de tirofibana sob a condicdes de estresse fotolitica (Figura
26).
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Figura 24. Representac@es gréaficas das cinéticas de degradacdo de ordem zero, primeira e segunda
ordem, com respectivos coeficientes de determinacdo do cloridrato de tirofibana em base
metandlica submetido & fotdlise.

Embora o tempo necessério para degradacdo tenha diferido com os diferentes
solventes, em ambos foi possivel observar o decréscimo da concentragdo, mas sem

deteccdo de produtos de degradacdo pela metodologia analitica desenvolvida. A
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sobreposicdo dos cromatogramas obtidos em diluicdo com metanol e acetonitrila estdo

dispostos nas figuras 27, e 28, respectivamente.
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Figura 27. Sobreposicdo de cromatogramas resultantes da degradacdo fotolitica do cloridrato de
tirofibana (200 pug.mL™?) (pico 1), solubilizado em metanol, em diferentes tempos de exposicao.

Cromatogramas: 1 — Sem acéo do agente indutor (tempo zero). 2- Apés 30 minutos de exposicao. 3-
Apds 1 hora de exposicdo. 4- Apés 1 hora e 30 minutos de exposi¢do. 5- Ap6s 2 horas de exposicao.
6- Apds 3 horas de exposi¢ao. 7- Apds 4 horas de exposi¢ao.
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Figura 28. Sobreposicdo de cromatogramas resultantes da degradacao fotolitica do cloridrato de
tirofibana (187 pug.mL™?) (pico 1), solubilizado em acetonitrila, em diferentes tempos de exposicao.

Cromatogramas: 1 — Sem acéo do agente indutor (tempo zero). 2- Apés 30 minutos de exposicao. 3-
Apods 1 hora de exposigdo. 4- Apds 2 horas e 30 minutos de exposicao. 5- Apos 4 horas de exposicao.
6- Apo6s 6 horas de exposicdo. 7- Apds 9 horas de exposicao. 8- Ap6s 12 horas de exposicao. 9- Apos
24 horas de exposicéo.
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O decaimento da concentracdo de cloridrato de tirofibana dissolvido em

acetonitrila, sob fotdlise ao decorrer do tempo est expresso na tabela 17.

Tabela 17. Valores obtidos para construcdo dos graficos e definicdo da ordem de reacgédo e
degradacdo do cloridrato de tirofibana em solucéo acetonitrilica, sob estresse fotolitico (radiacdo
UVA) ao longo do tempo.

Degradacéo
Tempo (horas) C (ug.mL?) LnC 1/C
(%)
0,0 0,0 186,80 5,23 0,0054
0,5 2,86 181,45 5,20 0,0055
1,0 6,88 173,96 5,16 0,0057
2,5 11,32 165,66 511 0,0060
4,0 13,10 162,33 5,09 0,0062
6,0 18,63 152,00 5,02 0,0065
9,0 25,58 139,02 4,93 0,0070
12,0 32,35 126,37 4,84 0,0079
24,0 53,23 87,36 4,47 0,0114

Legenda: C= Concentragdo; Ln C= Logaritmo natural da concentragéo; 1/C = Inverso da concentracao.
As representacOes graficas de ordem zero, de primeira e segunda ordem obtidas para

o cloridrato de tirofibana a partir do explanado na tabela 16 estdo dispostas na figura 29.
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Figura 29. Representac@es gréaficas das cinéticas de degradacdo de ordem zero, primeira e segunda
ordem, com respectivos coeficientes de determinacdo do cloridrato de tirofibana em solucéo
acetonitrilica quando submetido a fotélise (radiacdo UVA).
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Ao comparar o comportamento de fotodegradacdo do cloridrato de tirofibana
com diferentes solventes, pdde-se observar que o processo é acelerado quando em
presenca de metanol, que atinge 61% de degradacdo em 4 horas de exposi¢édo, enquanto

que ao utilizar acetonitrila como diluente, atinge 53% em um periodo de 24 horas.

A acetonitrila, por ser um solvente aprotico, apresenta menor influéncia no
processo degradativo, enquanto que o metanol, quando irradiado com luz UV apresenta
maior reacdo, em funcdo da geracdo de H> e respectiva doacdo destes elétrons
(AHMAD et al., 2013; MARQUES, STUMBO & CANELA, 2017).

Reacdes de fotolise ocorrem pela absorcdo de energia luminosa, onde o
comprimento de onda é inversamente proporcional a poténcia energética da radiacao
luminosa. Ao aumentar o conteido energético do sistema, pela transferéncia do foton ao
farmaco, pode acarretar a clivagem de muitas ligacdes quimicas, degradando a
molécula, através da quebra de ligacOes, isomerizacdo, racemizacdo, oxidacdo, entre
outros processos (ALLEN, et al., 2007; (SILVA et al., 2009).

