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RESUMO

A amorolfina € um derivado da morfolina que possui um amplo espectro antifingico
frente a dermatdfitos, Candida e ndo dermatofitos que ocasionalmente podem
causar onicomicose. No Brasil, encontra-se disponivel na forma de esmalte e creme,
sob nome comercial de Loceryl®. Sabe-se que o controle de qualidade é necessario
em todas as fases do desenvolvimento farmacéutico e o objetivo da validacdo de um
procedimento analitico € demonstrar resultados que permitam garantir a seguranca
e eficacia de produtos farmacéuticos. A avaliacdo dos aspectos de degradacao dos
farmacos, de forma a indicar as melhores condicbes de manipulacdo e
armazenamento dos mesmos, € de extrema importancia. Dessa forma, o presente
trabalho objetivou o desenvolvimento e validacdo de método por CLAE para andlise
da amorolfina em formulacdo liquida desenvolvida e nas formas farmacéuticas
comerciais, bem como a avaliacdo da estabilidade do farmaco em condi¢cbes de
degradacdo forcada, contemplando a determinacdo da cinética de degradacédo, o
isolamento e identificacdo do produto de degradac&do. Os estudos de degradacao
demonstraram a estabilidade da amorolfina frente as condi¢cbes acida e basica. A
degradacdo oxidativa gerou um N-6xido, o qual foi isolado e purificado. As anélises
por espectrometria de massas (LC-MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e
13C) permitiram identificar e confirmar o N-6xido como produto de degradacéo
oxidativa da amorolfina. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a
importancia dos estudos nesta area para garantir a seguranca e eficacia terapéutica

dos produtos farmacéuticos.

Palavras-chave: amorolfina, validacao, estabilidade, produto de degradacéao.






ABSTRACT

Amorolfine is a morpholine derivative that has a broad antifungal spectrum against
dermatophytes, Candida and non-dermatophytes that occasionally can cause
onychomyecosis. In Brazil, it is available in the form of enamel and cream, under the
trade name Loceryl® It is known that quality control is required at all stages of
pharmaceutical development and the purpose of validating an analytical procedure is
to demonstrate results that ensure the safety and efficacy of pharmaceuticals. The
evaluation of the degradation aspects of the drugs, in order to indicate the best
conditions of manipulation and storage of the same, are of extreme importance.
Thus, the present work aimed at the development and validation of a method by
HPLC for analysis of amorolfine in the developed liquid formulation and in the
commercial pharmaceutical forms, as well as the evaluation of the stability of the
drug under conditions of forced degradation, contemplating the determination of
degradation kinetics, the isolation and identification of the degradation product. The
degradation studies demonstrated the stability of amorolfine against acid and basic
conditions. Oxidative degradation generated an N-oxide, which was isolated and
purified. Mass spectrometry (LC-MS) and nuclear magnetic resonance analysis (*H
and C NMR) allowed the identification and confirmation of N-oxide as an oxidative
degradation product of amorolfine. The results obtained in this work demonstrate the
importance of the studies in this area to guarantee the therapeutic safety and efficacy
of the pharmaceutical products.

Key words: amorolfine, validation, stability, degradation product.
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1. INTRODUCAO

A onicomicose é uma infeccdo da unha causada por dermatofito, que
acomete principalmente adultos, responsavel por cerca de 50% dos distarbios
ungueais e afeta mais frequentemente as unhas dos pés (MACAULEY et al., 2016).
A prevaléncia de onicomicose foi estimada em cerca de 5% a 10% da populacéo
mundial (TURNER et al., 2016).

Essa desordem é causada pelo dermatéfito Trichophyton rubrum em 70% a
85% dos casos e seus principais fatores de predisposicdo sdo umidade, maceracao,

oclus&o, trauma, diabetes e imunossupressio (GARCIA-ROMERO et al., 2012).

Esta infeccdo muitas vezes provoca dor, desconforto e pode levar a
desfiguracdo permanente da unha como hiperqueratose, descoloracdo da placa
ungueal e unhas quebradicas, reduzindo a qualidade de vida do paciente. Portanto,
€ importante a realizacdo de exame micolégico para confirmar o diagnostico
suspeito e identificar o agente causador, podendo dessa forma selecionar o
tratamento ideal (GHIBAL et al., 2008; DHIB et al., 2013; BEN YOUSSEF et al.,
2018; BOUKSIR et al., 2018).

Atualmente, sdo utilizados antifiingicos orais e topicos para a terapéutica da
onicomicose, mas devido a dificil permeacao e entrega ungueal e ao longo prazo de
intervencdo 0 paciente acaba por reduzir consideravelmente a adesdo ao
tratamento, levando a recorréncia da infeccdo. Dessa forma, ha uma crescente
necessidade de desenvolvimento de formas farmacéuticas promissoras para o
tratamento da onicomicose, visando melhorar e manter a adesdo dos pacientes
(LAFFLEUR e ATAII, 2017).

Neste contexto, tem-se a amorolfina (AMF), um derivado da morfolina que
possui um amplo espectro antifungico, incluindo dermatoéfitos, Candida e nao
dermatofitos que ocasionalmente podem causar onicomicose (por exemplo,
Scopulariopsis e Aspergillus). Seu efeito fungicida baseia-se na alteracdo da
membrana da célula fangica, modificando principalmente a biossintese do

ergosterol. A Concentragdo Inibitéria Minima de amorolfina contra a maioria dos
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fungos clinicos variam de 0,001 a 0,5 pg/ mL (ZAUG, 1995; GHANNOUM et al.,
2015).

Existem, disponiveis no mercado as apresentacdes Loceryl® esmalte, que

contém 5% de amorolfina e Loceryl® creme, contendo 0,25% de amorolfina.

Sabe-se que o controle de qualidade de medicamentos evolui cada vez mais,
renovando tecnologias e aprimorando técnicas ja existentes para a pesquisa e
solucdo de problemas que acompanham os produtos farmacéuticos. Técnicas
analiticas tais como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a
cromatografia gasosa (CG), a espectrometria de massas (EM), entre outras, sao
amplamente empregadas no controle de qualidade em busca de metodologias

analiticas que fornecam resultados confidveis e reprodutiveis.

Dessa forma, o objetivo da validacdo de um procedimento analitico é
demonstrar que ele é adequado para seu proposito pretendido, determinado por
meio de estudos experimentais bem documentados. A precisdo e confiabilidade dos
resultados analiticos é crucial para garantir a qualidade, seguranca e eficacia de
produtos farmacéuticos (ERMER e MILLER, 2005).

A degradacdo de um produto farmacéutico pode produzir diversas alteracoes,
portanto é necessario avaliar a estabilidade do mesmo, garantindo que o produto
atenda suas especificacbes durante todo o periodo de armazenamento. Por esta
razdo, o estudo da degradacédo forcada é uma ferramenta utilizada para se obter um
perfil de degradacéo para o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade
(BRASIL, 2015).

Tendo em vista a importancia de avaliar os aspectos de degradacdo dos
farmacos, de forma a indicar as melhores condicdbes de manipulacdo e
armazenamento dos mesmos, 0 presente trabalho objetiva o desenvolvimento e
validacdo de método analitico por CLAE e a avaliacdo da estabilidade quimica da
amorolfina sob diferentes condicdes de estresse, com a obtencdo de dados

cinéticos, e a identificacdo dos produtos de degradacao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar método analitico por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos, para amorolfina formulacdo liquida

desenvolvida e apresentacdes comerciais, bem como avaliar a estabilidade quimica

da amorolfina sob diferentes condicdes de estresse, com a obtencdo de dados

cinéticos, e a identificacdo do(s) produto(s) de degradacao.

2.2 Objetivos especificos

v

Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
amorolfina;

Submeter a amorolfina a degradacdo forcada nos meios acido, basico e
oxidacao;

Purificar produto de degradacéo;

Utilizar técnicas acessérias para identificacdo de produtos de degradacao:

LC-MS (massas), RMN (ressonancia magnética).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Onicomicose

As unhas humanas tém a funcédo de recobrir e proteger a parte dorsal terminal
dos dedos das maos e pés. Possuem, aproximadamente, 0,5-1,0 mm de espessura,
sdo naturalmente convexas, translicidas, duras e pouco elasticas. Além do
conteudo mineral, as unhas apresentam uma estrutura proteica de trés camadas que
inclui alfa-queratina, microfibrilas de queratina na matriz globular e proteinas
associadas a queratina. A quantidade de enxofre presente € por volta de 10%,
principalmente na forma de ligagbes dissulfeto que interligam as fibras da queratina
e concedem resisténcia a unha, sendo essenciais para a integridade estrutural da
proteina. A quantidade total de lipideos na unha é de, aproximadamente, 0,1-1,0%.
O principal plastificante é a 4gua e corresponde, geralmente, a 18% da massa da
unha (MURDAN, 2002; NOGUEIRAS-NIETO et al., 2011; WALTERS et al.,2012;
SAEEDI et al., 2018).

As unhas podem ser acometidas por diferentes distirbios como, por exemplo,
descoloracao por uso de certos farmacos sistémicos, podem se tornar quebradicas,
encravadas, infectadas, apresentar distrofia, hipertrofia, etc. As doencas infecciosas
mais comuns que afetam as unhas sdo a onicomicose e psoriase ungueal
(MURDAN, 2002; SHIVAKUMAR et al., 2012; SANER et al., 2014).

A onicomicose € uma infec¢do fangica da unha, que afeta parte ou toda a
unidade ungueal, podendo causar manchas, descoloracéao, deformidade ou distrofia,
como pode ser observado na Figura 1. O tecido sob e ao redor da unha também
pode se tornar mais espesso. Essa desordem muitas vezes provoca dor,
desconforto, constrangimento ou até mesmo limitagdo de atividades, implicando
numa reducdo na qualidade de vida do paciente (FERRARI, 2014; CHEN et al.,
2018).

Estudos revelam que as micoses superficiais estdo entre as lesdes cutaneas
mais frequentes do mundo, e a onicomicose corresponde a cerca de 50% desses
distarbios atingindo aproximadamente 5-10% da populacdo mundial. Essa doenca é

mais prevalente em idosos diabéticos e imunossuprimidos, como no caso de

23



pacientes infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), céancer e
distlrbios atépicos (EVANS, 2001; SIGURGEIRSSON e STEINGRIMSSON, 2004;
KAUR et al., 2008; AVANCINI e ZUCCHlI, 2018).

A maioria das infeccbes (90-95%) sdo causadas por fungos dermatofitos
(Trichophyton rubrum, T. interdigitale, T. mentagrophyte e Epidermophyton
floccosum), enquanto as demais sdo provocadas por moldes nao dermatofitos
(Scopulariopsis brevicaulis e Scytalidium dimidiatum), e leveduras (Candida
albicans). A confirmacao diagnostica em casos suspeitos de onicomicose ou outras
micoses superficiais pode ser realizada por exame micologico e cultura do material
coletado (DE BERKER, 2009; WELSH et al., 2010; SIGURGEIRSSON e BARAN,
2014).

Figura 1. a) onicomicose das unhas dos pés; b) onicomicose distréfica total; ¢) onicomicose da unha
da méo. Adaptado de: HASCHE e PODDA, 2018.
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Embora a resposta imune do hospedeiro contra infec¢cdes por dermatofitos
seja pouco conhecida, acredita-se que as ceélulas epidérmicas de Langerhans
processam 0s metabdlitos produzidos pelo fungo e os apresenta aos neutrdéfilos e
linfécitos. Surgem, contudo, evidéncias que 0s pacientes com onicomicose podem
demonstrar resposta imune insuficiente para eliminar o agente responsavel pela
infeccdo, podendo desencadear uma dermatofitose crbnica (ZAITZ et al.,, 1996;
SIGURGEIRSSON e STEINGRIMSSON, 2004; FAERGEMANN et al., 2005).

Formulagfes topicas e orais continuam sendo a terapia de escolha para o
tratamento de onicomicoses. Porém, os antifingicos orais apresentam importantes
efeitos adversos como toxicidade hepatica, queixas gastrointestinais, erupcao
cutdnea e distarbios respiratorios. Dessa forma a terapia antifUngica tépica
apresenta vantagens sobre antifingicos orais que incluem: a falta de efeitos
colaterais sistémicos e complicacdes devido a absorcdo sistémica limitada, baixa
incidéncia de interacbes medicamentosas, facilidade de uso, custo
comparativamente baixo de terapia e beneficio adicional da atividade anti-
inflamatoéria de varios antifingicos topicos, porém sua eficacia é limitada por ma
absorcédo no aparelho ungueal (BROWN et al., 2009; KREIJKAMP-KASPERS et al.,
2017; POOJARY, 2017).

Métodos mecanicos, fisicos e quimicos podem ser empregados para melhorar
a administracdo topica de farmacos como as técnicas de microporacgdo, terapia
fotodinamica e iontoforese. O uso de potenciadores de penetracdo nas formulacdes
e ainda veiculos tépicos inovadores como microemulsdes, lipossomas e
nanoparticulas vem sendo utilizados no intuito de potencializar o tratamento (GUPTA
e PAQUET, 2013; POOJARY, 2017).

3.2 Amorolfina

A amorolfina (AMF) (Figura 2) € uma amina terciaria derivada da morfolina,
um farmaco antifingico sintético que exibe atividade fungistatica e fungicida de
amplo espectro, incluindo dermatéfitos, varios filamentosos e demaceos, leveduras e
fungos dimorfos. Bloqueia a 14-a redutase e a 7,8-0 isomerase, resultando na
deplecdo de ergosterol e o acumulo de ignosterol na membrana citoplasmética do
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fungo. A parede celular torna-se mais espessa e depositos de quitina sdo formados
dentro e fora da parede da célula fungica. Dessa forma a AMF é considerada eficaz
para o tratamento da onicomicose, bem como da dermatomicose (WELSH et al.,
2010; GAO et al., 2012; AMEEN et al., 2014; GUPTA et al., 2014).

Figura 2. Estrutura quimica da amorolfina (ChemACX).

O esmalte de unha contendo 5% de AMF tem sido considerado um
tratamento eficaz para infecgcbes ungueais. Bunyaratavej e colaboradores (2016)
testaram a eficacia do esmalte de AMF comparada com tratamento tépico com ureia.
Os resultados demonstraram melhora clinica significativa com reducédo de 50% na
espessura da hiperqueratose ungueal, e cura micoldgica definida pelo resultado
negativo de KOH e cultura fungica. Além disso, as unhas infectadas retornaram a

sua condicado normal (Figura 3), o que significa a cura completa.
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Figura 3. Fotografias representativas do paciente com onicomicose no inicio e apds o tratamento,
gue alcancou a cura clinica com o uso do esmalte contendo 5% de AMF por 5 meses. Adaptado de:
BUNYARATAVEJ et al., 2016.

Um estudo experimental recente comparou a penetracdo da AMF em
diferentes camadas das unhas, com a terbinafina, ciclopirox e naftina onde apenas a
AMF penetrou nas unhas em concentracdes suficientes para inibir o crescimento de
T. rubrum (GHANNOUM et al., 2019).

Contudo, os resultados positivos de cura micolégica podem ser explicados
pelas propriedades antifungicas da AMF e, além disso, o filme produzido pela forma
farmacéutica esmalte ajuda a promover o farmaco e permanecer em contato com a
unha doente por um longo periodo, inibindo a adeséo de esporos fangicos, evitando
a reinfeccdo. Também promove a hidratacdo da lamina ungueal contribuindo para
uma maior difusdo do farmaco, melhorando assim a sua conformidade, para que
possa ser aplicado somente uma ou duas vezes por semana, sendo dessa forma,
bastante promissor para o tratamento (FLAGOTHIER et al, 2005;
SIGURGEIRSSON et al., 2010; CARNEY et al., 2011).
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A AMF também ¢é efetiva, segura e bem tolerada no tratamento da
dermatofitose superficial da pele, apresentada geralmente, na forma de Tinea
corporis, uma infeccdo bastante comum no clima quente e Umido de paises tropicais
(BANERJEE et al., 2011).

3.3 Validacéo de métodos analiticos

Validagcdo € o processo usado para garantir que um novo método analitico
atenda as exigéncias desejadas, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade
dos resultados. E para que se tenha sucesso no desenvolvimento de novos
medicamentos, bem como no monitoramento do produto lote a lote, levando em
consideracdo o controle de qualidade durante esse processo, se faz necesséario o
uso de técnicas analiticas adequadas, sendo primordial recorrer a documentos e
guias regulatorios, tornando-se indispensavel ter definicbes claras dos diferentes
critérios de validacdo utilizados. Nesse contexto, a validacdo do método é um
processo que consiste em pelo menos cinco etapas distintas: qualificagcdo do
sistema, amostragem, preparacdo da amostra, analise e avaliagdo dos dados
(ERMER, 2001; ROZET et al., 2007; ARAUJO, 2009).

Os critérios a serem avaliados estdo relacionados com o tipo e finalidade
pretendida da metodologia analitica, ndo havendo a necessidade de todos serem
analisados, como indica a Tabela 1.
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Tabela 1. Pardmetros a serem considerados na validacéo analitica.

