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Resumo

Apesar dos progressos tecnolégicos existentes no ambito do desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, a sua aplicacao no ambito do desenvolvimento de genéricos ainda assenta numa forte
base empirica, levando a um grande consumo de recursos e de tempo.

A presente dissertacdo tem como finalidade apresentar um processo de desenvolvimento
acelerado de genéricos através de metodologias expeditas, com o objetivo de apresentar uma
formulagdo através de engenharia reversa aplicada ao produto de referéncia, fornecendo uma
abordagem mais direcionada no seu desenvolvimento, no intuito de conceber produtos genéricos de
uma forma robusta e eficiente.

O produto de referéncia foi a pomada Zovirax 5%, composta por 5%(m/m) de aciclovir e 95%(m/m)
de base de polietilenoglicol.

Este projeto foi idealizado considerando duas abordagens: a abordagem qualitativa e quantitativa.

A abordagem qualitativa foi realizada recorrendo a espectrometria de massa e a cromatografia
gasosa. Posteriormente, foi realizado um delineamento experimental para planificar a metodologia a
seguir no sentido de desenvolver uma analise quantitativa.

A analise quantitativa foi baseada na espetroscopia de infravermelho proximo. A afericdo da
composicao qualitativa foi conseguida pela analise multivariada aplicada a espetros de amostras
produzidas de acordo com um delineamento experimental a lotes do produto de referéncia.
Metodologias baseadas na andlise de componentes principais e classificacdo hierarquica foram
utilizadas para estimar a composi¢cao quantitativa da formulagéo alvo.

Os resultados permitiram determinar a composicdo da base de polietilenoglicol (mistura de
polietilenoglicol 300 e polietilenoglicol 1500) assim como a sua propor¢do relativa. A metodologia
utilizada demonstrou ser eficiente tanto ao nivel da afericdo da composicdo como da quantificacéo,
permitindo ainda uma facil extrapolagdo para outros produtos, sendo assim uma abordagem adequada

de apoio ao desenvolvimento acelerado de produtos genéricos.

Palavras-chave: Engenharia reversa; Espectrometria de massa; Espectroscopia de infravermelho

préximo; Delineamento experimental; Aciclovir; Polietilenoglicol



Abstract

Despite technological advances, most pharmaceutical companies do not have an implemented
methodology for generic product development supported by these technologies yet, developing their
generic products on a strong empirical basis, leading to a greater consumption of resources and time.

The present dissertation aims to present a process of accelerated development of generics through
expeditious methodologies, with the objective of presenting a formulation through reverse engineering
to the reference product, providing a more focused approach in its development, ending up supplying
generic products quite similar with their references.

The reference product was Zovirax 5% ointment, consisting of 5% (w/w) acyclovir and 95% (w/w)
polyethylene glycol base.

This project is divided into two areas: qualitative analysis and quantitative analysis.

Qualitative analysis was performed using mass spectrometry and gas chromatography. With the
data obtained, a design of experiments was carried out to plan the samples to be produced for the
guantitative analysis.

The quantitative analysis was carried out using the near-infrared spectra of the samples, pre-treated
with a 1st Savitzky-Golay derivative and then a hierarchical analysis of clusters, by comparing the
samples produced with batches of the reference product.

The results obtained indicate that the reference product is composed by a polyethylene glycol base
with polyethylene glycol 300 and polyethylene glycol 1500, confirming the absence of propylene glycol
in its composition. It is found that the methodologies used are a good approach for the accelerated

development of a generic product.

Keywords: Reverse engineering, Mass spectrometry, Near infrared spectroscopy, Design of

experiments, Acyclovir, Polyethylene glycol
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1. Introducao

Terminado o prazo de exclusividade conferido pela patente de um produto farmacéutico existe
tipicamente uma diminuicdo gradual do preco de venda do produto, de modo a manter a sua
competitividade no mercado, fruto do aparecimento em muitos casos do mercado de produtos
genéricos.

Apesar dos progressos tecnoldgicos a maioria dos laboratérios farmacéuticos ndo possui uma
metodologia integrada e sistematica para o desenvolvimento de produtos genéricos, desenvolvendo os
seus produtos genéricos numa forte base empirica, numa base pouco sistematica, conduzindo a um
grande consumo de recursos e de tempo.

A presente dissertagcdo tem como finalidade apresentar um processo de desenvolvimento
acelerado de genéricos através de metodologias expeditas, com o objetivo de fornecer uma abordagem
mais direcionada ao seu desenvolvimento.

Este trabalho, fundamentado num problema da empresa Medinfar, tem como objeto de estudo o
desenvolvimento de uma férmula tépica para uma pomada de aciclovir baseada num produto de
referéncia existente no mercado. Para resolver este problema foi criado um processo, utilizado nesta
dissertacéo, a aplicar no desenvolvimento de formula¢cbes (Figura 1), consistindo em 5 fases:
caraterizacao do produto de referéncia, analise qualitativa do produto de referéncia, desenvolvimento
do método de fabrico; delineamento experimental e andlise quantitativa de ensaios preparados, sendo,
apos estas fases, possivel a definicdo de uma formulacéo final. A empresa ja realizou diversos ensaios
com diferentes bases de polietilenoglicol (PEG) descritas na bibliografia, sendo compostas por dois
PEGs e com ou sem propilenoglicol. Devido a indefinicdo existente na bibliografia, a diferenca entre
resultados das andlises e aos ensaios com os lotes de referéncia, foi sugerido o desenvolvimento deste
produto, segundo a abordagem descrita anteriormente.