Uma das condi¢fes para que a reacdo quimica ocorra € que a molécula tenha
méaximos de absorcéo de luz na regido de comprimento de onda da fonte de radiacdo. A
tirofibana apresenta dois maximos de absorcdo (Figura 7), de 226 e 275 nm, em face
disso submeter o farmaco a radiacdo UV favorece a ocorréncia das reacdes de fotolise
(ABOUNASSIF et al., 2005; BREIER et al., 2006).

Henriet e colaboradores (2016) obtiveram resultados similares quanto ao tempo
necessario para que a concentracdo inicial do farmaco decaisse 50%, porém em
comprimentos de onda mais abrangente. Realizaram a degradacao do farmaco entre 300
- 800 nm abrangendo as regides UVA (315 — 400 nm) e UV Visivel (400 - 700 nm)
além de parte da regido UVB (280 — 315 nm) e da regido do infravermelho (700 nm — 1
mm), detectando doze produtos de degradacdo (OKUNO e VILELA, 2005).

O solvente utilizado para a diluicdo do farmaco também deve ser considerado,
pois a polaridade, a constante dielétrica e a viscosidade dos solventes sdo fatores que
podem influenciar na fotodegradagéo dos farmacos. A acetonitila é um solvente aprético
e, desta forma, apresenta menor influéncia no processo degradativo, enquanto que a
agua sofre fotdlise perante radiacdo UV (AHMAD et al., 2013; MARQUES, STUMBO
& CANELA, 2017).
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Outro fator a ser ressaltado é o detector utilizado em ambos experimentos, pois o
DAD utilizado neste trabalho apresenta seletividade e detectabilidade inferiores ao
detector de massas utilizado por Henriet e colaboradores (2016) (OSHITA e JARDIM,
2015).

Henriet e colaboradores (2016) identificaram ainda possiveis rotas para
formagéo dos doze compostos derivados da fotodegradacdo sendo as principais a foto-
oxidagdo da porcédo piperidina sem afetar a amina secundaria, a hidroxilacdo do grupo
metileno ativado pelo anel aromatico, a oxidacéo do grupo alquil-sulfonamida e também
a oxidacdo descarboxilativa da molécula. Os compostos hidroxilados, geminais e
compostos vicinal-diol, foram realcados sugerindo que a maioria dos fotoprodutos
formados séo mais hidrofilicos do que o farmaco.

Bergquist e colaboradores (1999) realizaram testes de degradacdo do Agrastat®
diluido conforme recomendado pela bula para administracdo intravenosa, sobe luz
fluorescente (680nm), em temperatura ambiente, e ndo observaram alteracdo da
concentracdo de tirofibana. Foram avaliados também o pH e a turbidez da solucéo,
sendo que estes, do mesmo modo, ndo apresentaram alteracdes significativas. Quando
combinado a outros farmacos, manteve a estabilidade, armazenada em frascos de vidro
por um periodo de 4 horas (BERGQUIST et al., 2001).

E interessante ressaltar que mesmo com forte tendéncia a degradacio fotolitica
do cloridrato de tirofibana, o farmaco Agrastat® é comercializado em ampola de vidro
cristalino, apenas com indicacdo na bula para ser mantido ao abrigo da luz. A utilizacéo
de vidro &mbar para armazenamento de farmacos € uma alternativa que oferece
consideravel protecdo aos compostos sensiveis a luz ultravioleta, com comprimento de
onda inferiores a 470 nm (SILVA et al., 2009).

Apds ocorridas as degradacdes, é possivel determinar a ordem de reacgdo através
do coeficiente de correlacdo obtido nas representacOes graficas, de cada ordem sendo de
ordem zero (concentragédo versus tempo), de primeira ordem (logaritmo da concentracédo
versus tempo) e segunda ordem (inverso da concentracgdo versus tempo). Os coeficientes
de correlacdo encontrados para cada condigdo de estresse estudada estdo descritos na
tabela 18.
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Tabela 18. Coeficientes de correlacdo encontrados para cinética de degradacdo de ordem zero,
primeira e segunda ordem, nas condi¢des de estresse avaliadas.

Coeficiente de correlacéo (r)

Diluente Condicao de estresse Ordem Primeira  Segunda
Zero Ordem Ordem
Agrastat®  MeOH  Hidrolise 4cida (1 mol.LY)  0,9894 0,9980 0,9946

Tirofibana MeOH Hidrdlise 4cida (1 mol.L™")  0,9894 0,9993 0,9965
MeOH Fotolise (UVA) 0,9894 0,9923 0,9811

ACN Fotdlise (UVA) 0,9898 0,9986 0,9902

Legenda: MeOH = metanol; ACN = acetonitrila

Foi possivel observar que em todas condi¢bes analisadas o cloridrato de

tirofibana apresentou maior coeficiente de correlacdo quando representado graficamente

na cinética de reacdo de primeira ordem, ou seja, a velocidade de reacdo € dependente e

proporcional a concentracao do reagente.