Teste de Doseamento
Impurezas -dissolucdo (quantificacdo)
Parametro Avaliado Identificacao
-uniformidade de contetido
Quantitativo Ensaio Limite

-potencia
Exatidio nao sim nao Sim
Precisdo Repetibilidade nao sim néo Sim
Precisdo Intermedidria nio sim nio sim @
Seletividade ¥ sim sim sim sim
Limite de Deteccio néio nio @ sim nio
Limite de quantificacdo nao sim nao nao @
Lincaridade nao sim nao sim
Tntervalo néo sim nao sim

@ Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, ndo é necessario conduzir a precisdo
intermediéria.

@ Nos casos de ensaios de identificagcdo, pode ser necessaria a combinagdo de dois ou mais
procedimentos analiticos para atingir o nivel necessario de discriminagao.

(@) Pode ser necessario em alguns casos (BRASIL, 2017).

Os métodos analiticos sdo determinantes para assegurar a qualidade, eficacia
e seguranca de produtos farmacéuticos, estando as técnicas cromatograficas entre
as mais empregadas. Além disso, existe uma estratégia que permite o conhecimento
preliminar das caracteristicas de desempenho do método antes de comecar o
estagio de validacdo. Rapida e simples, a metodologia de pré-validacdo é baseada
na avaliagdo mateméatica /estatistica de um numero minimo de experimentos
necessarios para obter todas as informacdes essenciais para avaliar e demonstrar a
confiabilidade de seu processo (GRDINIC e VUKOVIC, 2004).

3.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a mais empregada entre
as técnicas analiticas de separacdo de farmacos, devido a sua detectabilidade, a
sua pronta adaptabilidade as determinacdes quantitativas com exatiddao, a sua
adequacao para a separacdo de compostos ndo-volateis ou termicamente instaveis
e, acima de tudo, a sua ampla aplicagéo a substancias de grande interesse por parte

da inddstria e muitos campos da ciéncia (HOLLER et al., 2009).
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Em razéo de sua alta resolucéo, sensibilidade e especificidade, o método por
CLAE é o mais utilizado em estudos de estabilidade. Aproximadamente 90% dos
métodos indicativos de estabilidade descritos na literatura, utilizam a técnica por
CLAE, pois permitem a separacao e a visualizacdo do farmaco e de seus produtos
de degradacéo (BAKSHI e SHING, 2002).

Sua técnica de separacdo € baseada na distribuicdo dos componentes de
uma mistura entre duas fases imisciveis, uma fase modvel liquida, e uma fase
estacionaria solida, contida em uma coluna cilindrica. As separagfes sédo obtidas por
particdo, adsorcdo, troca ibnica, exclusdo por tamanho ou interacbes
estereoquimicas, dependendo do tipo de fase estacionaria empregada
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; GUPTA et al., 2012).

Diferentes fatores quimicos e fisico-quimicos influenciam na separacao
cromatografica, os quais dependem da natureza quimica das substancias a serem
separadas, da composicao e vazao da fase movel, da composicao e area superficial
da fase estacionaria (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Essa técnica apresenta também, avancos continuos frente as inovacdes em

materiais, softwares e inclusao de técnicas analiticas vinculadas.

3.3.2 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € uma ferramenta versatii e amplamente
utilizada para identificar os elementos presentes em amostras de interesse e para
determinar suas concentragdes. Sua técnica se baseia na introducédo da substancia
de interesse em uma fonte de ionizacgdo para adquirir cargas positivas ou negativas.
Logo apéds, os ions formados percorrem o instrumento e sdo separados conforme
sua propor¢ao de massa/carga (m/z). Em seguida, esses ions chegam até o detector
do equipamento e este gera um sinal gréafico relacionando a propor¢do m/z com sua
intensidade. Com base no espectro de massas gerado para a amostra em analise &
possivel confirmar a sua identidade através do sinal com m/z correspondente ao seu
peso molecular (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Essa técnica vem sendo bastante utilizada nas areas biolégica e alimenticia,

devido a sua alta capacidade em detectar e analisar substancias em concentracdes
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muito baixas, usando pequenas quantidades de amostra. Apresenta, ainda, a
possibilidade de associacdo com outras técnicas de separacdo. A utilizacdo de
misturas agua/solvente na ionizacdo faz com que ela seja ideal para o acoplamento
de sistemas de separacdo como CLAE. O acoplamento de um cromatégrafo a
liguido com o espectrdmetro de massas (LC-MS) combina as vantagens da
cromatografia como alta seletividade e eficiéncia de separacdo com as vantagens da
espectrometria de massas, as quais sdo obtencéo de informacé&o estrutural, massa
molar e aumento adicional da seletividade (VEKEY,2001; ZAIKIN, 2011).

3.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma técnica
bastante eficaz para a identificacdo de compostos organicos, sendo bem
estabelecida em muitas areas, como farmacos, excipientes, vacinas, produtos
naturais, peptideos e outros. Através da analise de uma substancia por RMN, é
possivel confirmar sua identidade pela concordancia entre sua estrutura quimica e
os sinais graficos gerados pela presenca dos atomos de carbono e hidrogénio na
molécula (SILVERSTAIN e WEBSTER, 2000; HOLZGRABE, 2010).

A espectrometria de RMN possibilita também, a identificacdo e quantificacéo
de impurezas resultantes da via de sintese e degradacado, ou solventes residuais,
bem como a determinagédo do contetdo no ensaio, sendo usada rotineiramente para
a elucidacdo de estruturas de compostos recém-sintetizados, produtos naturais e
compostos semissintetizados, permitindo elucidar a constituicdo, configuragdo e
conformacdo de pequenas moléculas, polimeros, proteinas, agucares ou
nucleotideos (HOLZGRABE et al., 2005; HOLZGRABE, 2010).

Neste contexto, a espectroscopia de RMN pode ajudar a rastrear, identificar e
frequentemente quantificar novas impurezas, bem como participar da avaliacdo da

qualidade de farmacos e excipientes.
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3.4 Otimizacdo de métodos analiticos

Uma Unica condigcdo cromatografica ndo consegue abordar informacgdes
suficientes sobre todos os fatores envolvidos no processo por CLAE. InUmeras
variaveis precisam ser cautelosamente identificadas, investigadas e controladas
para vencer essa dificuldade. Um planejamento quimiométrico experimental pode
superar esse problema organizando os experimentos de forma a identificar e
otimizar os fatores significativos visando obter resultados eficientes através de

ensaios experimentais limitados (SAHU et al., 2018).

O método de otimizacdo Quality by Design (QbD) tem sido amplamente
utilizado pela industria farmacéutica no desenvolvimento de medicamentos para
promover o processo e a qualidade dos produtos, sendo definido pelo Conselho
Internacional sobre Harmonizacdo (ICH, 2009), como uma abordagem sistematica
ao desenvolvimento que inicia com objetivos predefinidos e realca a compreenséo
do produto e processo, fundamentada no conhecimento cientifico e gestdo de risco
de qualidade (PASQUINI et al., 2016; TOL et al., 2016).

E ainda, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e Food and Drug
Administration (FDA), afirmaram que a aplicacdo de elementos do QbD no
desenvolvimento de métodos analiticos é vista como um qualificador do
desempenho esperado do método. Sua sistemética aplicada ao desenvolvimento de
métodos analiticos baseia-se em alguns passos chave que comecam com o perfil
alvo analitico e resultam na definicho de uma regido operavel do método. A
abordagem inclui o uso de avaliacdo de risco e estatisticas multivariadas, o que leva
a uma compreenséo abrangente do método e garante a qualidade dos dados. Dessa
forma, a introducdo do QbD na analise parece ser uma estratégia promissora para
garantir a qualidade dos resultados analiticos e da harmonizacdo de métodos.
(BORMAN et al., 2007; VOGT e KORD, 2011; EMA, 2013; SILVA et al., 2017).
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3.5 Estudo de estabilidade

A estabilidade na area farmacéutica pode ser definida como a capacidade de
uma formulacdo, em manter suas caracteristicas quimicas, fisicas, microbiolégicas,
terapéuticas e toxicoldgicas por um tempo determinado (O'DONNELL e BOKSER,
2013).

A estabilidade de um produto farmacéutico esta sujeita a diversos fatores, que
podem ser considerados intrinsecos, como incompatibilidades fisicas e quimicas
(pH, reacOes de oxirreducdo e hidrdlise) ou por fatores extrinsecos (tempo,
temperatura, exposicdo a Iluz e oxigénio, umidade e o material de
acondicionamento). A velocidade e a ordem dessas reacfes sdo definidas e para
identifica-las s@o necessarios estudos de cinética quimica, que podem ser
classificados, principalmente, como ordem zero, primeira ordem ou segunda ordem
(LOFTSSON, 2014; BRASIL, 2015).

As reacles de ordem zero sdo aquelas em gue a velocidade de reacdo ndo
depende das concentracbes dos reagentes. Nas reacdes de primeira ordem a
velocidade de reagdo é proporcional & concentracdo de um dos reagentes, enquanto
nas reacbes de segunda ordem a velocidade de reacdo é proporcional a
concentracdo dos dois reagentes ou a segunda poténcia da concentracao de um dos
reagentes (LOFTSSON, 2014).

A degradacao de medicamentos pode alterar os seus efeitos farmacolégicos,
levando a alteracdo da eficacia terapéutica, bem como a geracdo de produtos
téxicos. Uma vez que os ativos farmacéuticos sdo utilizados com base na sua
eficacia e seguranca, eles devem ser estaveis e manter a sua qualidade até o

momento da utilizacdo ou até a sua data de validade (HUYNH-BA, 2009).

Estudos de degradacao forcada ou testes de estresse sao realizados para
demonstrar especificidade ao desenvolver métodos indicadores de estabilidade,
principalmente quando ha pouca informagéo disponivel sobre possiveis produtos de
degradacdo que podem ser formados durante o armazenamento. Essas analises
também facilitam o desenvolvimento de formulacfes, auxiliando no processo de
fabricacdo e embalagem, onde o conhecimento do comportamento quimico pode ser

usado para melhorar um medicamento (REYNOLDS et al., 2002).
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Esse estudo inclui a realizacdo de testes sob condicbes de estresse
especificadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Recomenda-
se que o estudo seja realizado investigando-se, quando aplicavel e possivel, cada
uma das condicoes listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Condicdes de estresse para a realizacdo do estudo de degradacéo forcada.

Aguecimento 60°C

Umidade 75% UR ou >
Solucdo Acida 0,1 M HCl
Solugdo Bdésica 0,1 M NaOH
Solugdo Oxidativa 3% H,0,
Fotolitica UV-B fluorescente
fons Metélicos (opcional) 0,05M Fe; ou Cu,-

Fonte: Silva et al., 2009.

O objetivo das andlises realizadas através deste procedimento, ndo €
degradar totalmente o composto, mas promover uma reducdo na area do pico
principal de pelo menos 10%, preferencialmente sem ocorrer geracdo de produtos
de degradacdo secundarios. Sendo observada a auséncia total de degradacdo do
composto apos 10 dias, o farmaco deve ser considerado estavel. Se esta for inferior
a 10%, devem-se aumentar as condicdes de estresse (REYNOLDS et al., 2002;
SILVA et al., 2009; BRASIL, 2015).

3.6 Oxidacao de aminas

Aminas s&do substancias moderadamente polares e bases relativamente
fracas, podem ser primarias, secundarias ou terciarias, arila ou alquila. As aminas
sdo grupos funcionais bastante presentes em produtos farmacéuticos e estédo
predispostas a diferentes reacdes de degradacdo (SOLOMONS e FRYHLE, 2006).

A degradacdo oxidativa é uma das principais causas de instabilidade de
farmacos. A oxidacdo envolve a remocdo de um atomo eletropositivo, radical ou
elétron, ou a adicdo de um atomo eletronegativo ou radical. Muitas oxidagfes sdo
reacoes em cadeia, que procedem lentamente sob a influéncia do oxigénio

molecular, sendo referido como uma auto-oxidacéo (SILVA et al., 2009).
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As aminas primarias e secundarias sdo nucleofilicas e reagirdo prontamente
com eletrofilos, como os aldeidos. Aminas terciarias apresentam uma forte tendéncia
a oxidar ao oxido de amina (N-6xido) durante o armazenamento a longo prazo. Na
realizacdo de testes de estresse usando peroxido de hidrogénio, se houver aminas
presentes na molécula, especialmente aminas terciarias, a oxidacdo € geralmente
rapida se a amina nao for carregada. Uma amina catiénica protonada € protegida e a

taxa de oxidagao sera vigorosamente reduzida (BAERTSCHI et al., 2016).

Considera-se que os o6xidos de amina tercidria sejam produtos finais de
degradacéo relativamente estaveis, mas alguns éxidos de amina podem degradar-se
facilmente a outros compostos. Acredita-se que os 6xidos de amina terciaria se
degradam via reacdo de eliminacdo, denominada reacéo de eliminagédo de Cope, e
ainda que essa reacao geralmente exija exposicdo a altas temperaturas (100-
150°C), porém, pode acontecer a temperaturas mais baixas. Na reacdo de Cope, o
oxido de amina se cliva para formar um alceno e uma hidroxilamina. Outra forma de
degradacédo dos Oxidos de amina terciaria ocorre via protonagdo do oxigénio para
formar a hidroxila (pKas de 6xidos de aminas terciarias tendem a cair na faixa de 5-
7) (MARCH, 1985; BAERTSCHI et al., 2016).

Zhao e colaboradores (2004) realizaram um estudo com um antagonista da
substancia P da acetal morfolina, demonstrando que Oxidos de amina terciaria
protonados podem desidratar para ion iminio, e possivelmente, reagir com a agua

formando um aldeido e uma amina secundaria.

Em contrapartida, Freed e colaboradores (2008) fizeram um estudo de
formulacdo para investigar o efeito do pH sobre o controle de degradantes N-
oxidativos, mostrando que a oxidacdo de aminas alquilicas terciarias por
hidroperoxidos pode ser inibida pela reducdo do pH das solucbes de estresse ou
pela acidificagdo das formulagbes com &cido citrico, concluindo que, para suprimir
de forma eficaz a N-oxidagao, o pH da solucéo precisa ser controlado bem abaixo do

pKa das aminas terciarias.

As reacdes de aminas com peréxido de hidrogénio diminuem drasticamente
guando o par de elétrons isolado de nitrogénio é protonado. Dessa forma, é

importante levar em consideragdo o pH aparente do sistema cossolvente durante o
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ensaio. E sugerido realizar o teste de peroxido de hidrogénio com o pH controlado

préximo do pKa da amina no sistema (BAERTSCHI et al., 2016).

Em estudo realizado por Nelson e colaboradores (2006) foi utilizado o sistema
de cossolvente metanol:tampéo fosfato (50:50) com valores de pH ajustados (5,0-
9,0), onde foi observada uma alta taxa de formacdo de N-Oxido terciario em funcao
do pH da fase aquosa do sistema, 0 que sugere que o estado de protonacao do
nitrogénio da amina foi responsavel pelo controle da taxa de reagdo, como pode ser

observado na Figura 4.

1.8 - -
1.6 -
1.4 1
1.2
1.0 1
0.8

%N-oxido por hora

0.6 4
0.4 4
0.2 4

0.0 T e T T T T T T 1
400 450 500 550 6.00 650 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00

pH do tampao

Figura 4. Formacé@o de N-Oxido terciario em fungédo do pH da fase aquosa do sistema cossolvente
metanol-tampao fosfato. Quadrados cinzentos séo curvas de pH calculadas, e diamantes negros sao
dados experimentais (BAERTSCHI et al., 2016).
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4. CAPITULO | - VALIDAGAO DE METODO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)






4.1 Introducao

A validacdo é o processo onde comprova-se que o método analitico é
aceitavel para a finalidade pretendida. Deste modo, cabe ao analista referir-se a
documentos e guias regulatorios, tornando-se essencial ter definicbes claras dos

diferentes critérios de validacéo utilizados (ROZET et al., 2007).

Para a validacdo da metodologia analitica por CLAE, de acordo com os
critérios preconizados pelo Conselho Internacional sobre Harmonizacdo (ICH, 2005),
pela RDC 166 (BRASIL, 2017) e pela Farmacopeia Americana (USP 42, 2019), os
seguintes parametros foram avaliados: especificidade, linearidade, precisao,

exatidao e robustez.

O objetivo deste capitulo foi desenvolver e validar um método por CLAE-DAD
para determinacdo da amorolfina em formulacdo liquida e apresentacdes

comerciais.

4.2 Parte experimental

Abaixo estdo descritos os equipamentos e reagentes utilizados para o
desenvolvimento dos estudos descritos nos capitulos a seguir. Quando necessarias,

outras especificacdes serdo descritas se pertinentes.

Os equipamentos e utensilios rotineiramente utilizados foram: balanca
analitica AND®, modelo HM — 202, Jap&o; banho de ultrassom Unique®, modelo
USC 280, Brasil; pHmetro Digimed®, modelo DM-20, Brasil.

O equipamento utilizado para o desenvolvimento do método foi o
cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Agilent® modelo LC 1200 series, equipado
com uma bomba quaternaria, um autoinjetor, compartimento para coluna com
termostato e detector de arranjo de diodos. O sistema utilizado para aquisicdo de

dados e analises de resultados foi o software ChemStation (Versédo B03.02).