O produto desenvolvido consiste num semi-soélido, pelo que foi selecionada a seguinte abordagem:
para a andlise qualitativa utilizou-se espectrometria de massa (MS). Para averiguar a presenca de
propilenoglicol recorreu-se a cromatografia gasosa (GC). Em relagdo ao método de fabrico foi adaptado
aquele ja utilizado previamente pela empresa na realizacdo de ensaios anteriores. Para a anélise
quantitativa foram produzidas amostras com base num delineamento experimental (DoE) e analisadas
por espectroscopiia no infravermelho préximo com transformada de Fourier (FT-NIR), aplicando,
posteriormente, uma analise de grupos para determinacdo das percentagens dos componentes

presentes.
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1.1 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento acelerado de uma formulacéo para uma
pomada topica de aciclovir, através de metodologias expeditas, sendo necessario cumprir 0s seguintes

objetivos especificos:

e Analisar qualitativamente a pomada de referéncia;

e Averiguar a presenca de propilenoglicol na pomada de referéncia;
e Desenvolver e/ou otimizar o método de fabrico;

e Analisar quantitativamente a pomada de referéncia;

e Apresentar uma formulag@o com base nos resultados obtidos.



2. Reviséao bibliografica

2.1 Formulacgdes tépicas

Existem varias formulag8es tépicas, entre as quais, pomadas, cremes, geles, espumas, aerossoles
e pensos transdérmicos. As formulagdes topicas semi-soélidas séo as mais utilizadas (1), apresentando
um comportamento reoldgico plastico, caracterizado pela capacidade de adeséo a superficie mantendo
a forma até que seja exercida uma forca extrema, que por sua vez possibilita a deformacao,
aumentando a fluidez (2,3).

As pomadas séo frequentemente constituidas por hidrocarbonetos liquidos inseridos numa matriz
de hidrocarbonetos sélidos com ponto de fusédo elevado. Maioritariamente, a matriz das pomadas é
composta por parafina liquida ou a vaselina, sendo possivel a utilizagdo de outros componentes como
a Plastibase(2). As matrizes constituidas por fusdo de polietilenoglicéis podem resultar em produtos
hidrossolliveis com a consisténcia de uma pomada, sendo preparadas por fusdo simultinea dos
componentes, sendo a substancia ativa ou outros componentes adicionados no estado liquido. Numa
pomada que contenha sélidos insolUveis é necessario um processo de moagem (num moinho coloidal,
homogeneizador, ou misturador ultra-sénico) de forma a facilitar a dispersdo ou dissolucdo dos

ingredientes da base para formar uma pomada monofasica (2,3).

2.2 Desenvolvimento de formulagdes topicas

Buhse et al.(2005)(4) desenvolveu um novo sistema e novas definicbes para determinar a
nomenclatura apropriada a aplicar aos produtos topicos (Figura 2) de forma a rotula-los com precisao,
porque existem produtos mais antigos descritos nas Farmacopeias baseados numa nomenclatura
imprecisa, gerando uma rotulagem imprecisa dos produtos aprovados em relacéo a classificacéo atual.
Por estes motivos torna-se essencial avaliar a lista de medicamentos de referéncia de forma critica
tendo em conta as propriedades quimicas e fisicas, impedindo que, no desenvolvimento de

medicamentos genéricos, a rotulagem seja a Unica fonte a definir a forma topica (1,4,5).
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Figura 2 - Arvore de decis&o sobre a nomenclatura das formulagées topicas(4)

Shad et al. (2015) propds um sistema de classificacdo de formulacdes tépicas que pretende
simplificar as condigSes normativas das formas farmacéuticas tépicas, baseado na equivaléncia
qualitativa e quantitativa da composicéo (Q1 e Q2) e na similaridade das taxas de libertacéo in vitro
(como avaliador da semelhanga microestrutural, Q3) entre as formula¢cdes de um produto genérico e
do produto de referéncia. S6 se existir equivaléncia entre o produto genérico e o produto de referéncia

relativamente aos trés parametros, Q1, Q2 e Q3, é que o produto genérico pode ser adequado para
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Figura 3 - Arvore de decis&o na concess&o de biowaivers para formulacdes topicas(6)

De modo a atingir bioequivaléncia, os genéricos tendem a copiar os produtos de referéncia, usando
as informacdes do folheto informativo, patentes e literatura referente ao produto, e dados adquiridos
através de engenharia reversa, sendo o objetivo maximo no desenvolvimento de um produto genérico
para aplicacao tépica alcancgar equivaléncia qualitativa (Q1), ou seja, conter 0S mesmos componentes
que o produto de referéncia, e equivaléncia quantitativa (Q2), ou seja, conter 0s mesmos componentes
na mesma concentragdo (+5%) que o produto de referéncia. Existe uma enorme vantagem ao
desenvolver uma formulacdo que apresente equivaléncia Q1/Q2, porque a empresa pode, em algumas
situages, ser dispensada de realizar estudos de bioequivaléncia in vivo, caso tenha dados de suporte
que confirmem essa equivaléncia e que o produto desenvolvido exiba caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes com o produto de referéncia(1,6—10). No entanto, para produtos semissoélidos, ndo é
obrigatorio que o produto genérico apresente equivaléncia Q1/Q2, embora exista uma maior
averiguacdo a nivel regulamentar em formulag8es que ndo apresentem esta equivaléncia, obrigando a
empresa a demonstrar que as caracteristicas fisico-quimicas, os atributos criticos de qualidade e a taxa
de fluxo do genérico (através de estudos de permeacgdo da pele humana in vitro e/ou de absorcao
percutdnea em modelos animais in vivo) sdo semelhantes aos do produto de referéncia(1,6,11-14).