Apobs a determinacdo da ordem de reacdo foram calculadas as constantes de

decaimento (k), teow (tempo necessario para que a concentracdo inicial do farmaco

decaia & 90 %) e tempo de meia vida (1), conforme os modelos cinéticos para ordem de

reacdo de primeira ordem (Tabela 3). Estes ensaios sd@o fundamentais para a

compreensdo do comportamento do farmaco em termos de decomposicdo quimica,

velocidade de decomposicéo e determinacédo de prazo de validade

O valor de k médio foi obtido a partir da média aritmética dos valores para cada

tempo de exposicao. Os resultados obtidos estdo dispostos na tabela 19.
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Tabela 19. Resultados dos modelos cinéticos obtidos para as condigdes degradativas estudadas para
o cloridrato de tirofibana e o produto Agrastat®.

Diluente  Degradacao k médio t90% t¥% (h) a
(hg.h ) (h)

Agrastat®  MeOH Hidrdlise 0,0113 9,36 61,24 0,0102
Acida

Tirofibana  MeOH Hidrolise 0,1161 0,89 582 0,1169
Acida

MeOH Fotdlise 0,1831 0,58 3,79  0,2467

ACN Fotdlise 0,0318 2,47 16,12  0,0308

Legenda: MeOH = metanol; ACN = acetonitrila; k= constante de velocidade de reagdo; tgw = tempo
necessario para que a concentracdo inicial do farmaco decaia a 90 %; t, = tempo meia vida; a =
coeficiente angular obtido na representacdo gréfica da cinética de degradacdo de primeira ordem.

Os valores de k médios encontrados em cada cenario degradativo foram
similares aos coeficientes angulares (a) obtidos nas respectivas equacdes da reta. Os
valores encontrados de too% € ty indicam que a maior influéncia de degradacéo foi dada
em fotdlise, quando o cloridrato de tirofibana foi solubilizado em metanol. Mesmo
guando solubilizado em acetonitrila, o farmaco sofreu forte influéncia do agente indutor

de degradacéo, apresentando valores baixos de tooy € ty.

Em relagdo a hidrolise cida, os valores encontrados para o farmaco Agrastat®
demonstram maior estabilidade, fator positivo para comercializacdo e garantia de
seguranca do consumidor. Acredita-se que o fato de o farmaco ser comercializado em
tampé&o citrato trabalha de forma positiva para protecdo do medicamento e confere
maior resisténcia a degradacdo ja que o cloridrato de tirofibana quando submetido a
mesma condicdo apresentou toos € ty, inferiores em relacdo aos obtidos para o produto

acabado.
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6. CONCLUSAO

O método desenvolvido e validade por CLAE-DAD mostrou-se efetivo,
especifico, seletivo, sensivel, linear, preciso, exato e robusto para quantificar o farmaco
tirofibana, os produtos de degradacéo gerados em condi¢des de estresse e duas de suas
principais impurezas de sintese. Deste modo € apto a ser utilizado como metodologia
analitica indicativa de estabilidade para o controle de qualidade deste produto.

O cloridrato de tirofibana apresentou forte estabilidade frente a degradacao
térmica e oxidativa enquanto que se mostrou suscetivel a reacdes de estresse hidrolitico
e fotolitico. A reacdo hidrolise, tanto acida quanto bésica, geraram um produto de
degradacéo, de igual tempo de retencdo e espectro, que sugerem se tratar do mesmo
composto. O produto de degradacao formado ndo interferiu na quantificacdo do farmaco

e das suas impurezas de sintese.

A degradacdo do cloridrato de tirofibana e do medicamento Agrastat® em
hidrdlise acida e do cloridrato de tirofibana em fotdlise obedeceram a cinética de
primeira ordem, ou seja, a velocidade de degradacdo é diretamente proporcional a
concentracdo do farmaco. A velocidade de reacdo do cloridrato de tirofibana foi
superior quando comparada ao Agrastat®, indicando que o tamp&o citrato que compde a

formulacdo do farmaco corrobora para protecdo e aumento de vida util do medicamento.

No entanto, para melhor entendimento, sdo necessarios mais estudos sobre a
degradacéo do farmaco, para definir as rotas de degradacdo e sugerir a estrutura quimica
dos produtos de degradacdo formados, assim como, o estudo de seguranca bioldgica dos
degradados e das impurezas de sintese do cloridrato de tirofibana.
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