Os reagentes empregados foram: acetonitrila e metanol grau cromatografico;
agua ultrapura produzida pelo sistema de filtros Milipore® Mili-Q. Os reagentes grau

analitico foram: acetato de soédio; acido acético; acido féormico; acido fosforico 85%;
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fosfato de s6dio monobasico; etanol absoluto; hidroxido de potassio; acido cloridrico
37%; peroxido de hidrogénio 30%.

Substancia quimica de referéncia - SQR - Padrdo: cloridrato de amorolfina
com teor declarado de 100,4%, identificada pelo lote 02512240027 adquirida através

da empresa Pharmasynthese (Franca).

Produto farmacéutico: foram adquiridas no mercado as apresentacdes
esmalte, contendo 50 mg/mL (5%) de amorolfina (equivalente a 55,74 mg/mL de
cloridrato de amorolfina) e creme contendo 2,5 mg/g (0,25%) de amorolfina
(equivalente a 2,788 mg/g de cloridrato de amorolfina) sob o nhome comercial de

Loceryl® produzidas pela empresa Galderma (Franca).

A apresentacdo esmalte (LOE) possui veiculo constituido por copolimero do
acido metacrilico, triacetina, acetato de butila, acetato de etila e alcool etilico,
engquanto os excipientes da apresentacdo creme (LOC) sdo o éster de macrogol
2.000, alcool estearilico, petrolato liquido, petrolato branco, carbdmer 934P,

hidréxido de sédio, edetato dissédico, fenoxietanol e agua purificada.

4.3 Desenvolvimento da formulacdo contendo amorolfina - IHM (in house
made)

Nosso laboratorio tem testado o efeito de agentes de permeacdo na
penetracdo de farmacos em modelos ungueais, porém com limitada avaliacdo da
estabilidade das formulagbes (MIRON et al., 2014).

Para o desenvolvimento da formulacéo hidrofilica foram testadas diferentes
concentracdes de acetilcisteina, acido ascorbico, etanol e agua. Como promotores
de viscosidade foram considerados polimeros derivados da celulose HPMC e PVA
(@lcool polivinilico), resultando na formulacao apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢do da formulagéo in house made

Ativo %
Acetilcisteina 25
Acido Ascorbico 0,2
Eudragit E100 15
Amorolfina 3,0
Diluente 2 gsp 50mL
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Preparo: Dispersa-se o polimero (0,75 g) em 30 mL de Diluente 2 (etanol:HzPOa4
0,1% (2:1 v/v)), agita-se e, se necessario, aquece-se (Fase A); misturam-se 0s
demais componentes da formulagdo em 15 mL de Diluente 2 (Fase B); misturam-se
as fases e completa-se o volume a 50 mL Diluente 2.

4.4 Desenvolvimento e otimizacdo do método por CLAE para quantificacao de
amorolfina

Diferentes estratégias podem ser empregadas para o desenvolvimento de
novos métodos analiticos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e um
nao necessariamente € melhor do que outro desde que o método atenda as
necessidades e objetivos do analista. Parametros cromatograficos como fator
capacidade (k), niumero de pratos (N) e seletividade (a) definem a resolucdo (Rs)
entre os picos (Eqg. 1 - 3) e devem ser considerados desde o inicio dos estudos.
Valores de numero de pratos e fator capacidade entre 5.000 — 20.000 e 2,0 — 10,0,
respectivamente, sdo geralmente aceitos como ideais e com potencial para obter-se
resolucdo entre os picos. O niumero de pratos aumenta com colunas mais longas,
menores particulas e vaz8es menores - sendo que a vazao possui pouca influéncia
no numero de pratos e resolucdo. Numero de pratos elevados requerem longos
tempos de corrida e, por isso, alteracdo na seletividade é geralmente preferida. Por
sua vez, baixos fatores de retencédo (k < 1) podem afetar muito a resolucdo e a
interferéncia por picos de substancias néo retidas sendo, facilmente, um problema.
Quando os valores de k sdo muito baixos (menores que 1) ou muito altos (maiores

gue 20) costuma-se empregar a eluigéo por gradiente (DOLAN e SNYDER, 2017).

R -1 NOS [L] (a—1)
S 4 1+k (Eq. 1)

Onde k; é o fator capacidade do primeiro pico.

tr — to
to

k =

(Eq. 2)
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Onde tr é 0 tempo de retencdo do analito; to € o tempo de eluigdo de substancias

nao retidas na coluna.

ks

a:k—l

(Ea. 3)

Onde k> é o fator capacidade do segundo pico.

A Equacao 1 define que a resolucdo pode ser melhorada pela variacdo de N,
k e a, mas aumentar a seletividade é de longe a opcao mais poderosa. Em geral, os
fatores e o grau de sua influéncia na seletividade podem ser resumidos em:
concentracdo do tampao (menos efetivo); % da fase organica; tempo do gradiente;
temperatura da coluna; tipo de solvente; tipo de coluna; pH (mais efetivo) (ANDRIC e
HEBERGER, 2017; DOLAN e SNYDER, 2017).

Apesar da resolugcdo entre os picos ser o alvo para uma andlise precisa e
exata também é fundamental que o fator cauda (T — tailing factor) seja menor que
2,0 (Eq. 4). Valores altos tendem a piorar a resolucdo entre os picos, afetando
principalmente, a precisao e a exatiddo. Fator cauda elevado dificulta a integragao,
pois a determinacao do final do pico torna-se dificil e, consequentemente, perde-se
acuracia na determinacdo das éareas dos picos (FDA- FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 1994; SNYDER et al., 2010).

_ Wy
oF Eq. 4)

Onde: W5% ¢é a largura do pico a 5% da altura do pico; F é o tempo a 5% da altura

do pico a partir do ponto de inicio do pico até o tempo de retencao.

4.4.1 Resultados e discusséao

Artigos cientificos sobre liberacdo e permeacdo de formulagbes contendo
AMF geralmente empregam a técnica de cromatografia liquida para analise, porém o
foco destes trabalhos ndo é o método analitico e, por isso, praticamente n&o

possuem informacdes que descrevam satisfatoriamente o0s resultados
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cromatograficos. Gao e colaboradores (2012) descrevem método quantitativo para
determinacdo de formulacdo topica por CLAE empregando coluna C-18 e
acetonitrila, metanol e tamp&o citrato como fase mével. O fator cauda da AMF neste
trabalho foi 2,95, valor bem maior que o recomendado em validac6es de métodos
cromatograficos para analise de farmacos (FDA- FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 1994).

Nossos estudos de desenvolvimento se depararam com o mesmo problema
de Gao e colaboradores (2012), elevados valores de fator cauda que dificiimente
eram menores que 3 (Figura 5). Algumas estratégias conhecidas para tentar resolver
o problema da cauda foram tentadas sem sucesso, como: a) diferentes colunas com
diferentes tipos de fase reversa (C-18, C-8, fenila), tamanhos (100, 150 e 250 mm) e
didmetros de particula (3 € 5 ym), além de colunas de fase normal tipo HILIC e
propil-ciano; b) diferentes solventes organicos como acetonitrila (ACN), metanol e
isopropanol); ¢) pareamento idnico com pentano e heptano sulfonato de sédio; d)
trietilamina e dibutilamina; e) temperatura da coluna (25 — 65 °C); f) pH da fase
aquosa (1,5 — 9,0); g) gradiente com tempo de eluicdo baixo e alto; h) reducao da
concentracdo de farmaco em vista a investigar possivel overload de analito na

coluna; i) diferentes tipos e concentracdes do tampao.
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Figura 5. Cromatogramas da AMF sobrepostos com as seguintes condicbes: a) fase movel
constituida de ACN:acido fosfdrico 0,5% (60:40), vazao 1,2 mL/min, temperatura 35 °C, coluna fenila;
b) fase movel constituida de ACN: trietilamina (TEA) 0,2% + acido fosférico 0,2% pH 3,0 (50:50),
vaz&o 1,2 mL/min, temperatura 35 °C, coluna C18; c) fase moével constituida de ACN:é&cido cloridrico
0,05 M pH 3,0 (50:50), vazado 1,2 mL/min, temperatura 35 °C, coluna C18. Ampliacéo dos picos para
melhor visualizacdo da assimetria.
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Em nenhuma das condicbes testadas o fator cauda foi menor que dois,
contudo verificou-se que 0 aumento da concentracdo do tampéo fosfato de 10 mM
para 50 mM, resultou em picos menos assimétricos (fator cauda em torno de 2,6
para 50 mM). O aumento da concentracdo do tampéao fosfato para 150 mM resultou
em fator cauda proximo a 2,0. Com estes resultados foi delineado experimento
fatorial em vista de conhecer o efeito de fatores potencialmente relevantes em
diferentes parametros cromatogréficos. A Tabela 4 resume os fatores e niveis
avaliados em experimento fatorial completo (24 com duas réplicas e ponto central
com trés réplicas). As respostas avaliadas foram fator cauda, fator capacidade e
namero de pratos. A seletividade e resolucdo nao foram incluidas, pois nesta fase
inicial ainda n&o se tinha um produto de degradacdo e o fator cauda era um

problema que inviabilizava o prosseguimento dos estudos analiticos.

Tabela 4. Fatores e niveis de experimento fatorial completo (24 com duas réplicas e ponto central
com trés réplicas).

Fator Nivel Baixo Nivel Alto
Metanol (%) 64 70
Conc. Tampéao (mM) 50 250
pH 1,75 2,25
Temperatura Coluna (°C) 25 45

Tampao fosfato é utilizado para o controle de pH de fases modveis em
concentracdes de 5 — 25 mM. Em geral, ndo se recomenda 0 uso de concentracao
maior que 50 mM devido ao problema de solubilidade que pode causar precipitacédo
do fosfato e complicacbes no cromatografo com desgaste dos selos da bomba,
pistdo, além de entupimento de tubulacdo e da coluna (CARR e SCHELLINGER,
2004). Em estudos prévios com a acetonitrila foram obtidos resultados um pouco
melhores que o metanol, sobretudo em relacdo a largura do pico e pressdo do
sistema (ambos menores para acetonitrila). Contudo, somente o metanol foi capaz
de solubilizar o tampé&o fosfato em concentracées maiores que 50 mM e, por isso, foi
selecionado para o delineamento fatorial. A alta pressdo no sistema cromatografico
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foi ajustada com variagcdo na vazdo da fase movel, resultando em pressdo menor

que 250 bar com 0,9 mL/min.

A andlise do delineamento fatorial foi realizada com auxilio do software
Design Expert versdo 7.1.5 (Minneapolis, US). Foram encontrados fatores
significativos para todas as respostas avaliadas com modelos ajustados e excelente
capacidade de predicéo (r> > 0,988 em todos os casos — Resultados detalhados no
anexo |). A Figura 6 apresenta graficamente os resultados da andlise fatorial, sendo
em laranja efeitos positivos (fator varia com a resposta) e em azul efeitos negativos

(fator varia de forma inversa com a resposta).

O fator cauda teve a concentracdo do tampédo como fator mais relevante com
relacdo inversa, ou seja, quanto maior a concentracdo de tampao, menor o fator
cauda (Figura 6.a). Somados, concentracdo do tampdo e pH, contribuem com
93,84% da variacao verificada na soma dos quadrados e definitivamente, juntos, sao
responsaveis pelas alteracbes verificadas no fator cauda neste estudo. Assim,
concentracdo de tampédo e pH no nivel alto foram as condi¢Bes experimentais que

resultaram em menores valores de fator cauda (Figura 6.b).

O fator capacidade apresentou a porcentagem de metanol e temperatura da
coluna como fatores com maior efeito (54,13 e 26,15% da variacdo das somas dos
quadrados, respectivamente) (Figura 6.c). Como esperado para cromatografia em
fase reversa o aumento da porcentagem de solvente organico na fase mével e da
temperatura da coluna acabam por reduzir o tempo de retencdo do analito,
reduzindo o fator capacidade. Valores de fator capacidade inferiores a 2,0 ndo sao
recomendados e dificilmente geram métodos capazes de separar o analito de
componentes da formulacéo e impurezas. Na Figura 6.d fica claro que a reducéo na
porcentagem de metanol aumenta o fator capacidade com todos os experimentos
obtendo valores de k > 2,0. A temperatura também possui efeito e a temperatura
mais baixa testada (25 °C) em associacdo com porcentagem de metanol no nivel

baixo acabam por elevar o k para valores maiores que 3,0.
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Figura 6. Resultados da analise fatorial. Graficos de Pareto dos fatores e interacdes para: a) fator
cauda, c) fator capacidade, e) nimero de pratos (eficiéncia). As linhas vermelhas e azul representam
os valores limite de t e Bonferroni acima dos quais os efeitos sdo considerados estatisticamente
significativos. Gréaficos dos fatores com maior efeito versus respostas, sendo: b) fator cauda, d) fator
capacidade, f) nimero de pratos (eficiéncia).

A concentracdo do tampédo foi o fator com maior influéncia (86,65% da
variacdo da soma dos quadrados) no numero de pratos (eficiéncia na Figura 6). A
relacéo foi positiva de maneira que o aumento da concentracdo de tampé&o causa
aumento no numero de pratos. No nivel mais alto de concentracdo de tampao os

valores de numero de pratos ficam acima do desejado (> 5.000).

Uma andlise rapida permite verificar que o fator cauda e o niumero de pratos
sao favorecidos em grande extensdo pelo aumento da concentracdo de tampao e

em menor grau pelo incremento do pH. Em contraponto, o fator capacidade possui
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melhores resultados nos niveis inferiores de metanol e temperatura da coluna.
Contudo, existe influéncia dos quatro fatores nas trés respostas avaliadas, o que
torna a escolha de uma condicdo para prosseguimento do desenvolvimento de
método, uma tarefa bastante dificil. Diversas técnicas séo utilizadas para otimizagéo
de mudltiplas respostas e a Desirability Function € uma delas. Este método descreve
uma funcéo objetivo que reflete valores desejaveis para cada resposta que varia de
zero a um (menos ao mais “desejavel”, respectivamente) (MYERS et al., 2009). As
faixas das respostas empregadas, considerando os resultados experimentais e 0s
valores desejaveis para 0s parametros cromatograficos ja descritos anteriormente,
foram: 1,5 — 1,7 para o fator cauda, 3,0 — 4,0 para fator capacidade e 6.000 — 12.000

para pratos.

A Figura 7 apresenta o resultado da otimizacdo do método cromatografico
empregando a Desirability Function. Existe um pequeno espaco amostral que atende
as especificacdes estabelecidas para as respostas (fator cauda e capacidade, e
namero de pratos). Com base neste espaco amostral selecionou-se a condic¢ao:
metanol 64%, concentracdo do tampéo fosfato 250 mM, pH 2,25 e temperatura da
coluna 30 °C (especialmente porque 25 °C é dificil de manter em dias quentes). A
AMF foi testada nestas condi¢des e apresentou valores satisfatorios de fator cauda e

capacidade, bem como de pratos (1,61, 3,49 e 10.135, respectivamente).
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Figura 7. Gréfico da otimizacao do método cromatogréafico com a Desirability Function.

Com meétodo cromatografico otimizado, amostras de AMF foram submetidas a
degradacéao forcada em meio &acido, basico e oxidacdo (com peréxido de hidrogénio
ao abrigo da luz) e, entdo, submetidas a andlise. Os meios acido e basico nao
alteram o perfil cromatografico das amostras de AMF. A degradacdo por oxidacao
reduziu a intensidade do pico da AMF e apresentou um pico de produto de
degradacdo (Figura 8.a). Os picos nao ficaram bem resolvidos e novo ajuste no
método fez-se necesséario. Com base nos resultados prévios (Figura 6.b e 6.d),
reduziu-se a porcentagem de metanol com o objetivo de alterar o fator capacidade
da AMF e do produto de degradacdo melhorando a seletividade do método. Metanol
a 62% foi capaz de separar 0s picos, porém houve aumento da pressao do sistema
(superior a 275 bar) e aumento da largura do pico (com reducdo dos pratos para o
limite inferior desejado de 5.000). Em vistas a minimizar os efeitos da redugéo do
metanol, foi aumentada a temperatura da coluna para 45 °C obtendo-se reducéo na
pressao (= 200 bar) e aumento dos pratos (= 6.000) com resolugéo entre os picos
satisfatorio (Rs > 2,0) (Figura 8.b). Assim, os fatores cromatograficos considerados
criticos foram ajustados a metanol 62%, concentracdo do tampéao 250 mM, pH 2,25

e temperatura da coluna (45 °C), para a validacdo do método analitico.
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Figura 8. Cromatogramas da degradacado oxidativa da AMF: a) metanol:tamp&o fosfato 250 mM, pH
2,25 (64:36 vlv), temperatura 30 °C; b) metanolitampédo fosfato 250 mM, pH 2,25 (62:38 v/v),
temperatura 45 °C.

4.5 Condi¢Bes cromatograficas

A partir dos resultados obtidos na otimizagdo, considerou-se o método como
definido, estando adequado para os objetivos a que foi proposto. A Tabela 5
apresenta as condi¢cdes estabelecidas para a execucdo da validacdo analitica. O

tempo de analise foi de 10 minutos.