Através de engenharia reversa, todos os potenciais problemas, tais como atributos criticos do
produto, estabilidade e eficacia, podem ser minimizados, sendo que devido a protecdo de patente ou a
propriedades indesejaveis presentes na formulagdo do produto de referéncia, a empresa pode optar
por reformular de modo a melhorar os atributos do produto, mas estas modificacfes precisam ser

justificadas pela sua funcionalidade(1,15,16). A utilizacdo de excipientes diferentes, qualitativamente



e/ou quantitativamente, deve ser justificado, exceto se apresentarem uma concentracéo < 0,1% do
peso total do medicamento(1,16).

Durante o fabrico de preparacdes semissolidas pode ser necessario aplicar tratamentos adicionais
como a desaeracgdo por vacuo com agitagdo a velocidade reduzida para remogéo das bolsas de ar. O
tempo de homogeneizacgao e a pressao de vacuo podem ser fatores criticos, afetando a estabilidade
fisica e homogeneidade. As trés principais variaveis no fabrico de preparacdes semissélidas sdo o
tempo, a temperatura e a velocidade de agitacdo, sendo que os parametros do processo para estes
trés fatores inter-relacionados tém de ser identificados e controlados de modo a produzir lotes de
qualidade consistente. Assim, para além dos excipientes utilizados, também o processo de fabrico tem
impacto na cedéncia da substancia ativa por parte da matriz, devido a influéncia deste na microestrutura
da formulagdo, sendo necessario alcancar um arranjo de matéria semelhante ao do produto de
referéncia (Q3), ou seja, 0S mesmos componentes na mesma concentracdo com a mesma disposi¢ao
de matéria (microestrutura) em relacdo ao produto de referéncia, garantindo atributos de qualidade
critica semelhantes(1,6,10-12,17). A equivaléncia Q3 compreende que 0 genérico apresente uma
reologia idéntica, tipo de emulsdo e o0 mesmo estado fisico da substancia ativa no produto semi-
s6lido(1,6,7).

2.3 Caracterizacao do produto de referéncia

Segundo as informacgdes disponiveis na cartonagem e folheto informativo, a pomada de referéncia
destina-se a aplicagéo tépica e é composta por 5% (m/m) de aciclovir, sendo os restantes 95% uma
base de polietilenoglicol(18,19). Relativamente ao tratamento, é aconselhado aplicar a pomada a cada

3 horas, 6 vezes por dia, durante 7dias(18).

2.3.1 Caracterizacédo da substancia ativa
O aciclovir (CgH11NsO3) é um pa cristalino branco, com peso molecular de 225,2 Dalton e ponto de
fuséo aos 255°C A solubilidade maxima em agua é 2.5 mg/mL a temperatura de 37°C e os valores de

pka séo de 2.27 e 9.25(18-20). Na Figura 4 esté representada a sua estrutura molecular.
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Figura 4 - Estrutura quimica do aciclovir (adaptado de (21))

O aciclovir € um analogo aciclico da guanina, sendo o valaciclovir o seu pré-farmaco. Clinicamente,

a acdo antiviral atil do aciclovir util restringe-se aos herpes virus, estando o ciclo de replicacao



representado na Figura 5(18,21). O aciclovir in vitro é mais eficiente contra o HSV-1 do que
comparativamente contra o HSV-2 ou o VZV. Porém, concentracdes elevadas de aciclovir (> 50 pg/mL),

geralmente, ndo comprometem o crescimento de células de mamiferos néo infetadas(18,19,21).
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Figura 5 - Ciclo de replicagdo do herpes virus e local de agdo dos agentes antivirais (adaptado de (21)).
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O mecanismo de a¢éo do aciclovir encontra-se na Figura 6. Este mecanismo consiste na inibigcdo
da sintese de DNA viral através da interagdo com duas proteinas virais, a HSV timidinacinase e a DNA-
polimerase, sendo que a HSV timidinacinase auxilia na captacdo celular e na fosforilagdo inicial do
aciclovir devido a afinidade deste ser 200 vezes superior em relacdo a enzima presente nas células
dos mamiferos(18,21).

Nas células existe competicao entre o trifosfato de desoxiguanosina endégeno e o monofosfato em
trifosfato de aciclovir, convertido pelas enzimas celularese que se encontra em concentra¢cdes 40-100
vezes superiores nas células infetadas pelo HSV(18,21).