Tabela 5. Condig8es cromatogréaficas definidas para a validagdo do método por CLAE.

Caracteristica Descricao

Coluna ACE® fenila (150 mm x 4,6 mm x 3 um)

Fase moével? Metanol:tampéo fosfato 250 mM pH 2,25 (62:38 v/v)
Vazéo 0,9 mL/min

Volume de injecao 15 uL

Comprimento de onda 218 nm

Temperatura do forno 45°C

apresséo obtida préxima a 200 bar.

49



E importante ressaltar que o metanol e o tampdo fosfato devem estar
previamente combinados para uso na CLAE, pois a mistura dos eluentes pelo mixer
do cromatégrafo acaba prejudicando o sistema, possivelmente devido a

precipitagéo.

4.6 Especificidade

A especificidade pode ser conceituada como a capacidade que o método
possui de medir exatamente o analito em presenca de outros constituintes, tais
como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (BRASIL,
2017). Para o método ser considerado especifico, precisa demonstrar separacéo
adequada do pico do analito e outros picos do cromatograma. Os picos de interesse
também precisam apresentar fator de pureza satisfatorio, ou seja, ndo deve haver

coeluigéo.

A especificidade do método foi investigada por meio da determinacao do fator
de pureza, através da comparacdo de espectros sobre a area do pico, empregando
detector de arranjo de diodos, em conjunto com os resultados do teste de

degradacéo forcada.

A degradacao forcada foi avaliada por meio da analise de amostras de AMF,
formulacdo IHM e as formulacdes Loceryl® sob as condicdes de estresse oxidativo,

acido e basico.

4.6.1 Resultados e discusséao

A partir dos dados obtidos, pode-se observar na Figura 9 que ndo ha
interferéncia ou sobreposicdo dos excipientes das formulacdes no tempo de
retencdo da AMF. Na (Figura 9.b) € possivel verificar os picos referentes aos
excipientes acetilcisteina e acido ascorbico presentes na formulagcdo IHM, e na
(Figura 9.e) o pico referente ao conservante fenoxietanol presente na composi¢cao do

Loceryl® creme.
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Figura 9. Cromatogramas sobrepostos: a) padrdo AMF 250 pg/mL; b) formulagédo IHM; c) padréo
AMF 50 pg/mL; d) LOE; e) LOC. Condi¢des cromatograficas: fase movel constituida de metanol e
tampao fosfato 250 mM, pH 2,25 (62:38 v/v), vazdo 0,9 mL/min, temperatura de analise de 45 °C,
coluna fenila (150 mm x 4,6 mm x 3 um).

Para a analise de pureza de pico, os espectros na faixa de 205—-300 nm foram
registrados a uma frequéncia de 1,28 Hz e o espectro de ruido e compensacao de
fundo subtraidos dos espectros de pico. A sensibilidade da inclinagdo para
integracdo foi ajustada em 10 e 20 para AMF a 50 e 250 pg/mL, respectivamente.
Como pode ser observado na Figura 10, a AMF apresentou-se
espectroscopicamente pura (impureza nao detectada na analise da curva de
similaridade e indice de pureza do pico muito proximo de 1.000) na andlise das

formulagbes em teste.
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Figura 10. Grafico de pureza dos picos referentes a: a) padrdo AMF, b) formulacao IHM, ¢) LOE, d)
LOC.

A especificidade do método também foi avaliada por meio da andlise de
amostras de AMF submetidas a condicbes de estresse oxidativo, expostas a
peréxido de hidrogénio a 3% em diferentes pH (faixa 3,0 -10,0), e também a
condicdes de estresse &cido e basico conforme detalhado no Capitulo II.

Pode-se observar na Figura 11 que a resolucéo do pico da AMF demonstrou-
se satisfatéria, indicando que ndo houve interferéncias ou coeluicdo do produto de
degradacdo com a AMF (os picos existentes no inicio das analises sao referentes ao
peroxido de hidrogénio). Na Figura 12 observa-se que ndo houve degradacdo da
AMF nos meios acido e basico.
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Figura 11. Cromatogramas sobrepostos da analise da AMF submetida as condi¢Bes de estresse
oxidativo em diferentes pH: a) padrdao AMF; b) pH 3,0; c) pH 5,0; d) pH 6,5; e) pH 8,0; f) pH 10,0.
CondigBes cromatograficas: fase maével constituida de metanol e tampéo fosfato 250 mM, pH 2,25

(62:38 viv), vazédo 0,9 mL/min, temperatura de andlise de 45 °C, coluna fenila (150 mm x 4,6 mm X
3 um).
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Figura 12. Cromatogramas sobrepostos da andlise da AMF submetida as condigBes de estresse: a)
padrdo AMF; b) estresse acido; c) estresse basico (tempo final — dia 4). Condi¢cdes cromatograficas:
fase moével constituida de metanol e tampéo fosfato 250 mM, pH 2,25 (62:38 v/v), vazao 0,9 mL/min,
temperatura de analise de 45 °C, coluna fenila (150 mm x 4,6 mm x 3 um).
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Conforme os resultados obtidos, ndo se verificou alteracdo no formato do pico
ou coeluicdo na analise com detector de arranjo de diodos, portanto, considera-se

que o método é especifico para analise da AMF frente as condic¢des testadas.

4.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada através de planejamento fatorial de
Plackett-Burman, utilizando-se quatro parametros e um ponto central. Para
demonstrar a robustez do método quanto a pequenas varia¢des estudou-se o efeito
de quatro fatores importantes: concentracdo do tampao, temperatura de analise, pH
do tampao e concentracdo de metanol. Este planejamento prevé nove ensaios, que

foram realizados conforme exposto na Tabela 6.

Tabela 6: Variagdes experimentais para a avaliagdo da robustez.

Condicéo Conc. Tampéao T (°C) Conc. MeOH pH do Tampéao
1 240 42 60 2,15
2 260 42 60 2,35
3 240 48 60 2,35
4 260 48 60 2,15
5 240 42 64 2,35
6 260 42 64 2,15
7 240 48 64 2,15
8 260 48 64 2,35
9* 250 45 62 2,25

* condicdo padrdo

4.7.1 Resultados e discussao

Para verificagdo da robustez avaliou-se o efeito das variagbes frente ao fator
capacidade, o fator cauda e o teor de AMF da formulacdo IHM e das formulagcdes

Loceryl®.
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A Tabela 7 apresenta os resultados do teor de AMF na formulacdo IHM e nas
formulacbes LOE e LOC, no ensaio de robustez. Como pode ser observado, os
valores de DPR foram adequados para as trés formulacdes, demonstrando que o

método é robusto nas condicfes testadas.

Tabela 7. Resultados do ensaio de robustez para a formulacdo IHM, LOE e LOC.

Condigao IHM* LOE* LOC*
1 267,80 49,93 47,59
2 266,50 49,82 47,32
3 265,70 49,54 47,15
4 265,30 49,44 46,90
5 264,90 49,45 46,61
6 265,10 49,43 46,74
7 265,70 49,66 46,85
8 265,90 49,66 46,80
9 265,60 49,38 46,69
Média* 265,80 49,60 47,00
DPR (%) 0,33 0,39 0,69

* em pg/mL em relag@o ao padrdo de AMF analisado na mesma condigdo cromatografica da amostra.

4.8 Linearidade

Os parametros estatisticos de linearidade s&o criticos para estimativas de
farmacos na rotina e o intervalo depende da aplicacdo pretendida do método (70-
130%, recomendado para uniformidade de contetdo). Duas faixas de concentracao
foram avaliadas, pois as formulacdes possuem diferentes procedimentos de
extracdo e concentragdes. A formulagédo IHM € uma solugéo hidrofilica contendo alta
dosagem de AMF e, por esta razéo, foi escolhido um alvo analitico de concentracéo
de 250 pug/mL. Além disso, para estudos de estabilidade, sédo utilizadas as maiores
concentracdes de farmacos compativeis com a técnica, uma vez que os produtos de
degradacdo tém mais chances de serem descobertos e elucidados. O Loceryl®
creme foi, certamente, a formulagdo com maiores dificuldades para extracdo e
precisou-se de mais solvente para extrair a AMF, o0 que resultou em menor

concentracdo alvo (50 pug/mL).
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A linearidade foi avaliada pela construcdo de trés curvas padrdo para cada
faixa de concentracdo, sendo que cada amostra foi analisada em triplicata (trés

injecOes por amostra).

4.8.1 Linearidade AMF 1 e AMF 2

O preparo das amostras esta descrito abaixo. As diluicbes para avaliacdo da
linearidade foram preparadas empregando o diluente 1 (etanol:H3sPO4 0,1% (50:50

v/v)). Para as duas curvas preparadas a faixa de 70-130% foi empregada.

Solugdo estoque padrao amorolfina (SE AMF1) — Curva Padréo 1: Transferiu-se
25,0 mg de padrdao de AMF para baldo volumétrico de 50 mL, solubilizou-se em
2 mL de etanol e completou-se o volume com diluente 1 (conc. 500 pg/mL). A SE
AMF1 foi diluida com diluente 1 para obter-se as concentracdes de 35,0; 42,5; 50,0;
57,5 e 65,0 pyg/mL de AMF.

Solugdo estoque padrao amorolfina (SE AMF2) — Curva Padréo 2: Transferiu-se
25,0 mg de padrdo de AMF para baldao volumétrico de 25 mL, solubilizou-se em
2 mL de etanol e completou-se o volume com diluente 1 (conc. 1000 pg/mL). A SE
AMF2 foi diluida com diluente 1 para obter-se as concentragbes de 175,0; 212,5;
250,0; 287,5 e 325,0 pg/mL de AMF.

4.8.2 Resultados e discussao

A Figura 13 apresenta os graficos das curvas padrdo e residuos obtidos nas
analises da linearidade, bem como a equacdo da reta e o coeficiente de

determinacéo (r?).
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Figura 13. Representacéo gréafica das curvas padréo ((a) e (c)) e grafico dos residuos ((b) e (d)) para

diferentes concentracdes da AMF).

A Tabela 8 apresenta o resumo dos resultados correspondentes a analise de

regressao linear dos dados determinados a partir das curvas de concentracdo da

AMF vs area do pico em 218 nm.

Tabela 8. Resumo dos resultados da analise estatistica das curvas padrdo de AMF. Resultados

Detalhados no Anexo Il.

Parametro

Curva Padrao 1

Curva Padrao 2

Ponto Central (ug/mL)

Faixa 70 — 130% (pg/mL)

Inclinacéo

Intercepto

r (coeficiente de correlagéo)

ANOVA Regresséo (valor-p)

DPRueg (%)

Residuos Padronizados (minimo; maximo)

50,0

35,0 - 65,0

26,24

-85,59

0,9980

5,04 .10

1,43

(-1,46; 1,55)

250,0

175,0 - 325,0

27,48

-166,99

0,9988

1,79 .10

1,11

(-2,00; 1,41)
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Os resultados obtidos na analise da linearidade para ambos os alvos de
concentracdo apresentaram-se satisfatorios. A analise de ANOVA mostra regressao
linear significativa (p < 0,001), a correlacdo entre concentracdo e a resposta é
fortemente positiva (r > 0,995) e as parcelas residuais ndo demonstraram tendéncia.
Estes resultados comprovam a relacdo direta entre a concentracdo de AMF e a area

do pico a 218 nm descrita por um modelo de regresséo linear simples.

O desvio padrédo da regressdo (DPRreg) é uma medida padronizada da
disperséo da area do pico e sua dimensao € um bom parametro para a avaliacao da
variabilidade dos resultados da linearidade. Os valores de DPRreg inferiores a 2,0%
foram considerados adequados, uma vez que devem atender aos limites de DPR

esperados para o ensaio de precisdo (ERMER e PLOSS, 2005).

A titulo de investigacdo as curvas padrdo 1 e 2 foram comparadas
estatisticamente com auxilio do Programa GraphPad Prism 6 (Figura 14). Caso as
duas curvas estejam na faixa linear do detector € esperado que suas inclinacdes e
interceptos sejam equivalentes. Altura de pico muito baixa (<1 mAu) ou muito alta
(>1000 mAu) costumam alterar a inclinagdo e/ou intercepto. As curvas padrdo 1 e 2
foram testadas e as diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,36 e
0,96, para inclinacdo e intercepto, respectivamente — ver Anexo lll para maiores
detalhes). Estes resultados demonstram que ambas as curvas padrdao sé&o
equivalentes e que estdo dentro da faixa linear do detector de arranjo de diodos
(faixa linear de 10%) com altura dos picos nas faixas de 80 — 160 e 400 — 800 mAu,

aproximadamente, para as curvas padrao 1 e 2, respectivamente.
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Figura 14. Representacdo grafica das curvas padrdo 1 e 2 da AMF, utilizadas na comparagéo das
regressoes lineares.

4.9 Avaliagéo da precisédo

Para avaliagdo da precisdo, enfrentou-se algumas dificuldades com as
formulacdes Loceryl®. Tentou-se, primeiramente, pipetar o volume de LOE, mas 0s
resultados obtidos foram bastante discrepantes, dessa forma passou-se a pesar o
volume de LOE, para assim conseguir-se melhores resultados, e tratando-se de
forma farmacéutica volatil precisou-se pesar diretamente no baldo volumétrico (BV).
Existiram dificuldades também com o LOC, na extracdo da AMF do creme.
Inicialmente diluiu-se a formulacdo em BV de 5 mL mas a quantidade de AMF nao
foi satisfatéria, entdo modificou-se a diluicdo para BV de 25 mL, concluindo-se a
necessidade de maior quantidade de diluente para uma melhor extracdo e
consequente reducao da concentracdo de AMF na solucéo de analise.

Apoés o alinhamento dessas questdes, a precisdao do método foi demonstrada
pela repetibilidade (intradia) e precisao intermediaria (interdia), sendo expressa pela
analise dos desvios padrao relativos (DPR). A avaliagcéo foi realizada com amostras

da formulacédo IHM, Loceryl® creme e Loceryl® esmalte.

59



4.9.1 Avaliacao da precisdo da formulacao IHM

Para avaliacdo da precisdo da formulagdo IHM foram preparadas seis
amostras distintas e duas solu¢des padréo, sendo cada uma delas analisada em
triplicata (trés injecdes de cada amostra e padréo). O preparo das amostras esta

descrito abaixo.
H3zPO4 0,1%: 0,1 mL de &cido fosférico reagente e agua para 100 mL.
Diluente 1: etanol:HzPOa4 0,1% (50:50 v/v).

Solucéo estoque padrdo amorolfina (SE AMF2): Transferiu-se 25,0 mg de padrao de
AMF para baldo volumétrico de 10 mL, solubilizou-se em 2 mL de etanol e
completou-se o volume com diluente 1. A SE AMF2 foi diluida com diluente 1 para

obter-se a concentragéo de 250,0 yg/mL de AMF.

Solugdo amostra IHM: Transferiu-se 85 pL da formulagdo IHM para balédo

volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com diluente 1.

4.9.2 Avaliacdo da precisdo do Loceryl® creme (LOC)

Para avaliacdo da precisdo do Loceryl® creme foram preparadas seis
amostras distintas e duas solu¢des padréo, sendo cada uma delas analisada em
triplicata (trés injecdes de cada amostra e padréo). O preparo das amostras esta
descrito abaixo.

Diluente 2: etanol:H3PO4 0,1% (2:1 v/v).

Solucgéo estoque padrédo amorolfina (SE AMF1): Transferiu-se 25,0 mg de padrao de
AMF para baldo volumétrico de 10 mL, solubilizou-se em 2 mL de etanol e
completou-se o volume com diluente 2. Apos transferiu-se 500 pL da SE AMF para
baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com diluente 2 (conc. final
50 pg/mL).
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Solucdo amostra LOC: Pesou-se em béquer, 500 mg Loceryl® creme, adicionou-se
500 pL de H3POa4 0,1% e misturou-se com espatula, repetiu-se a adigdo de 500 pL
de H3PO4 0,1% e misturou-se por mais duas vezes. Adicionou-se 1 mL de diluente 2,
misturou-se e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Repetiu-se a adicao de
diluente 2 por mais trés vezes até total transferéncia do creme para o baldo
volumétrico. Completou-se o volume do baldo volumétrico com diluente 2 e agitou-
se. Filtrou-se primeiramente com papel filtro quantitativo (Quanty JP42 — 80g/m? poro
8 um, permeabilidade do ar: 31/s m?) e apés com filtro de seringa (0,45 um PVDF).

4.9.3 Avaliacdo da precisdo do Loceryl® esmalte (LOE)

Para avaliacdo da precisdo do Loceryl® esmalte foram preparadas seis
amostras distintas e duas solucdes padrdo, sendo cada uma delas analisada em
triplicata (trés injecbes de cada amostra e padrdao). O preparo das amostras esta
descrito abaixo.

Solucdo estoque padrdo amorolfina (SE AMF1): preparada como descrito no item
4.9.2.

Solucédo amostra LOE: Transferiu-se aproximadamente 16 mL de HsPOa4 0,1% para
baldo volumétrico de 50 mL, pesou-se o volume de 50 pL Loceryl® esmalte em
balanca analitica, diretamente no baldo volumétrico, completou-se o volume com

etanol absoluto e agitou-se. Filtrou-se com filtro de seringa (0,45 um PVDF).

4.9.4 Resultados e discussao

A precisdo representa a dispersdao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes, sob condi¢bes definidas. A repetibilidade expressa a variabilidade analitica
sob as mesmas condi¢des durante um curto intervalo de tempo (dentro do ensaio,
intra-ensaio). Sugere-se a realizacdo de pelo menos nove determinacdes
abrangendo um intervalo especificado ou seis determinacdes a 100%. Outra

7

expressdo da precisdo é através da estimativa do desvio padréo relativo (DPR),
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também conhecido como coeficiente de variacdo (CV), que requer valores de 1 a 2%
(ICH, 2005; ERMER e MILLER, 2005; BRASIL, 2017).

Conforme descrito na Tabela 9, os resultados de repetibilidade, em 2 dias de
andlise, gerando 12 determinacdes, foram calculados pela média do desvio padrédo
relativo (DPR) das duas analises. Para a precisao interdia, calculou-se a média do
DPR das 12 determinacfes de repetibilidade. Os valores percentuais médios
encontrados no doseamento das amostras, bem como os resultados de DPR obtidos
foram satisfatérios, demonstrando a precisao do método.

Tabela 9. Resumo dos resultados referentes a avaliacdo da precisdo para as diferentes formulacdes
contendo amorolfina (AMF). Resultados Detalhados no Anexo IV.

. Preciséo o .
Resumo da Precisdo Conc. AMF2 Intermediaria b Repetibilidade ° Rep. Inj. 2
Formulagdo IHM * 104,20% 1,32% 1,35% 0,15%
LOE ** 97,40% 1,63% 1,21% 0,34%
LOC*** 96,20% 1,58% 1,49% 0,21%

concentracdo: *3%; **5%; ***0,25% de cloridrato de amorolfina
amédia de 12 determinacdes

bDPR de 12 determinagdes

¢média do DPR das 2 repetibilidades

A partir dos valores de DPR obtidos entre as concentragdes das amostras,
pode-se afirmar que o método proposto apresentou resultados adequados e de

acordo com as especificacdes.

4.10 Avaliacéo da exatidéao

Para a andlise da exatiddo da formulacdo IHM foi utilizado o método de
adicdo do padréo, na qual foram adicionadas quantidades conhecidas do analito a
solucéo placebo. No caso das formulagdes Loceryl®, por apresentarem uma matriz

complexa, quantidades conhecidas do padrdo foram adicionadas a solu¢cdo amostra.
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4.10.1 Avaliacao da exatidao da formulacéao IHM

Para avaliacdo da exatidao da formulacdo IHM foram preparadas amostras
em trés diferentes concentracdes, em triplicata, as quais estdo apresentadas na
Tabela 10. O preparo das amostras esté descrito a seguir.

Solucéo estoque padrdo amorolfina (SE AMF2): Transferiu-se 250,0 mg de padréo
de AMF para baldo volumétrico de 10 mL, solubilizou-se em 4 mL de etanol e

completou-se o volume com &gua purificada. (conc. 25 mg/mL).

Placebo: Foi preparado como descrito no item 4.3, porém sem a adicdo da

amorolfina.

Tabela 10. Preparo das amostras utilizadas na exatiddo da formulagdo in house made - IHM

Nivel SE AMF2 (uL) Placebo (uL) Volume Final
Baixo 70 85 10 mL
Médio 100 85 10 mL
Alto 130 85 10 mL
Padréo 100 0 10 mL
Placebo 0 85 10 mL

4.10.2 Avaliacéo da exatidado do Loceryl® creme (LOC)

Para avaliacdo da exatiddo do Loceryl® creme foram preparadas amostras em
trés diferentes concentracdes, em triplicata, as quais estdo apresentadas na Tabela

11. O preparo das amostras esta descrito abaixo.

Solucéo estoque padrao amorolfina (SE AMF 1): Transferiu-se 50,0 mg de padréo
de AMF para baldo volumétrico de 50 mL, solubilizou-se em 5 mL de etanol e

completou-se o volume com diluente 2. (conc. final 2000 pug/mL).

Solucédo amostra LOC: Pesou-se em béquer, 250 mg de Loceryl® creme, adicionou-

se o0 volume de SE AMF indicado na tabela e misturou-se com espatula, adicionou-
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se 500 pL de H3PO4 0,1% e misturou-se por mais duas vezes. Adicionou-se 800 pL
de diluente 2, misturou-se e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Repetiu-
se a adicéo de diluente 2 por mais trés vezes até total transferéncia do creme para o
baldo volumétrico. Completou-se o volume do baldo volumétrico com diluente 2 e
agitou-se. Filtrou-se primeiramente com papel filtro quantitativo (Quanty JP42 —
80g/m? poro 8 um, permeabilidade do ar: 3l/s m?) e apés com filtro de seringa (0,45
um PVDF).

Tabela 11. Preparo das amostras utilizadas na exatiddo do Loceryl® creme

Nivel LOC (mg) SE AMF (uL) Volume Final
Baixo 250 250 25 mL
Médio 250 625 25 mL
Alto 250 1000 25 mL
Controle 250 0 25 mL
Padréo 0 500 10 mL

4.10.3 Avaliacdo da exatiddo do Loceryl®esmalte (LOE)

Para avaliacdo da exatiddo do Loceryl® esmalte foram preparadas amostras
em trés diferentes concentracbes, em triplicata, as quais estdo apresentadas na
Tabela 12. O preparo das amostras esta descrito abaixo.

Solugéo estoque padrdao amorolfina (SE AMF 1): Preparada conforme descrito no
item 4.10.2.

Solucédo amostra LOE: Transferiu-se aproximadamente 16 mL de HsPOa4 0,1% para
baldo volumétrico de 50 mL, pesou-se o volume de 25 pL de Loceryl® esmalte em
balanca analitica, diretamente no baldo volumétrico, adicionou-se o volume de SE
AMF indicado na tabela, completou-se o volume com etanol absoluto e agitou-se.

Filtrou-se com filtro de seringa (0,45 um PVDF).
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Tabela 12. Preparo das amostras utilizadas na exatiddo do Loceryl® esmalte

Nivel LOE (uL) SE AMF (uL) Volume Final
Baixo 25 500 50 mL
Médio 25 1250 50 mL
Alto 25 2000 50 mL
Controle 25 0 50 mL
Padréo 0 500 10 mL

4.10.4 Resultados e discussao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo com relacéo a
um valor aceito como verdadeiro, e deve ser verificada a partir de, pelo menos, nove
determinacdes, envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracao,
contemplando uma média de recuperacdo entre 98-102% e um desvio padrao
relativo menor que 2 (ERMER e MILLER, 2005).

Para o ensaio de exatiddo as amostras foram analisadas em trés niveis de
concentragdo (baixo, médio e alto). Como pode-se observar na Tabela 13, os
valores das médias de recuperac¢édo sado 100,1, 100,5 e 100,7% com média de DPR
1,50, 1,39 e 0,93% para a formulacdo IHM, Loceryl® esmalte e Loceryl® creme,

respectivamente. Além disso, os intervalos de 95% para as médias incluem 100,0%.

Tabela 13. Resultados referentes a avaliacdo da exatidao.

Resumo da Exatidéo DPR (n=9) Média (n=9) 1C95%

Formulagéo IHM 1,50% 100,10% 98,9-101,2
LOE 1,39% 100,50% 99,4-101,5
LOC 0,93% 100,70% 100,0-101,4

A partir dos resultados obtidos no teste de exatiddo, verificado pelo principio

da recuperacao, o metodo apresentou-se satisfatorio.
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4.11 Conclusoes

Entre os fatores avaliados para o desenvolvimento do método por CLAE-DAD
para andlise da amorolfina, a concentracdo do tampao fosfato apresentou grande
influéncia na performance do sistema cromatografico. As altas concentracdes de
tampao fosfato (250 mM em pH 2,25) ndo apresentaram grandes desafios
instrumentais e o sistema cromatografico funcionou adequadamente com

reprodutibilidade de resultados.

O método desenvolvido e validado apresentou especificidade, linearidade,
robustez, precisdo e exatiddo adequadas para quantificacdo da amorolfina na
formulacdo IHM, Loceryl® esmalte e Loceryl® creme.
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5. CAPITULO Il — AVALIACAO DA ESTABILIDADE QUIMICA DA
AMOROLFINA E IDENTIFICACAO DO PRODUTO DE DEGRADACAO






5.1 Introducéao

Os estudos de estabilidade tém como objetivo adquirir informagdes sobre a
qualidade de um farmaco ou medicamento e sua variacdo em funcao do tempo, sob
a interferéncia de diversos fatores como a exposicédo a temperatura, umidade e luz.
No entanto, existem outros fatores de risco que podem ter impacto na estabilidade
do produto, relacionados a fatores internos como a reatividade dos ingredientes
ativos, excipientes e material de embalagem, bem como as interacdes entre esses
componentes. Estes riscos sao reduzidos pelo teste de estresse que deve fazer
parte do desenvolvimento do produto. Em vista disso, é de extrema importancia a
avaliacdo da estabilidade, que pode ser investigada através de estudos de
estabilidade acelerada, estudos de acompanhamento e estudos de longa duracdo
(HUYNH-BA, 2009; BRASIL, 2015).

Os testes de estabilidade forcada ou testes de estresse, devem ser realizados
em condi¢cbes mais severas de degradacao, excedendo as condi¢des utilizadas nos
estudos de estabilidade acelerada. A exposi¢do do farmaco ou do produto acabado
as condicfes de estresse, como estresse térmico, hidrélise 4cida e basica, oxidacéo
e fotélise, fornece informacdes valiosas a respeito da estabilidade intrinseca da
molécula, permitindo elucidar possiveis produtos de degradacdo, determinar sua
seguranca e desenvolver analises e procedimentos para quantificar estas novas
espécies quimicas. Nesse contexto, estes testes sao indispensaveis para o
desenvolvimento de meétodos analiticos indicativos de estabilidade (ICH, 2003;
ALSANTE et al., 2007; BAERTSCHI et al., 2016).

Dessa forma, a degradacdo de uma substancia pode gerar inumeras
alteracOes e por isso torna-se importante avaliar a estabilidade da mesma, para
garantir que o produto atenda suas especificagbes durante todo o periodo de
armazenamento. Ao considerar-se essas informacdes e com o proposito de expandir
0 conhecimento, decidiu-se determinar a estabilidade da amorolfina e a cinética de

degradacéo do farmaco.
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5.2 Estabilidade da solucédo padréo e degradacéao forcada da amorolfina

As solucbes de AMF (SQR - Padrdo), acido, base e peréxido foram

preparadas como descrito a seguir e misturadas conforme Tabela 14.

Solugao estoque amorolfina (SE AMF): Transferiu-se 150,0 mg de AMF para balédo
volumétrico de 5 mL, solubilizou-se em 3,5 mL de etanol e completou-se o volume
com HzPO4 0,1% (conc. 30.000 pg/mL).

Solugdo de acido cloridrico 1M (HCI): Transferiu-se 4,15 mL de HCI para baldo

volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com etanol 67% (v/v).

Solucédo de hidréxido de potassio 1M (KOH): Transferiu-se 2,8 g de KOH para baldo
volumétrico de 50 mL, solubilizou-se com 40 mL de etanol 67% (v/v) e completou-se

0 volume com etanol 67% (v/v).

Solucéo de perdxido de hidrogénio 5% (SPH): Transferiu-se 1,67 mL de perdxido de
hidrogénio para baldo volumétrico de 10 mL, solubilizou-se com 6 mL de etanol e

completou-se o volume com agua (v/v).

Padrdo de AMF: Transferiu-se 20,0 mg de padrdo de AMF para baldo volumétrico de
25 mL, solubilizou-se em 2 mL de etanol e completou-se o volume com diluente 1
(Solucéo Estoque — SE AMF). A SE AMF foi diluida com diluente 1 para obter-se a
concentracdo de 200,0 ug/mL de AMF (3 réplicas). As solucdes padrao foram
filtradas (0,45 ym PVDF) para vial e analisadas pelo método de CLAE-DAD validado
(descrito no Capitulo 1) nos tempos 0, 1, 2, 3 e 4 dias.
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Tabela 14. Preparo das soluc@es e condi¢cdes da degradacéo forcada.

Tipo de A q A
gente e L - c mostragem
Forcada
a 170 uL de

Controle 680 uL Diluente 1 3 3,0 123e4
Acido® 680 L 170 ”'i,\‘je HCI 2 1,0 123e4
Alcalino? 680 L 170 “Lls/le KOH 2 12,0 123¢e4
Oxidativo® 680 L 170 pL de SPH 2 4.0 123¢4

5%

& Mantidos em vial de vidro hermético a temperatura ambiente.
b Mantido em vial de vidro hermético ambar a temperatura ambiente.
¢ Medido com fita de pH Merck®

Em cada tempo descrito na Tabela 14, 85 yL das amostras foram trasferidos
para baldo volumétrico de 10 mL e volume completado com etanol 67% (v/v). As
amostras foram filtradas (0,45 um PVDF) para vial (concentracéo tedrica aproximada
de 200 pg/mL de AMF) e analisadas pelo método de CLAE-DAD validado.

5.2.1 Resultados e discussao

5.2.1.1 Estabilidade da solucé&o padréo

Trés réplicas do padrdo (sem adicdo de agentes quimicos para degradacao)
foram mantidas e analisadas durante 4 dias. Os critérios definidos para estabelecer
a estabilidade do padrdo foram: 1) ndo haver picos secundarios, além daqueles
relacionados ao diluente; 2) o pico da AMF manter o tempo de retencédo e ser
espectroscopicamente puro (peak purity > 995 e curva de similaridade nao
atravessar a curva “threshold”); 3) o percentual de AMF se manter na faixa de 98,0 —
102,0% (arbitrariamente o tempo zero foi considerado 100% e as areas dos picos
dos demais tempos foram relacionadas com o tempo zero para obtencdo dos

percentuais em funcdo do tempo).
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A Figura 15 apresenta os resultados cromatograficos e espectroscopicos
representativos da analise da solucédo padrdo de AMF 200 pg/mL. N&o se verificou
a presenca de picos secundarios nos padrdes contendo 40 e 200 pg/mL de padrao
de AMF.

“f”

——» Diluente

7‘ T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 mir

Figura 15. Andlise da estabilidade do padrao de AMF (200 pg/mL). a) cromatogramas sobrepostos da
solucdo padrdo de AMF nos tempos: 0, 1, 2, 3 e 4 dias com ampliacdo dos picos; b) ampliacdo do
cromatograma para melhor visualizacédo da linha de base e auséncia de picos secundarios.

Os parametros cromatograficos dos padroes de AMF encontram-se
resumidos na Tabela 15. Durante os quatro dias de analise, os parametros
mantiveram-se reprodutiveis. Além disso, ndo foi detectada impureza na andlise da
pureza de pico. Os resultados da quantidade de padrdo de AMF em funcéo do
tempo ficaram na faixa de 98,0 — 102,0% e a variacdo dos resultados pode ser

explicada pelo erro analitico.
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Tabela 15. Resumo dos resultados da estabilidade da solu¢cédo padrdo de AMF a 40 e 200 pg/mL.

Padréo Tempo AMF
(ug/mL) (dias) (Média - DP)? Tr (min)? Pureza?
0 100,0% - 0,27% 7.60 999.8
1 101,8% - 0,52% 7.65 999.8
40 2 100,6% - 0,51% 7.63 999.9
3 99,6% - 0,58% 7.61 999.8
4 98,6% - 0,52% 7.59 999.8
0 100,0% - 0,42% 7.56 999.9
1 99,4% - 1,21% 7.61 999.9
200 2 99,4% - 1,23% 7.59 999.9
3 99,3% - 1,20% 7.57 999.9
4 99,5% - 1,35% 7.54 999.9
an=3.

Os resultados cromatograficos relacionados a auséncia de picos secundarios,
manutencdo do tempo de retencdo e pureza espectroscopica, além do teor ter se
mantido proximo a 100%, para os padrdes de 40 e 200 pg/mL, indicam que a
solucdo padrdo de AMF é estavel por pelo menos 4 dias, em vials transparentes no

auto-injetor a temperatura ambiente.

5.2.1.2 Degradacéo forcada da amorolfina

Solugbes de AMF foram submetidas a degradacdo forcada em meio &cido,
basico e oxidativo. Os critérios para caracterizacdo da estabilidade nestas condigbes
foram os mesmos empregados para solucdo padrdao (item 5.2.1.1). O tempo de
retencdo, pureza de pico e teores de AMF (Figura 16) mantiveram-se dentro dos

limites estabelecidos para as trés condic¢des testadas.
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Figura 16. Estabilidade da AMF a 200 pg/mL em fung&o do tempo para diferentes condicGes
de degradacgéo. Acido — pH 1,0; Alcalino — pH 12,0; Oxidagdo — pH 4,0 e Peroxido de
hidrogénio 1%. Marcadores — média, n=2.