Contudo existem casos de resisténcia do aciclovir ao HSV associados a trés mecanismos: auséncia
ou producéo parcial de timidinacinase viral, alteracéo da especificidade do substrato da timidinacinase
e alteracdo da DNA-polimerase viral, sendo as muta¢c@es puntiformes e as insercdes ou supressdes de
bases nos genes correspondentes responsaveis por estas alteragbes enzimaticas. Destes
mecanismos, 0 mais comum consiste na auséncia ou deficiéncia de atividade da timidinacinase viral,

enquanto que sdo raras as mutacdes na DNA-polimerase viral(18,19,21).
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Figura 6 - Mecanismo de agéo do aciclovir em células infetadas pelo herpesvirus simples

A administragdo topica de aciclovir apresenta uma absor¢do percutanea reduzida. Em termos de
efeitos adversos, o aciclovir é bem tolerado, mas quando inserido numa matriz de base de
polietilenoglicol pode ocorrer irritacdo das mucosas e queimaduras transitdrias em lesées genitais. Nas
infecdes labiais(22) e genitais recidivantes pelo herpesvirus simples, o creme tépico de aciclovir tem-

se mostrado moderadamente eficaz, sendo que em pacientes com infe¢des labiais ou faciais muito
localizadas, este ainda proporciona algum beneficio(18,21,23)

2.3.2 Caracterizacéo dos excipientes

O PEG ¢é um polimero produzido através da juncédo de 6xido de etileno e agua, cuja formula esta
representada na Figura 7(24-27). Os PEGs com peso molecular médio entre 200 e 600 sao liquidos a
temperatura ambiente ligeiramente viscosos e transparentes. Os PEGs com peso molecular superior a
1000 sao sélidos a temperatura ambiente de cor branca ou esbranquicada e a sua consisténcia varia

desde pastas a flocos cerosos, sendo que o PEG 6000 e superiores estdo disponiveis em p6(24,25)
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Figura 7 - Estrutura quimica do polietilenoglicol(24)



Os PEGs sdo amplamente utilizados nas formula¢ces farmacéuticas, nomeadamente, formulacfes
parentéricas, tdpicas, oftdlmicas, orais e rectais, tendo sido utilizado em matrizes poliméricas
biodegradaveis para sistemas de libertagcdo controlada. Os PEGs solidos séo geralmente utilizados em
pomadas topicas, sendo a sua consisténcia modificada através da adicao de PEGs liquidos. Tratam-
se de substancias estaveis e hidrofilicas com dificuldade em penetrar na pele, essencialmente nédo
irritantes para esta. No entanto, ocorrendo reacdes adversas estas manifestam-se através de picadas,
especialmente quando aplicado a mucosas, urticaria e reacdes alérgicas atrasadas, sendo os efeitos
adversos mais graves a hiperosmolaridade, acidose metabdlica e insuficiéncia renal em pacientes
gueimados pelo que preparacgfes topicas que contenham PEGs devem ser utilizadas com cautela em

pacientes com insuficiéncia renal, queimaduras extensas ou feridas abertas(24,25,28).

2.4 lonizacao por electrospray

A ionizacao por electrospray (ESI) foi considerada inicialmente como um método de ionizagao
dedicado a analise de proteinas. Posteriormente, comegou a ser usada também para a analise de
polimeros, biopolimeros e pequenas moléculas polares, permitindo, ainda, alcancar uma alta
sensibilidade, sendo fécil de se acoplar a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), a micro
cromatografia liquida de alto desempenho (WHPLC) ou eletroforese capilar. A ESI pode ser usada em
moléculas sem nenhum sitio ionizavel através da formac¢do de aductos de sédio, potassio, amonio,
cloreto, acetato ou outros(29-31).

A ESI é concebida aplicando um campo elétrico forte, a presséo atmosférica, a um liquido que
passa através de um tubo capilar com um fluxo fraco (de normalmente 1-10ul.min1). O campo elétrico
€ obtido através da aplicacao de uma tensao de 3-6 kV entre o elétrodo e o tubo capilar, separados por
0,3-2 cm, produzindo campos elétricos na ordem de 106V.m™1. O processo eletroquimico limita a
corrente aplicada na ESI, sendo que esta € sensivel & concentracdo, ao invés da quantidade total da
amostra(29,31).

Este campo induz uma acumulacdo de carga no liquido superficial localizado no final do capilar,
quebrando-se para formar goticulas altamente carregadas. Um gas, a baixo fluxo, é injetado
coaxialmente, o que permite que a dispersao do spray seja limitada no espacgo. Estas goticulas passam
através de uma cortina de gas inerte aquecido (normalmente nitrogénio), ou através de um capilar
aquecido para remover as Ultimas moléculas de solvente(29).

O spray comeca com uma tenséo inicial dependente da tenséo superficial do solvente para uma
determinada fonte. O solvente presente nas goticulas evapora-se e, consequentemente, faz com que
estas encolham e a carga, por unidade de volume, aumente. Sob a influéncia de um forte campo
elétrico, ocorre deformacéo da gota. Estas goticulas pequenas e altamente carregadas continuarédo a
perder solvente e quando o campo elétrico superficial for grande o suficiente ocorrerd a dessorgédo de
ibes da superficie. As cargas em excesso acumulam-se na superficie da gota. Na massa, os analitos e
os eletrolitos, cujas cargas positivas e negativas sdo iguais em ndmero, estdo presentes numa
concentracdo um pouco maior do que na gota do precursor. A dessor¢cdo de moléculas carregadas

ocorre a partir da superficie, o que significa que a ESI apresenta uma maior sensibilidade para os
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compostos cuja concentracao na superficie € maior. Quando as misturas de compostos sédo analisadas,
agueles que se encontram a superficie das goticulas podem mascarar completamente a presenca de
compostos mais sollveis no solvente(29).