Nas condicdes acida e basica ndo se verificou a presenca de picos
secundarios indicando que a AMF € estavel nestes meios por pelo menos 4 dias a
temperatura ambiente. Na condicdo oxidativa, a partir do terceiro dia, foi possivel
verificar a presenca de um pico secundario, ao lado do pico da AMF (Figura 17). O
pico secundario, apesar de pequeno, ndo permitiu estabelecer a AMF como sendo
estavel na presenca de perdxido de hidrogénio (H202) 1% e novos estudos foram

realizados para comprovacgao da degradacéo.

Além disso, esta analise foi realizada com metanol 64% e temperatura do
forno igual a 30 °C (demais condi¢cdes do sistema cromatogréfico descritos no
Capitulo | item 4.5), porém os picos da AMF e do degradado ndo apresentaram
adequada resolucdo. Apos alguns testes, verificou-se que a reducdo do metanol
para 62% e aumento da temperatura do forno para 45 °C acabou por resolver os
picos em questdo (Rs > 2,5) com pressédo menor que 200 bar. Estas condi¢gbes foram

utilizadas nos demais estudos de degradacao e na validacdo do método analitico.
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Figura 17. Analise da estabilidade da AMF (200 pg/mL) em condi¢des oxidativas (H202 1% e pH 4,0).
a) cromatogramas sobrepostos da solugdo de AMF em condi¢des oxidativas nos tempos: 1, 2, 3 e 4
dias com ampliacdo dos picos; b) ampliacdo do cromatograma para melhor visualizagdo da linha de
base e presenca de pico secundério.

5.3 Avaliacéo da degradacéao oxidativa da amorolfina

Aminas terciarias, como a AMF, apresentam tendéncia em formar N-Oxidos
durante o armazenamento a longo prazo (exemplo: raloxifeno em comprimidos)
(HARTAUER et al.,, 2000). Em solugéo, a oxidagdo de aminas terciarias € um
processo dependente do pH e quando ionizadas, a taxa de oxidacdo é bastante
reduzida (BAERTSCHI et al., 2016).

Estudo da degradacdo da AMF em diferentes pH foi realizado. Amostras de
AMF 250 pg/mL foram submetidas a peroxido de hidrogénio a 3% em diferentes
valores de pH (faixa 2,9 - 10,8) a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo

avaliadas por método de CLAE-DAD pelo periodo de 36 horas. As solu¢gBes padrao
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e tampdes foram preparadas como descrito a seguir e o preparo das amostras esta

exposto na Tabela 16.

Solugao estoque padrao amorolfina (SE AMF): Transferiu-se 25,0 mg de padréo de
AMF para baldo volumétrico de 10 mL, e completou-se o volume com etanol (conc.
final 2500 pg/mL).

Solucdo Tampao: solucdes de fosfato a 140 mM em diferentes pH foram preparadas
com auxilio do app Biological Buffer Calculator (John Wiley & Sons) para plataforma
Android. Os pH das soluc¢des tampéao foram medidos em pHmetro e ficaram na faixa

de £ 0,05 do previsto pelo aplicativo.

Tabela 16. Preparo das amostras utilizadas na degradacdo da AMF.

pH SE AMF (mL) Etanol (L)  Peroxido 30%(mL) 'O Tampao

(9.s.p.)

2,9 1 3 1 10 mL
4,8 1 3 1 10 mL
6,4 1 3 1 10 mL
8,0 1 3 1 10 mL
10,8 1 3 1 10 mL
Padrao? 1 3 0 10 mL
Branco? 0 3 1 10 mL

a Padréo e Branco em pH 2,9.

5.3.1 Resultados e discussao

A Figura 18 apresenta os resultados do percentual de AMF em funcdo do
tempo para os diferentes pH do meio em condi¢cfes de degradacao oxidativa forcada
(peroxido de hidrogénio — H202 3%). O experimento demonstra claramente que a
estabilidade da AMF em meio oxidativo € dependente do pH do meio. Em pH 2,9
nao se verificou reducdo no teor de AMF em funcdo do tempo e as variacbes
observadas podem ser explicadas pelo erro analitico (resultados detalhados no
Anexo VI).
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Figura 18. Representacdo grafica da cinética de degradacéo oxidativa da AMF (H202 3%) em
diferentes pH.

Os perfis foram modelados e melhores ajustes foram obtidos pelo Log da
concentracdo de AMF em funcao do tempo. A Tabela 17 apresenta as constantes de
reagdo calculadas e os valores de teoow. Nota-se um aumento significativo da
degradacdo quando o pH é alterado de 4,8 para 6,4. Isto pode ser explicado pelo
valor de pKa da AMF = 6,6 (NEUBERT et al., 2006) e a suposi¢do de que aminas
terciarias oxidam mais facilmente quando n&do ionizadas. A medida que a
concentracdo de AMF ndo ionizada (NI) aumenta, maior é a constante de reacgdo (k)
e em pH 10,8 sdo necessarios 6,3 h para o teor de AMF reduzir em 10%.

Tabela 17. Valores da constante de reagdo (k para relagdo Log [AMF] vs tempo) e de toow para
degradacdo da AMF em meio oxidativo em diferentes pH.

pH 4,8 6,4 8,0 10,8

k (h1) 7,39.10° 1,17.10% 1,93.10* 2,81.10%
toos (D) 237,7 15,0 9,1 6,3

% lonizado? 98,4 61,3 3,8 <0,1
[AMF] NI (ug/mL)® 3,9 96,7 240,4 250,0

a estimativa calculada pela equacdo de Handersson-Hasselbach considerando pKa do grupo amina
terciaria da AMF igual a 6,6.
b estimativa da concentracdo de AMF néo ionizada, em pg/mL.
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A Figura 19 apresenta os resultados da analise cromatografica de solucéo de
AMF submetida a degradacdo em meio oxidativo apos 24 h. Nota-se a presenca de
um segundo pico referente a degradacdo da AMF com tempo de retencdo levemente
superior a AMF e com resolugédo igual a 2,62. Os espectros da AMF e de seu
degradado sdo praticamente idénticos com maximo de absorcdo em 218 nm. A
busca dos espectros da AMF e do degradado (NOx), obtidos da solucdo degradada,
na biblioteca que contém o espectro do padrdo de AMF resultou em similaridade
superior a 999 para ambos o0s compostos. Isto indica que, possivelmente, a
alteracdo quimica ocorrida na molécula da AMF nédo ocorreu em torno do grupo

cromoforo do farmaco (anel aromatico e seus substituintes diretos).

" |

a) I

w] | |

| i

a0- \ /“ \
Degradado &’k J \U’N
o [\ o
Flox

0] Padrdo ):/I\

Branco

T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 mir

Library Search — UV Spectrum

. # Match
\ AMF 999.9
NOX 999.4

* Padrdo AMF como referéncia

2 20 20 20 20 B X 0 B XDV m

Figura 19. Resultado representativo da analise da estabilidade da AMF em meio oxidativo (H202 3%)
em pH 10,8. a) cromatogramas em 218 nm dos resultados de 24 h para o branco, padrdo e
degradado; b) espectros dos apices dos picos da AMF e do N-6xido da AMF (NOXx).

O detector DAD e o software Agilent Chemstation podem gerar derivadas
(dA/dA) dos espectros UV e estes contém maior nUmero de maximos e minimos que
podem ser extremamente Uteis para identificar e rastrear picos (CRAWFORD, 2019).
Os espectros de UV e UV primeira derivada (UV-d1) da AMF e do degradado (NOx)
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foram adicionados a biblioteca do software Agilent Chemstation e a UV-d1 foi capaz
de melhor discriminar o NOx da AMF como pode ser visto na Figura 20. E importante
ressaltar que a média de 15 pontos foi utilizada para suavizar o espectro que foi
derivado e, assim, minimizar o ruido da UV-d1. Um aspecto importante relacionado a
interpretacdo é que o fator de similaridade é um indicativo de quanto as formas, e
nao a intensidade de sinal, de dois espectros sao parecidos. Nota-se que apesar do
espectro UV do padrao AMF ter intensidade diferente do espectro UV do NOx
(Figura 20.a), suas formas s&o praticamente idénticas e o fator de similaridade foi
calculado como 999,512. Porém, uma pequena alteracdo na forma dos espectros
(méximos de 225 e 226 nm para AMF e NOX, respectivamente), obtida pela UV-d1
(Figura 20.b), reduz o fator similaridade entre UV-dl1 da AMF e NOx que
apresentaram valor calculado de 991,384, enquanto que o espectro referéncia do
NOX e o0 espectro teste do NOx mantém alta similaridade (999,636). Estes resultados
foram reprodutiveis e confirmam que a UV-dl é uma potente ferramenta para
diferenciar compostos de uma mesma classe que tenham espectros de UV muito

parecidos.
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Figura 20. Comparacdo de espectros UV e UV-d1l do pico do NOx (estabilidade 24 h em pH 10,8)
com a biblioteca do software Agilet Chemstation contendo os espectros de referéncia do AMF e NOx
(purificado). a) espectros de UV e fatores de similaridade (“Match” no quadro) do NOx; b) espectros
UV-dl e fatores de similaridade e ampliacdo do UV-d1 para melhor visualizacdo da diferenca de
formas entre espectros UV-d1.

5.4 Purificacdo do produto de degradacéao

Para a purificacdo do produto de degradacédo da AMF foi utilizada a coluna de
separacdo SPE Finisterre® C18/18, 500 mg/6 mL. A AMF foi degradada em meio

oxidativo e pH 10,8 como descrito a seguir para obtencao do degradado — NOXx.

Amostra de degradacdo da AMF: Transferiu-se 10,0 mg de padrédo de AMF para
baldo volumétrico de 5 mL, solubilizou-se em 2,5 mL de etanol, adicionou-se
1,75 mL de tampéao pH 10,8 e 0,75 mL de perdxido de hidrogénio 30%. Armazenou-

se em temperatura ambiente e protegida da luz por sete dias.

Apés o sétimo dia de degradacdo, a purificacdo da amostra ocorreu da
seguinte forma: adicionou-se a solugéo degradada na coluna SPE e lavou-se com
7 mL de &gua purificada. O degradado fica retido na coluna. Outras duas lavagens

com 7 mL de agua foram realizadas para garantir a retirada do tampéao fosfato. A
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fase aquosa foi descartada. Adicionou-se 10 mL de metanol na coluna SPE e
coletou-se o metanol eluido. Novos 10 mL foram adicionados a coluna e o eluente
coletado novamente. As fragbes metandlicas coletadas foram reunidas e secas a
60°C em estufa de circulagdo. O que resta é um solido levemente amarelado com

rendimento de 7,8 mg que, por conveniéncia sera chamado de NOx-p.

O solido foi entdo caracterizado por CLAE-DAD, RMN 'H e 3C e LC-MS.

5.5 Caracterizacao do produto de degradacéao purificado

5.5.1 CLAE-DAD

O NOx-p foi analisado pelo método de CLAE-DAD validado (Figura 21). O
cromatograma nao apresentou pico secundario, o tempo de retencdo foi maior do
que o do AMF (usado como controle). N&o se verificou a presenca de impurezas na
analise por pureza de pico e o espectro UV do NOx-p € similar ao do AMF. A
purificacdo, por este método, foi considerada satisfatéria e o restante da amostra foi

submetido aos ensaios de RMN 1H e 13C e massas.
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Figura 21. Resultados representativos da analise do NOx-p por CLAE-DAD. a) cromatograma em
218 nm do NOx-p com AMF como controle (ambos a 200 pg/mL); b) pureza de pico do NOx-p;
c)espectro UV do NOx-p.

5.5.2LC-MS

O NOx-p e AMF foram analisados por LC-ESI-MS em sistema Agilent (Santa
Clara) com mddulos Infinity 1260 (degaseificador, bomba, autoinjetor, forno e
detector UV) e detector tipo quadrupdlo Unico modelo 6120. As condi¢cdes

cromatograficas para a realizacdo do ensaio estao descritas na Tabela 18.

Tabela 18. Condicdes cromatogréaficas e do detector de massa para analise da AMF e NOx-p.

Caracteristica Descricdo

Coluna Agilent Poroshell 120 EC-C18 (4.6x50 mm, 2.7 um)
Fase Movel ACN:H20:Ac. Férmico (50:50:0,1 v/v/v)

Vazéo 0,35 mL/min

Volume de Injecé&o 4,0 uL

Temperatura do forno 40 °C

Tensdo capilar +3.7 kV, fluxo do gas de secagem 12 L/min, presséo
Deteccéo por massas do nebulizador 40 psig, temperatura do gas de secagem 280 °C,
fragmentador 150 V
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A Figura 22 apresenta os resultados do LC-ESI-MS para AMF e NOx-P. Os
picos apresentaram boa intensidade de sinal no modo positivo em concentracdes de
50 a 1000 ng/mL e as duas substancias apresentaram pureza de pico. A AMF teve
maior abundancia na m/z 318,3 referente ao ion molecular [M-H]* e, além disso, a

sua abundancia isotOpica encontra-se muito proxima da teérica.

A anadlise por massas do NOx-p apresentou pico com m/z de 334,2. Um
incremento na relacdo m/z de 15,9 condizente com a adicdo de um oxigénio a
molécula da AMF. A distribuicdo isotopica em torno do pico de m/z 334,2 possui
abundéancias proximas as esperadas para o N-0xido da AMF. Além disso, existe a
presenca de sinal com m/z 667,6 e seus is6topos que pode ser atribuido ao [M2-H]* -
dimero do N-6xido da AMF. Moléculas contendo N-6xidos possuem forte tendéncia a
formacao de dimero em andlises por massas associadas a cromatografia liquida
(ESI e APCI) (JAHOUH et al., 2015; KALARIYA et al., 2015). Estes resultados

experimentais reforcam a ideia de que o degradado da AMF é um N-oOxido.

a
) AMF 318,3 m/z
Nox-p 334,3m/z

5000000

b)

1000000 “m/z  abundance
318,3 100,0%

3000000 319,3 23,1%
320,3 2,7%

2000000

1000000

200 300 A0 S00 600 TO0

5000000 E)

m/z abundance
334,2 100,0%
3333 22,9%
3000000 3353 2,8%

4000000

667,6 14,0%
668,6 6,5%
669,6 1,6%

2000000

1000000

L -
200 300 400 500 600 700

0

Figura 22. Resultados do LC-ESI-MS de baixa resolucdo para amostras de 1 pg/mL da AMF e do
NOx-p. a) cromatogramas da AMF padrdo e NOx-p; b) espectro de massas e abundancias da AMF;
c) espectro de massas e abundancias do NOx-p.
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O NOx-p foi analisado com equipamento de massas de alta resolucéo para
complementar as analises de identificacéo e caracterizacdo do purificado oriundo da
degradacdo oxidativa da AMF e predicdo da formula molecular. A amostra foi
submetida a uma infuso direta no LC-QTOF Bruker (Shimadzu®) modelo Nexera x2

Impact Il. As condi¢des da andlise estdo descritas na Tabela 19.

Tabela 19. Condigdes da infusdo direta para andlise do NOx-p.

Condicdes na infuséo direta

Fonte/polaridade de ions APCI/+

Tenséo de desvio da placa final 500 V

Corona 4000 Na
Aquecedor APCI 450° C

Presséo do Nebulizador 0,4 Bar

Gas Secagem 4 L mint
Temperatura do gas de secagem 200°C

Faixa de massa (m/ z) 50-1000
Calibracéo Formiato de sddio

A Figura 23 apresenta os espectros de massas experimental do NOx-p e
tedrico para o ion molecular positivo do N-6xido da AMF (C21H3sNO2). Nota-se
grande similaridade entre os espectros com m/z experimental de 334,2745 e tedrica
de 334,2741. A predicdo do software indica o [M-H]* do N-Oxido da AMF como
férmula elementar com erro de -1.3 ppm (menor erro entre as férmulas preditas). A
analise também apresentou pico com m/z 667,5397 que pode ser associado ao
dimero do N-O0xido da AMF com erro igual a 1,7 ppm. Estes resultados sustentam o
conhecimento tedrico e resultados experimentais de que o produto oxidativo da AMF

em pH > pKa é seu N-0xido (C21HssNO2 — massa exata 333,2668).
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Figura 23. Espectros de massas de alta resolucao do NOx-p. a) resultado experimental do NOx-p e
predicdo; b) perfil isotdpico tedrico; c) dimero do N-6xido e predicdo. Predi¢do realizada no software
Elemental Composition Calculator (by Frank Antolasic).

5.5.3 RMN 'H e 13C

Os espectros de RMN 'H e *C da AMF e do NOx-p foram obtidos em
espectrometro Bruker AscendTM 400 MHz. Para as analises ambos 0s compostos
foram dissolvidos em metanol deuterado com tetrametilsilano (TMS) como padréo
interno. Os resultados foram adquiridos e processados pelo software Bruker Top
Spin 3.2 e analisados no software MestReNova verséao 12.0.