Quando a gota apresenta moléculas muito grandes, ocorre a libertagdo das mesmas quando o
peso molecular dos compostos exceder 5000 a 10000 Dalton. Os iGes obtidos a partir de moléculas
grandes carregam um numero superior de cargas, caso apresentem varios locais ionizaveis. Moléculas

mais pequenas (menos de 1000 Da) geram principalmente i6es monovalentes(29,31).

2.5 lonizacgao por dessorcao alaser assistida por matriz

A ionizacgéo por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI) foi introduzido em 1988. Desde
entdo, tornou-se uma fonte generalizada e poderosa para a producao de ides em fase gasosa intactos
de elevada massa, como proteinas, polimeros sintéticos e grandes compostos inorganicos.
Caracteriza-se por ser um método de facil preparacdo de amostras e com uma grande toleréncia a
contaminagdo por sais, detergentes, etc. O uso de uma matriz proporciona adsor¢éo e ionizacdo das
amostras e representa um fator crucial no sucesso deste método de ioniza¢do(29,32—36).

O MALDI baseia-se em duas etapas. Na primeira etapa, 0 composto a analisar € dissolvido num
solvente contendo em solugdo pequenas moléculas organicas, denominadas de matriz. Essas
moléculas apresentam uma forte absor¢cdo ao comprimento de onda do laser. Esta mistura € seca antes
da andlise e qualquer solvente liquido utilizado na preparagéo da solucdo é removido. As moléculas de
analito sdo embebidas completamente na matriz de forma a que estas moléculas estejam
completamente isoladas umas das outras(29,32—36). Na segunda etapa, a matriz no estado solido, é
colocada dentro do espectrometro de massa, sujeita a pulsos de lazer de curta duragdo, ocorrendo a
adsorcéo, sublimacdo dos cristais da matriz e expansdo da matriz numa fase gasosa, ocorrendo
transferéncia de ides acelerados por um campo electroestatico em direcao ao analisador(29,32—-36).

O MALDI caracteriza-se por ser mais sensivel que outras técnicas de ionizacdo a laser. O numero
de moléculas da matriz supera bastante o do analito, permitindo a separacao das moléculas de anélise
e prevenindo a formac¢&o de aglomerados da amostra, que inibem a formagé&o de ides moleculares. A
matriz também minimiza o dano na amostra causado pelo pulso laser, absorvendo a maior parte da
energia incidente e aumentando a eficiéncia da transferéncia de energia do laser para o analito, o que
faz com que a sensibilidade também seja aumentada. Para além das caracteristicas apresentadas
anteriormente, o MALDI é mais universal que as outras técnicas de ionizacao a laser, uma vez que nao
€ necessario ajustar o comprimento de onda para combinar a frequéncia de absor¢éo de cada analito,
porque é a matriz que absorve o pulso laser. Além disto, como o processo € independente das
propriedades de absorcéo e do tamanho do composto a ser analisado, o MALDI permite a adsorcao e

ionizacdo de analitos com uma massa molecular elevada, superior a 100000 Dalton(29,32-36).

2.6 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa € uma das técnicas de separacao mais usadas para analise de gases,
liquidos volateis e sélidos, tendo sido descrita por Martin e James em 1952. Esta técnica consiste em

volatizar a amostra no injetor, separar os componentes das misturas numa coluna e detecéo de cada
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componente por um detetor. Ao longo dos anos foram introduzidas melhorias neste sistema, apesar de
0s componentes basicos permanecerem os mesmos. Destaca-se a introdu¢éo da coluna tubular aberta
em 1958 por Golay e Desty e em 1979 a introducao de colunas capilares de silica fundida por Dandeneu
e Zerenner. Estas colunas permitiram resolver muitos problemas analiticos como a andlise de misturas
complexas de amostras biologicas, de produtos naturais e a separagao isométrica(37,38).

O sistema de cromatografia gasosa consiste num sistema de abastecimento de gas inerte como
fase movel, passando pelo injetor, arrastando a amostra para a coluna onde ocorre a separacgao. Este
sistema apresenta um forno com termostato para a coluna, um detetor que regista a presenca de
substancias no efluente da coluna e um sistema de dados que permite gravar, apresentar e avaliar o
cromatograma (Figura 8)(37,38).
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Figura 8 - Esquema de um equipamento de cromatografia gasosa (adaptado de (37))

Ao longo do tempo foram desenvolvidos varios sistemas de GC, que introduziram sistemas
eletrénicos e informaticos de processamento e controlo permitindo, o processamento dos dados,
controlo e automatizacao do processo. Para 0 GC se tornar uma técnica mais favoravel contribuiram
também sistemas com combinacdes de colunas de separacdo altamente eficientes e detetores
especificos ou seletivos, como o detetor de captura de eletrées, MS e infravermelho com transformada
de Fourier(37,38).

2.7 Delineamento experimental

O delineamento experimental (DoE) é um método usado para concec¢do eficiente de experiencias.