As Figuras 24 e 25 apresentam os espectros de RMN do hidrogénio e do
carbono da AMF e do NOx-p. E importante ressaltar que a AMF encontra-se na
forma de sal, cloridrato, o que torna o nitrogénio mais eletronegativo do que se
estivesse na forma de base livre e, por isso, mais semelhante ao N-Oxido (estrutura
esperada) (LAPLANCHE et al., 1992). A contagem de sinais e 0 numero de
hidrogénios foram idénticos para as duas moléculas confirmando que ambas as
moléculas possuem 35 hidrogénios. Porém, a atribuicdo dos deslocamentos foi

complexa, pois a presenca de dois grupos metileno, em C8 e C11, vizinhos ao
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carbono quiral em C9, faz com que os hidrogénios do metileno experimentem
ambientes distintos de maneira que ao invés de 2 sinais (1 para os hidrogénios do
C8 e outro para os do C11) esperam-se 4 sinais (LEBRUN et al., 1999). O nitrogénio
protonado ou na forma de N-6xido tem o mesmo efeito para os metilenos dos C13 e
C19. Como todos estes atomos séo vizinhos, a regido de 2.0 a 3.5 ppm apresentou
uma seérie de sinais de dificil atribuicdo, incluindo algumas sobreposi¢cdes. Como as
moléculas sdo muito parecidas a maioria dos &tomos de hidrogénio néo
apresentaram diferenca significativa entre os deslocamentos quimicos observados
para a AMF e para o NOx-p. Estes resultados indicam que ndo houve grande
modificacdo estrutural na molécula do NOx-p em relacdo a AMF. As maiores
variagdes ocorreram nos hidrogénios ligados a C11 e C13,19. Contudo, os espectros
de RMN !H nédo foram conclusivos quanto ao tipo de alteracdo existente entre as

moléculas em analise.

As atribuicbes para os espectros de RMN 13C foram mais simples e os
deslocamentos quimicos tiveram alteracdo significativa para C11 e C13,19. O C11
obteve sinal em 64,82 ppm na molécula da AMF e 78,08 ppm no NOx-p. Esta
variacdo de mais de 10 ppm € considerada significativa e indica que o atomo de
carbono se encontra mais desblindado em ambiente mais eletronegativo na
molécula de NOx-p, o que é condizente com o grupo N-Oxido que € mais
eletronegativo que o grupo amino protonado. Os carbonos do anel morfolina, C13 e
C19, também experimentaram o efeito semelhante indicando que houve alteracao
na eletronegatividade do nitrogénio que se liga aos atomos C13, C19 e Cl1
(HARTAUER et al., 2000).
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Figura 24. 'H-RMN da AMF e do NOx-p com deslocamentos quimicos e atribuices.
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AMF 13C-NMR
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Figura 25. 33C-RMN da AMF e do NOx-p com deslocamentos quimicos e atribui¢des.
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5.6 Identificacdo do produto da degradacéo oxidativa da amorolfina

7

A caracterizagcdo de produtos de degradacdo € uma tarefa complexa que
emprega diferentes estratégias e técnicas de analise. A identificacdo de um produto
de degradacéo e de sua rota de degradacédo envolvem uma série de consideracdes
e ndo basta uma técnica de analise ou um dado da literatura para que se obtenha
sucesso nestes projetos. Sabendo-se disto, a seguir sdo enumerados o0s resultados
gue guiaram nossa tomada de decisdo para identificacdo do produto de degradacéo

purificado — NOx-p:

1) A oxidagdo da AMF foi um processo dependente do pH com aumento da
velocidade de reagcdo quando do aumento da concentracdo da forma né&o ionizada
da amina terciaria (em pH mais basico). A literatura cientifica descreve a oxidacéo
de aminas terciarias a seus respectivos N-0xidos em funcdo do pH do meio (FREED
et al., 2008).

2) As andlises por CLAE-DAD demonstraram que a AMF degradou em meio
oxidativo gerando um produto com tempo de retencdo levemente maior e com

espectro de UV muito similar;

3) As analises por massas de baixa resolucdo indicaram que a relacdo m/z
aumentou em 16 da AMF para o NOx-p, sendo a adicdo de um oxigénio a molécula
da AMF uma das possibilidades viaveis. Além do pico do ion molecular, em m/z
334,3, verificou-se a presenca de pico em m/z 667,6, que pode ser atribuido a
formacdo de dimeros tipico de moléculas contendo grupos N-Oxido em técnicas
como ESI e APCI;

4) A andlise por massa de alta resolucdo predisse a seguinte formula estrutural:

C21H3sNO2 com erro na casa de 1 ppm;

5) A andlise por RMN 'H demonstrou que o nimero de hidrogénios das duas
moléculas analisadas manteve-se constante e igual a 35 hidrogénios. O RMN 13C
demonstrou que os carbonos ligados ao nitrogénio foram o0s que tiveram variacao

nos seus deslocamentos quimicos com aumento da eletronegatividade.

Estes resultados permitem propor a reagdo quimica da Figura 26 como
representativa do processo de degradacdo da AMF em meio oxidativo com peroxido
de hidrogénio e formacéo do N-6xido da AMF.
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Figura 26. Reacéo de oxidacdo da AMF em perdxido de hidrogénio.

A Figura 27 apresenta alguns resultados obtidos a partir da estrutura quimica

proposta obtida com auxilio do software ChemDraw Professional versao 16.

O

N .
| N//////

o

(28,6R)-2,6-dimethyl-4-(2-methyl-3-(4-(tert-pentyl)phenyl)propyl)morpholine 4-oxide

Chemical Formula: C,;H55NO,
Exact Mass: 333.3
Molecular Weight: 333.5
m/z: 333.3 (100.0%), 334.3 (22.7%), 335.3 (2.5%)
Elemental Analysis: C, 75.63; H, 10.58; N, 4.20; O, 9.59

Figura 27. Nome quimico e informacdes quimicas béasicas do N-6xido da AMF.



5.7 Conclusdes

Os resultados e discussdes deste capitulo permitem concluir que:

v" A solucao de analise do padrédo de AMF é estavel por pelo menos 4 dias a

temperatura ambiente;
v" A amorolfina é estavel nas condicdes acidas e basicas testadas;

v' A amorolfina degrada em meio oxidativo, porém é dependente do pH do meio.
Quanto maior a quantidade de farmaco néo ionizado (pH > pKa), maior o valor da

constante de reacdo (k) e mais rapida a degradacao;

v A UV-derivada é uma técnica potente para identificacdo de compostos que
possuem espectros de UV similares;

v As técnicas de LC-MS e RMN *H e 3C permitiram identificar e confirmar o N-

oxido como produto de degradacéo oxidativo da AMF.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento e validacdo de método analitico por CLAE-DAD para
quantificacdo da amorolfina presente em formulacdes farmacéuticas foi capaz de

comprovar a acuracia e confiabilidade do método.

A analise da amostra degradada da amorolfina em espectrébmetro de massas
e de ressonancia magnética nuclear permitiu elucidar a estrutura quimica do produto

de degradacéo formado apos exposicdo do farmaco a degradacao oxidativa.

Estes resultados serdo compilados e propostos na forma de artigo para

publicacdo em periédico de circulagéo internacional.
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ANEXO |

Resultados da otimizacdo do método por CLAE-DAD para amorolfina






Resultados provenientes do Programa Design Expert 7.1.5 (Minneapolis, US)
Design Summary -

Study Type Factorial Runs 5

Initial Design 2 Level Factorial Blocks No Blocks
Center Points 3

Design Model 4F|

Factor Name Units Type Low Actual High Actual Low Coded High Coded Mean Std. Dev.

A WMetanol (%) Numeric 64.00 70.00 -1.0 1.0 §7.0 29

B Corc. Tampdo  (mM) Numeric 50.00 250.00 -1.0 1.0 150.0 956

C pH Numeric 175 225 -1.0 1.0 2.0 0.z

] Temperatura (*C) Numeric 25.00 45.00 -1.0 1.0 350 96

Response Name Units Obs Analysis Minimum Maximum Mean Std. Dev. Ratio Trans Model
bl Fator Cauda 35 Factorial 1.514 3.126 216026 0.524725 2.08473 MNone R2FI
s Fator Capacidad (k) 35 Factorial 1.2155 4.8305 23153 0923454 3.597408 MNone R4F|
Y3 Eficiéncia 35 Factorial 381 13345 835574 2915.07 341217 MNone R3FI

Constraints

Lower Upper Lower Upper
Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
Metanol is in range 54 70 1 1 3
Conc. Tampéo is in range 50 250 1 1 3
pH is in range 175 225 1 1 3
Temperatura is in range 25 45 1 1 3
Fator Cauda iz target = 1.65 155 1.7 0.33 0.33 3
Fator Capacidad istarget=3.5 3 4 0.33 0.33 2
Eficiéncia is target = 3000 8000 12000 0.1 01 1
Solutions
Number Metanol Conc. Tampéo pH Temperatura Fator Cauda Fator Capacida Eficiéncia  Desirability
1 64.13 24574 225 25.18 185 33 101871 10 Selecled
pd 64.14 24716 2.24 25.00 1.65 3.3 10185.4 1.0
3 64.10 24543 225 2525 1.85 35 101M88.5 1.0
4 64.09 24579 222 2507 1.85 3.50001 10220.4 1.0
3 64.04 248.10 2.24 25.41 1.65 3.3 10224.6 1.0
i3 64.01 247 64 224 25.60 1.85 35 10232.3 1.0
T 64.03 24554 223 2537 1.85 3.49558 10236.5 1.0
] 64.01 247.05 225 25.66 1.64853 3.50001 10231.5 1.0
] 64.12 24877 2.24 251 1.65042 3.3 10181.2 1.0
10 64.00 248.70 223 2565 1.85 3.48372 102582 1.0
11 6426 24768 223 25.00 1.65 3.45434 10212.8 1.0
12 64.00 248.20 225 28.85 1.65 3.44483 10327.2 1.0
13 64.54 243.49 225 25.00 1.85 3.40787 10201.3 1.0
14 64.05 24451 225 25.69 1.6569 3.50108 10150.6 1.0
15 64.48 250.00 221 25.00 1.65003 3.39831 10271.4 1.0
18 84.00 24822 225 2779 1.85 3.39632 10412.4 1.0
17 64.535 250.00 2.20 25.24 1.65 3.36906 10301.7 1.0
18 54.00 250.00 222 28.40 1.65 3.35523 105061 0.5
15 84.20 24183 225 25.00 1.85014 3.3432 10215.4 0.5
20 §4.78 242,70 2.25 25.06 1.64776 3.3463 10234.6 0.5
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Resumo da primeira solugao com predigao igual a 1.

Design-Expernt® Software

|Prediction 1.0 lesirability

Desirability 250.00
1

0

X1 =D: Temperatura
X2 =B: Conc. Tampéo
200.00
Actual Factors
A Metanol = 64.13
C:pH=225

150.00

B: Conc. Tambéo

100.00

50.00
2500 30.00 35.00 40.00 4500

D: Temperatura

Factor Name Level Low Level High Level Std. Dev. Coding _

A Ketanol 5413 54.00 70.00 0.000 Actua
B Corc. Tampéo 24574 £0.00 250.00 0.000 Actua
C pH 225 175 225 0.000 Actua
D Temperatura 25.18 25.00 45.00 0.000 Actua
Response Prediction SE Mean 95% Cl low  95% CI high SE Pred 95% Pl low  95% Pl high
Fator Cauda 1.65 n.oz2z 1.50 1.70 0.054 1.54 176
Fator Capacidad 35 n.014 347 353 0.026 3.45 355
Eficiéncia 101871 67.31 10048.43 10325.69 147.94 G832 36 1045175
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ANEXO Il

Resultados do Ensaio de Linearidade






CURVA PADRAO 1

Linearity AMF 50 {70-130%) - For Loceryl Formulations

Conc. Peak Area at Imj. Rep.
(ngfmt) 218 nm [mAu.s}* (%) 1500 Curva Padrio 1 - AMF 50 pg/mlL
x4 264.2 0.12% 3 1600 .
354 2443 0.24% E 1200 [ ]
54 8321 0.10% £ o0 e
430 1037.9 0.11% - — . ¥ = 26.235 - §5.581
43.0 1016.0 0.21% E o . R = 08961
430 1038.5 0L07% §
506 1219.4 0.09% g %
506 12693 0.03% 8 0
06 1264.2 0.06% ; 200
8.2 1455.4 0.25% 0
58 ? 14407 0.13% a i 20 30 40 50 =] 70
582 14282 0.11% concentracao de Amorolfing {pg/mi)
658 1654.4 0.04%
&5.8 1626.1 0.02%
658 1624.1 0.21%
* mean of three injections
SUMMARY QUTPUT ANOVA
Regression Statistics df 55 M5 F Significance F
Multiple R 0.9980 Regression 1 1189524596 118952496 3292720172 5.04392E-17
R Square 0.5961 Residual 13 46596 367645 361.259045%6
Adjusted R 5 0.9958 Total 14 1154221 328
Stamdard Errt 19.01
Obsersations 15 Coefficients  Standard Error t Stat P-value Lower 95% Upper 85%
Intercept -85.59 23.65 -3.62 0.00 -136.68 -34.50
RSDreg{%) 1.43% conc. {ug/ml) 26.24 0.46 57.38 0.00 2525 2722
RESIDUAL QUTPUT
Predicted Peak
Stendard
Observation  Areg at 218 nm Residuals _
Residuals
{méus)
1 843.7 2057 112 ;
Residual Plot - AMF 50 mL
2 3437 0.61 0.03 40.00 - ve/
E 2437 -11.56 -0.63 20,00 .
4 1042.3 -4.92 -0.27 :
5 1042.8 -26.75 145 2000 - *
*
& 1042 8 -4.2% -0.23 § 10,00 -
7 12419 -22.54 -1.23
8 12415 27.42 1.50 ﬁ .00 T T T e T +T 1
g 1241.9 7776 1.22 o 100 20.0 30.0 a0.0% 50.0 00 0.0
-10.00
10 14410 2832 1.55 * . t
11 14410 -0.34 -0.02 -20000 .
12 14410 -12.87 -0.70 30,00 - .
13 1640.2 1421 078 ’ conc. (pg/m)
14 1640.2 -14.03 -0.77
15 1640.2 -16.08 -0.88
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CURVA PADRAO 2

Linearity AMF 250 (70-130%) - For In House Made Formulation [IHM)

Conc., Peak Area at Inj. Rep. (%) .
[pg/ml)  Z18nm [mAus TR o Curva Padrio 2 - AMF 250 pg/mL
1764 45353 0.25% Ep— s
176.4 47246 0.11% % s000 .
176.4 45473 0.06% £ 7000 -
2142 5667.6 0.17% = 5000 »
7143 5648.6 0.07% ™ 5000 e
21432 58010 0.10% g 000 y = 27.475x - 166.90
2520 67492 0.17% 2 0 R* =0.9976
3530 68398 0.26% g ¥w
2520 68208 0.12% g 1“'3':
2858 7647.4 0.26% = L1} 50 100 150 200 250 300 350
283.8 76767 0.13% Concentracao de Amorolfing | pg/mi)
2898 7819.0 0.12%
3276 8855.6 0.07%
3276 8829.4 0.04%
3276 83383 0.06%
* mean of three injections
SUMMARY OUTPUT ANOVA
Regression Statistics df 55 M5 F Significance F
Multiple R 0.9988 Regression 1 3235820621 32358206 5511411 1.796-18
R Square 09376 Residual 13 7532468237 53711294
Adjusted R & 0.9375 Total 14 32434530.89
Standard Er 76.62
Obseration 15 Coefficients Stondord Error t Stat P-value Llower 95% Upper 95%
Intercept -166.99 55.34 -1.75 0.10 -372.85 3538
RSDreg({%) 1.11% Conc. (ug/mL) 27.98 0.37 74.24 0.00 26.68 2827
RESIDUAL OUTPUT
Observario  Fredicted Peak .
Area ot 218 nm Residuals N
n (3] Residuals
1 45796 6.3 0.08
2 46796 450 DEL Residual Plot - AMF 250 pg/mL
3 45796 324 -0.44 150.0 -
4 57182 -50.6 -0.68 1600 N
5 57182 -E9.6 -0.54 * '
[ 57182 828 112 50.0 1 . . .
7 6756.7 -75 -0.10 E 00 . . B S . I
B 6756.7 3.0 112 ¥ 5000 50.0 1000 1500 ¢ 2000 2500 3000 3500
3 67567 641 0.87 e T .
10 77353 1479 -2.00 -100.0 - .
11 77353 1186 161 — .
12 77353 237 032
13 28339 217 0.29 -200.0 - cone. fug/mt)
14 883319 -45 -0.06
15 883319 104.4 1.41
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ANEXO Il

Comparacédo das Regressdes Lineares






Resultados da comparacao das inclinacdes (slopes) e interceptos (intercepts)

das diferentes curvas padrao pelo Programa Prism GraphPad 6*.