No contexto deste projeto, o método procura responder de uma forma sistematica a questdes
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especificas relacionadas, por exemplo, a problemas que surjam na producédo, desenvolvimento ou
pesquisa de um produto através de dados qualitativos e quantitativos. Este método prop&e que para se

poder planear as experiéncias de forma eficiente é necessario(39—42):

e Definir o problema
e Definir as variaveis experimentais

e Definir os dados a serem obtidos

Apos serem definidas as gamas de valores a que as variaveis serdo submetidas, sendo que esta
gama de valores é definida com maior facilidade quanto maior for o conhecimento sobre o sistema,

escolhe-se um dos diferentes delineamentos experimentais existentes (Figura 9)(39-42).

Figura 9 — Exemplos de delineamentos experimentais

Apesar de qualquer um dos delineamentos experimentais ser muito Util, estes variam na
capacidade de caracterizar os efeitos da interacdo entre as diversas varidveis, bem como o nimero
total de amostras necessérias, devido a realiza¢éo de replicados de amostras, normalmente da amostra
com os valores médios (ponto central), e a presenc¢a ou auséncia de pontos centrais. O DoE, ao indicar
as experiéncias a executar, sugere aleatoriedade em termos da ordem de preparacéo destas permitido

assim, a diminuicao de erros sistematicos(39-42).

2.8 Espectroscopia de infravermelho proximo

Em 1800, o cientista britdnico William Herschel, enquanto registrava a por¢céo de calor de cada cor
constituinte da luz solar descobre a regido NIR. A espectroscopia NIR permite obter um espectro com
informacao, qualitativa e quantitativa, relativamente aos aspetos fisicos e quimicos. Este espectro
apresenta uma enorme valéncia quando utilizado com ferramentas matematicas de analise multivariada
de dados. Para além disto é uma ferramenta Util na construcéo de bases de dados com os atributos de

processos e de produtos(41,43-50).
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Inicialmente, o potencial desta técnica ndo foi reconhecido pela industria farmacéutica, mas sim,
pela industria agroalimentar, tendo-se verificado um avanco significativo na implementacao desta
técnica como método de controlo de processos e de andlise de qualidade industrial, através do
desenvolvimento de novos formatos de sondas com base em fibra ética e em introdugéo de técnicas
qguimiometricas(41,43,44).

A espectroscopia NIR s6 comecou a ser utilizada na industria farmacéutica recentemente como
forma de monitorizar processos, controlar a qualidade dos produtos e como método de andlise de
matérias-primas(41,43,44).

O despertar do interesse por esta técnica por parte da industria farmacéutica resulta principalmente
da vantagem que a monitorizacdo NIR (técnica ndo invasiva de analise) apresenta relativamente a
outras técnicas, uma vez que elimina a necessidade de preparacdo de amostras, de pessoal qualificado
para as executar e reduzindo significativamente os tempos de andlise, apresentando-se também como
uma técnica de andlise analitica vidvel para a avaliagdo dos processos de mistura de pés, ja que a
grande maioria dos compostos com alguma relevancia para a industria farmacéutica tém sensibilidade
aradiacdo NIR(41,43,44).

Atualmente, a espectroscopia é uma das tecnologias analiticas de processos (PAT) mais utilizada
na industria farmacéutica. Resumidamente a espectroscopia NIR apresenta as seguintes vantagens

relativamente a outras técnicas(41,43,44):

e técnica ndo-destrutiva, rapida e precisa;
e ndo requer manipulacdo da amostra;

e baixo custo por analise;

e boa relagéo sinal-ruido;

e mecanicamente simples.

No espectro de infravermelho, as liga¢des dos grupos funcionais absorvem comprimentos de onda
especificos. Esta absor¢do advém de movimenta¢des moleculares (flex6es e tors6es) e mudancas de
estados vibracionais. Um composto apresenta um espectro de absor¢ao no espectro de infravermelho
sempre que a radiagdo incidente na molécula do composto provoque 0 excitamento dos modos
vibracionais e a sua energia corresponda a diferenca de dois niveis energéticos vibracionais (excitado
e fundamental), existindo dois modos vibracionais: vibracdes de alongamento e vibragbes de
deformacéo, sendo que nas vibragbes de alongamento, 0s atomos movem-se N0 mesmo eixo da
ligagdo, modificando o comprimento da ligacdo e nas vibragfes de deformacéo, ha modificacdo do
angulo de ligacédo entre os &tomos. Observa-se que para moléculas com varios grupos funcionais a
frequéncia de absorcédo para um grupo individualizado € constante, possibilitando o desenvolvimento
de tabelas de correspondéncia entre as frequéncias caracteristicas de absorcdo de cada grupo
funcional (Figura 10)(41,43,44,51,52).
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Figura 10 - Zonas de absorc¢do no espectro de infravermelho préximo(53)

Como forma de acelerar o processo de digitalizac@o, foi desenvolvida a espectroscopia com
aplicagéo da transformada de Fourier. A colocacdo de um interferometro possibilita medir a intensidade
do sinal na ordem de um segundo ou mais na producdo de um sinal singular com todas as frequéncias
do espectro de infravermelho. Com isto, o tempo de analise de uma amostra é reduzido de varios
minutos para uns meros segundos. A radiagdo que sai do interferémetro é posteriormente direcionada
para o detetor, medindo a frac&o de energia que transpds a amostra em cada frequéncia, originando o
interferograma. O interferograma corresponde a um grafico que contém as frequéncias e as
caracteristicas do espectro (intensidade vs. frequéncia). Apds ser gerado o interferograma é aplicada
a transformada de Fourier. Esta operacdo matematica é executada por um microprocessador presente
no espectrofotbmetro ou por um computador associado externamente ao aparelho. Apés o
processamento do interferograma séo apresentados os valores de intensidade da energia absorvida
distribuida por cada comprimento de onda(41,43,44,49,52-55).