Linear reg. of Data 1:Tabular results

Curva Padrao 1 Curva Padrao 2
Best-fit values
Slope 2620 = 0.4566 2748 = 0.3701
Y-intercept when X=00 83872362 -167.0 £ 9534
X-intercept when ¥=0.0 3.201 6.079
1/slope 0.03817 0.03640
95% Confidence Intervals
Slope 232110 27.19 26.68 to 28.27
Goodness of Fit
R square 0.9961 0.9976
Svx 19.01 76.62
Is slope significantly non-zero?
F 3292 5511
DFn, DEd 1.000, 13.00 1.000,13.00
P value = 0.0001 = 0.0001
Deviation from zero? Significant Significant
Data
Number of X values 13 15
Maximum number of Y replicates|1 1
Total number of values 13 15
Number of missing values 13 15
Equation Y =2620*X - 83.87 Y =2748*X - 167.0
2
F=0867223. DFn=1DFd=26
P=0.3603

If the overall slopes were identical, there is a 36% chance of randomly choosing
data points with slopes this different. You can conclude that the differences between the slopes are
not significant.

Since the slopes are not significantly different, it is possible to calculate one slope for all the data.
The pooled slope equals 27.4257

7

F = 000255453, DFn=1 DFd=27
P=0.9601

If the overall elevations were identical, there is a 96% chance of randomly
choosing data points with elevations this different. You can conclude that the differences between the
elevations are not significant.

Since the ¥ intercepts are not significantly different, it is possible

to calculate one Y intercept for all the data.
The pooled intercept equals -150.178
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ANEXO IV

Resultados do Ensaio de Precisdo






PRECISAO: Formulacdo solucéo hidrofilica - IHM contendo 30 mg/mL (3%) de

amorolfina.

Precision IHM Solution - & repetitions at 100% on 2 days [content of AMF.HCI: 30 mg/mL]}
Analyst: Diogo Date: dezf10/2019
Injection Repetition Standard 1.1 Standard 1.2 IHM 1.1 IHM 1.2 [IHML13 IHM14 IHML15 IHM L6
Inj 1 65522 6309.2 69406 B907 66723 66B02 63334 67547
Inj 2 65615 6304.4 69249 6BEE 4 66601 &6B0S 63223 67705
Inj 3 6567.5 6323.2 6514.3 BB77.5 66456 66533 6307.7 67655
Mean Area at 218 nm 6560.4 6312.3 B926.6 BEIL.0 66607  B66L.E 63211 6TRAY
Injection Repeatability (%) 0.12% 0.15% 0.19% 0.22% 017% 0%  019%  013% Repeatability 1
Conic. AMF.HCI (pg/mL) 2520 252.0 2712 269.8 260.8 2609 267.1 264.9 Mean RSD (%)
Drug Content (%) 106.4% 105.8% 102.3% 102.3% 104.7% 103.9% 104.2% 1.65%
Analyst: Rafaela Date: dezf12/2019
Injection Repetition Standard 2.1 Standard .2 IHM 2.1 IHM 2.2 [|HM23 IHM24 IHM 2.5 |HM L6
Inj1 5308.% 6105.0 6206.5 6357.4 63755 63725 63025 63815
Inj 2 59189 609G.5 62354 e409.7 63931 63755 63003 63548
Inj 3 5526.8 6108.7 6232.7 &118.3 63835 63718 63074 63575
Mean Area at 218 nm 5913.2 6103.4 62263 6408.5 63842 63733 6303.4 6357.9
Injection Repeatability (%) 0.15% 0.10% 028% 0.16% 0.14% 003% 006%  005% Repeatability 2
Comnc. AMF [pg/mil) 25210 2520 261.0 268.7 2677 2672 264.3 266.6 Mean RSD (%)
Drug Content [%) 102 4% 105 4% 105.0% 104.8% 103.6% 1045% 104.3%  1.05%
Precision Summary Drug Content '":;;:::E Repeatability ¢ Inj.Rep. 3
IHM Formulation® 104.2% 132% 1.35% 0.15%
* state to content 30 mg/ml or 3% of amoralfine hydrochloride.
* mean of 12 determinations
* RSD of 12 determinations
= Mzan of the 2 repeatability RSD

PRECISAO: Formulacdo Loceryl® esmalte — LOE contendo 50 mg/mL (5%) de

amorolfina.
Precision Loceryl Lacquer - & repetitions at 100% on 2 days [content of AMF: 50 mg/mlL)
density [g/ml) 0.213
Analyst: Rafaela Date: jan/10/2019 FCjHcrasary 0,397
Injection Repetition Standard 1.1 Stamdard 1.2 Lol 1.1 Lol 1.2 Lol 1.3 Lolld LollS Lol 1.6
Inj 1 1247 5 12897 13927 13814 14075  13%6 1353 4 1362.3
Inj 2 12547 1288.0 1411 1354 14203 13737 13754 13e4.7
Inj 3 1248 4 12811 13927 135905 14124 13825 13734 1355.2
Mean Area at 218 nm 1250.3 1286.3 1338.8 1338.6 14155 13859 13674 1365.4
Injection Repeatability (%) 0.30% 0.35% 0.76% 0.47% 047% 065%  009% 0.26%
Mass Weighted (mg) 420 10 411 411 04 202 Repeatability 1
Conc AMF.HCI {pugfml) 50.2 50.2 554 550 560 549 541 4.0 Mean  RSD %)
Drug Content (%) 96.8% 95.5% 100.1% S8.0% 08.4% 58.8% 98.4% 1.09%
Analyst: Fernanda Date: jan/04/2019
Injection Repetition Standard 1.1 Stamdard 1.2 Lol 2.1 Lol 2.2 Llol2.3 Lol24 Lol25 Lol 2.6
Inj 1 12185 1265.1 13331 13415 13874 12881 13856 1315.00
Inj 2 1219.00 1265.8 13331 13473 13885 12783 13888 13118
Inj 3 1220.6 1265.1 13344 13353 1388 12793 13852 1312.6
Mean Area at 218 nm 1215.4 1269.3 1335.2 13427 1383.0 12821 13892 1313.1
Injection Repeatability (3} 0.0%% 0.03% 0.19% 0.31% 00s% oa1% 0.03% 0.13%
Mass Weighted (mg} 408 209 416 395 415 398 Repeatability 2
Conc. AMF.HCI {pgfml) 506 S0.& 543 531 S49 50.7 S50 520 Mean RSD (%)
Drug Content (%) 97.8% 95.5% 97.0% 344% 97.3% 95.9% 96.3% L.33%
T e Drug Comtent '";::::"‘_':E Repeatability®  Inj.Rep. ?
Lol Formulation® 97.4% 1.63% 1.21% 0.34%
* state to content 30 mg/mL or 3%.
* mean of 12 determinations
® RS0 of 12 determinations
= Mean of the 2 repeatability RSD
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PRECISAO: Formulagdo Loceryl® creme — LOC

amorolfina.

contendo 2,5 mg/g (0,25%) de

Analyst: Rafaela

Date: jan/04/2019

Precision Loceryl Cream - & repetitions at 100% on 2 days [content of AMF: 0.25% ou 2.5 mg/g)

* ctate to content 30 mgfmi or 3%.
* mean of 12 determinations

® RS0 of 12 determinations

= Mean of the 2 repeatability RSD

Injection Repetition Standard 1.1 Standard 1.2 LoC 1.1 LoC 1.2 loC1.3 LoCild4 LoCl5 Lollé
Inj 1 12185 12681 12965 1408 5 13744 13575 13754 13414
Inj 2 12189 12698 1300.3 14105 13748 13533 13827 13456
Inj 3 12206 12691 13011 12117 13763 13545 13934 13462
Mean Area at 218 nm 1219.4 1269.3 1299.3 1410.2 1375.2 1356.8 13852 13444
Injection Repeatability (%) 0.00% 0.03% 0.10% 0.11% 0.07%  0.15% 0.53% 0.19%
Mass Weighted [mg) 493.2 5213 514 5153 5177 508
Conc. AMF.HCI [pg/mL) 506 =i 528 57.3 555 552 5E.3 547
Drug Content [%) 94.9% 98.6% 97.6%  96.0%  97.6% 96.5%
Analyst: Fernanda Date: jan/10/2019
Injection Repetition Standard 1.1 Standard 1.2 LoC 2.1 LoC 2.2 loC23 LloC2.4 LoC25 LoCl6
Inj 1 12478 12897 1376.2 13531 13524 13185 13288 129010
Inj 2 12547 1288 1378 13551 13533 13264 13176 12939
Inj 3 1248.4 12811 1377.8 13529 13513 13351 13233 12305
Mean Area at 218 nm 1250.3 1286.3 1377.3 1356.0 13523 13233 13229 12915
Injection Repeatability %) 0.30% 0.35% 0.07% 0.26% 0.07% 032% 0.43% 0.15%
Mass Weighted [mg) 5108 5103 5144 5041 4987 4352
Conc. AMF.HCI {ug/ml} 502 5002 545 55.1 550 538 538 511
Drug Content [%) 95 7% 96 9% 959% 958% 968% 92 6%
Precision Summary Drug Ea'mem '":Er;"::::e Repeatability?  Inj.Rep. ?
LoC Formulation® 96.2% 158% 1.49% 0.21%

FCjHo-mar)  0.8597

Repeatability 1
RSD (3}
1.34%

Mean
96.9%

Repeatability 2
RSD [3)
1.64%

Mean
95.6%
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ANEXO V

Resultados do Ensaio de Exatidao






EXATIDAO: Formulacdo solucdo hidrofilica — IHM (adicdo de amorolfina ao

placebo).

Accuracy IHM Solution - 3 levels x 3 repetiticns (standard added to placebo)

AMF 250 [100%) 70% 100% 130%
Injection _ Standard HM  IHM  [HM HM THM THM THMI THMI
Repetition pq 2 tandard LITHM 701 .0 203 1000 1002 1003 1301 130.2 1303
Inj 1 E0G3.9  G0B36 43240 43958 42827 E177.8 60991 59734 77883 77300 Missed
Inj 2 E0G2.9  GO0B22 43251 43120 42662 61786 60801 59355  77ET.0  7TIOT 79464
Inj 3 E0G2.6  GOB7.E 43197 42920 42398 61872 60906 59571 77707 77524 79182
m;‘ﬂ”ﬂ: 3 g0e31  e0Ba5 43229 42939 42796 61812 60859 59568 77822 77ILO 79323
Injection 0.01% 0.05% 00T  025% 028% 008%  016%  028%  013%  02Z%  0.25%
Repentabiliy (%) . . . . . . . . .
:"': MZ'F":EHE' 250.2 250.2 1781 1771 1763 2546 2505 2454 3206 3185 3268
Recovery (%) 100L7% 1011% 1007% 1018% 1003% 581%  93.6%  579%  1005%
RSD [n=3) 0.50% 1.86% 1.34%
Per Level Mean [n=3) 101.2% 100.0% 99.0%
CI95% (34) 59.5-102.4 95.4.104.7 55.7-102.3
RSD [n=3] 150%
Total Mean [n=39] 100.1%

CI95% (%) 98.9-101.2

EXATIDAO: Formulacdo Loceryl® esmalte — LOE (adicdo de amorolfina na

amostra do medicamento).

Accuracy Loceryl Lacquer - 3 levels x 3 repetitions (standard added to Lacquer)
ANF 50 [100%) T0% 100% 130%
Injection Standard Standard 1.2 Lacquer  Lacquer Lol Lol Lol Lol Lol Lol Lol Lol Lol
Repetition 11 i 1.1 1.2 701 702 70.3 1001 1002 1003 1301 1302 1303
Inj 1 13061 12980 5773 5772 9216 8695 8620 12428 Missed 13054 16184 16835 16536
Inj 2 17995  1300.2 574.5 5736 9227 8694 8674 12385 12260 13085 16199 16722 16575
Inj 3 13137 13130 5704  Missed 9214 8752 8597 12521 13354 13051 16211 1679 16616
Mean Area at
;‘S n:' ™ 13pes 13037 574.1 5754 9219 B714 8633 12445 12757 13063 16198 16782 16576
Injection 0.54% 0.62% 0.60%  044% 008% 038% 045% 056% 0.03% 014% 008% 034%  0.24%
Repeatability ()
Conc. AMEHC ) 50.4 222 222 356 337 333 481 473 s0.4 626 64.8 64.0
(ngfmi)
La added
"“T""g’ 177 180 205 191 186 184 181 193 175 19.0 189
Lacgquer Lac
Factor 124 tug;:L; 255 237 231 29 25 247 218 2386 235
[/ fmiL*mgl)
Total - Lacquer [pg/mi]  10.1 99 10.2 252 248 257 a8 412 05
Recovery (%) 100.3% 982% 1013% 99.9% 935%  102.0% 10L2% 102.1%  100.5%
RSD (n=3) 158% 175% 053%
Per Lavel Mean [n=3) 100.0% 100.1% 101.3%
195 (%) 96.0-103.9 95.3-104.5 99.2-103 3
RSD (n=3) 139%
Total Mean (n=3) 100.5%
195 (%) 99.41015
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EXATIDAO: Formulacdo Loceryl® creme — LOC (adicdo de amorolfina na

amostra do medicamento).

Accuracy Loceryl Cream - 2 levels x 3 repetitions [standard added to Cream)
AIF 50 [100%6) 0% 100% 130%
Injection Standard LoL Lol Lol Lol Lol Lol Lol Lol Lol
Standard 1.2 Cream 1.1 Cream 1.2
Repetition 11 ancs =am &% Lream 70.1 70.2 703 101 1002 1003 1300 1302 1303
Inj 1 12631 12916 6371 6366 9485 9355 9472 13376 13237 13226 17451 17154 1667.0
Inj 2 12703 1290.7 6427 6331 9666 9406 9551 13304 13357 13317 17518 17233 16928
Inj 3 12644 12988 6356 6359 9687 9419 9572 13325 13276 13374 17694 17356  1697.0
ME;‘;:: A jsess 12937 639.2 6352  96L6 9353 5532 13335 13310 13306 17554 17214 16856
Injection
REDEETEIJI“‘["" 0.30% 0.34% 0.44% 0.29% 1.10% 0.36% 0.55% 0.28% 0.32% 0.56% 0.71% 0.31% 0.96%
Bl
Canc. 50.04 50.04 5.0 248 e 367 373 521 52.0 52.0 636 67.3 65.9
AMF.HCI : : : - ; : : : ; : : : :
crea[:;;'“d 2428 2447 2695 2601 2676 2601 2624 2648 2730 2621 2477
Cream Factor cream
0.102 76 266 274 266 268 271 214 26.8 253
(vg/lmL*me)) (/)
Total-cream pg/my  10.0 101 53 x5 2532 250 402 205 106
Recovery (%) 100.4% 1013% 990% 1021% 100.8% 99.7% 1005% 1012%  1014%
RSO (n=3] 113% 1.18% 0.48%
Per Level Mean [n=3) 100.2% 100.9% 10°L.0%
5% (3] 97.4-103.0 57.5-103.8 59.8-102.2
RSO (n=3] 0.93%
Total Mean (n=9) 100.7%
5% (%) 100.0-101.4
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ANEXO VI

Estabilidade da Amorolfina






Resultados da Estabilidade da Solucao Padrao de Analise da Amorolfina.

Tabela com resultados da estabilidade em solu¢cao do padréo de amorolfina

200 pg/mL.
Padrio de Amorolfina a 200 pg/mL.
Tempo (dias) [1] 1 2 3 4 Tempo (dias) P200a P200b P200c Média DP
P200a 5146.4 51353 5148.1 5155.7 51839 o 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 0.00%
{Area do pico) 51719 5154.9 5134.2 5157 51593.3 1 95.7% 99.9% 100.1% 99.9% 0.18%
5159.2 5145.1 5141.2 51564 51911 2 99.7% 59.7% 59.9% 99.8% 0.15%
P200b 5165.6 5157.3 51313 5146.7 5147.3 3 95.9% 59.6% 100.0% 99.9% 0.25%
{Area do pico) 5174.2 5167.9 5175.3 51483 5155.2 4 100.6% 99.7% 100.3% 100.2% 0.48%
5169.9 5162.6 5153.3 5147.5 51533 Média 100.0% 99.8% 100.1% 99.5% 0.21%
P200c 5034.5 5041.8 5043.3 50424 5055.2 DPR 0.38% 0.17% 0.13% 0.17%
(Areadopico) 5048.4 50502 50323 50454 50556
5041.5 5046.0 5037.8 5043.9 50554

Sobreposi¢cdo dos cromatogramas do padréo de amorolfina 200 pg/mL demonstrando
pequena variagcdo nas alturas do pico durante os quatro dias de andlise da

estabilidade. Resultados representativos de 1 vial.

Ampliacdo do cromatograma anterior para melhor visualizagdo da reproducdo dos
tempos de retencéo, forma e altura dos picos do padrdo de amorolfina 200 pg/mL.

mU
30 b) Purity factor. 939881
a) Threshold: (999.721
Noise level: (0.1720
m,
1 I
E),
ZD,
7.‘25 7‘5 7‘75 B‘ 3‘25 ‘mn
]mi C) :Eﬁl;;ogan 7.723 (248 mAU %Fs, Sig=) Ref=6.977 & 8.462 of SIG1000005.D
Norm ]
#i Match Entry Time MName
[ 1 [omagm] 1 [ 72 [amramn
100 200]
150
m 100
504
0,
T T 04
0 2
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