Os espectrémetros NIR permitem essencialmente efetuar leituras nos seguintes modos:

e modo de transmitancia
o modo de refletancia difusa.

Neste projeto foi utilizado o método de andlise por refletancia difusa (radiagédo devolvida em todos
os angulos — ou seja, radiacao difusa). Na refletancia difusa apos incidéncia de radiacao na amostra,
parte da radiagao € absorvida e a outra parte (nao absorvida) é refletida de volta. Este método devolve
informacdes sobre as caracteristicas fisicas e quimicas da amostra e € comum ser utilizado na analise
de sdélidos e liquidos viscosos dado que cada molécula tem um espectro particular na regido do
infravermelho, tornando o método viavel para reconhecer diferentes tipos de amostras (anélise
qualitativa). Para além disso é possivel identificar no espectro as frequéncias vibracionais dos atomos

que compde uma amostra representados pela forma de picos ou sobreposi¢édo de picos, a intensidade
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destes picos é correlacionavel com a quantidade de alguns compostos (andlise quantitativa). O valor

de refletancia (R) é definido pela Eq. 1.

R=2= (1)

Na Eq. 1 Ir o valor da intensidade da luz refletida e lo o valor da intensidade da luz
incidente(41,43,44,49,52-55).

2.9 Quimiometria

A quimiometria € uma ferramenta que combina métodos estatisticos e conhecimentos quimicos
para andlise de dados experimentais. A interagdo entre modelos multivariados e empiricos confere &
quimiometria uma poderosa e perigosa capacidade de processamento, tendo a capacidade de atuar
em sistemas cujo os modelos sdo desconhecidos e complexos, ndo estando restringidos por
constrangimentos tedricos, sendo uma enorme vantagem caso o sistema sofra de variagbes amplas
relativamente ao comportamento tedrico conhecido. Contudo, a maioria das técnicas de modelacéo
empiricas precisam de ser alimentadas por largas quantidades de dados com qualidade, sendo que os
modelos empiricos desenvolvidos sé podem ser aplicados com seguran¢a nas mesmas condi¢des que
foram impostas aos dados usados na construgdo o modelo. A utilizacdo de demasiadas variaveis de
resposta na construcdo de modelos origina modelos superestimados, obtendo-se resultados
artificialmente otimistas(39,41,44,56).

As ferramentas quimiométricas podem ser aplicadas em andlise exploratéria de dados,
desenvolvimento de modelos preditivos ou delineamento experimental, tendo-se mostrado mais
eficientes nas seguintes fungdes na especializacdo de instrumentos e na extracdo da
informacéo(39,41,44,56).

Frequentemente, antes da construgcdo de qualquer modelo com base em ferramentas
quimiométricas, é necessario aplicar algum género de tratamento aos dados brutos(39,41,44,56). O
pré-tratamento corresponde a qualquer manipulacdo de natureza matematica, aplicada aos dados
brutos, antes de qualquer analise dos mesmos, reduzindo a influéncia de fontes indesejaveis como o
ruido devido ao equipamento utilizado, ou amplificar as diferengas existentes nos dados, aumentando
o0 desempenho do modelo. Ao aplicar pré-tratamento deve-se ter em consideracéo a probabilidade de
se eliminar ou atenuar informacgdes espectrais importantes. As técnicas que apresentam mais aceitacao

no pré-tratamento de dados de espectros NIR sé0(39,41,44,56):
e derivadas (Savitzky-Golay);

e variacdo de padrdo normal (SNV);

e correcdo multiplicativa de sinal (MSC).
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2.9.1 Derivadas (Savitzky-Golay)

Este pré-tratamento, como o nome indica, envolve a aplicacédo de derivadas a funcdes, sendo que
neste caso o espectro de uma Unica amostra é tratado como uma funcdo. No entanto, em quimiometria,
normalmente utilizam-se derivadas com filtros Savitsky-Golay. Estes filtros séo essencialmente funcdes
locais, aplicadas a cada espectro numa janela mével de largura e resoluc@es definidas, em todo o eixo
do comprimento de onda/nimero de onda, de modo a calcular a derivada em cada um destes pontos
do espectro(39,41,44).

A utilizac@o de 12 derivada em espetroscopia é muito eficaz como pré-tratamento, eliminando as
variacdes de desvio da linha de base do espectro, sendo bastante comum existir desvios de linha de
base espectral entre amostras. A 22 derivada, bastante comum na espectroscopia de refletancia difusa
NIR, traduz-se na eliminag&o das diferencas de desvio de linha de base entre os espectros e diferencas
nas inclinagbes da linha de base entre os espectros, sendo que existe o risco de o ruido espectral ser
amplificado, devendo ser aplicada apenas a zonas muito restritas do espectro. As derivadas podem ser
aplicadas a uma Unica amostra (espectro) de cada vez, ao contrario dos pré-tratamentos de centrado

na média e autocorre¢do, onde é necessario, no minimo, duas amostras(39,41,44).

2.9.2 Aglomeracdao hierarquica

A andlise hierarquica de grupos (HCA) consiste hum algoritmo usado para agrupar objetos de
acordo com um conjunto de dados que os caraterizam. (39,57). Antes de se utilizar um determinado
algoritmo de HCA é necessario definir o espaco de classificagdo e a medida de distancia (Euclideana,
de Mahalanobis, etc.) e, para além destes parametros, definir o método de agrupamento (aglomerativo
ou divisivo). O método de agrupamento define qual a medida de distancia a ser utilizada no algoritmo.

Existem diversos métodos de agrupamento, sendo alguns deles(39,57) listados seguidamente.

e Vizinho mais proximo — utiliza a distancia entre as duas amostras mais préximas de diferentes
agrupamentos. Este método tende a gerar grupos “alongados” no espaco de classificagdo.

e Vizinho mais distante — utiliza a maior distancia entre quaisquer duas amostras de diferentes
agrupamentos. Este método tende a gerar agrupamentos “arredondados” no espaco.

e Média do grupo de pares — utiliza a distancia média entre todos os pares possiveis de amostras
nos dois agrupamentos. Este método requere mais tempo de computacdo, no entanto é
igualmente apropriado nos casos em que 0s agrupamentos de amostras naturais s&o
“alongados” ou “arredondados”.

e Centroide: a distancia entre dois grupos é definida como a diferenga da média multivariada
(centroide) de cada grupo, sendo unidos os dois grupos com a distancia minima.

e Média: igual ao centroide mas utilizando médias multivariadas ponderadas pelo nimero de
objetos em cada grupo.

e Método de Ward: este método nao calcula os centros dos agrupamentos. O agrupamento é
feito através da juncao de dois grupos de objetos existentes, de modo que a variavel agrupada

dentro do grupo resultante seja minimizada.
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O algoritmo HCA utilizando o método de Ward comeca por atribuir a cada amostra o seu préoprio
grupo. De seguida, usa o método de agrupamento pré-definido para encontrar e juntar os dois grupos
mais préximos num sé grupo. Este procedimento é repetido até que seja atingido um nimero pré-
definido de grupos ou seja atingido um Unico grupo, sendo esta condicdo de paragem definida pelo
objetivo da andlise(39,57).

Os dois formatos mais utilizados para apresentar os resultados de um HCA s&o o dendrograma ou
o grafico de dispersédo das amostras no espaco de classificacdo(39). A apresentacao sobre a forma de
dendrograma torna-se (til caso o resultado do algoritmo apresente um Gnico grupo ou um namero pré-
determinado de grupos. Esta forma de apresentacdo fornece ao utilizador informacdes sobre os
subconjuntos de amostras que se agrupam e as distancias limite em que cada amostra se junta a um
grupo(39). O gréfico de dispersdo das amostras no espaco de classificacéo apresenta-se mais limitado,
apesar deste grafico fornecer informacdes sobre as amostras agrupadas e as distancias entre grupos.
A sua utilizacéo s6 é revelante caso o resultado do algoritmo tenha um nimero pré-determinado de
grupos. Para além disto, nos casos em que existem mais do que duas variaveis de entrada (ou seja,
mais do que duas dimensdes no espaco de classificacdo), este grafico apenas consegue apresentar

agrupamento de amostras com duas dimensdes de cada vez(39).
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3. Materiais e métodos

3.1 Analise qualitativa

Para a andlise qualitativa da base PEG utilizou-se MS e para averiguar a presenca de

propilenoglicol utilizou-se MS e GC-MS.

3.1.1 Espectrometria de massa (ESI)

O equipamento utilizado foi um espectrémetro de massa triplo quadrup6lo Micromass Quattro Micro
API™ (Waters Corporation, Milford, MA), com uma fonte ESI acoplada. A aquisigédo dos espectros foi
efetuada em modo positivo para a janela de massas inferior a 700 m/z, sendo que para a detecéo de
propilenoglicol também foi utilizado o modo negativo.

As amostras foram preparadas com uma concentracdo de 1mg/mL em acetonitrilo e filtradas por
um filtro uma malha de PTFE de abertura 0,22um. Antes da analise, as amostras foram diluidas em

acetonitrilo até obter-se a concentragdo de 100ug/mL.

3.1.2 Espectrometria de massa (MALDI)

O equipamento utilizado foi um espectrometro de massa 4800 Plus MALDI TOF/TOF™ (SCIEX,
Concord, Ontério). A aquisicdo dos espectros foi efetuada em modo refletor positivo para a janela de
massas de 700 m/z — 5000 m/z. As amostras foram diluidas numa matriz de &cido a-ciano-4-
hidroxicindmico (CHCA), com uma concentragéo de 10 mg/mL, dissolvida em 50% de acetonitrilo / 0.1%

de &cido trifluoroacético.

3.1.3 Cromatografia gasosa

As amostras foram preparadas com uma concentracdo de 50 mg/mL em metanol, adicionando 0,10
mg/mL de 2,2,2-tricloroetanol como padréo interno e a solucdo-padréo foi preparada com 2.0 mg/mL
de propilenoglicol em metanol, adicionando 0,10 mg/mL de 2,2,2-tricloroetanol como padrao
interno(58). Todas as amostras preparadas foram filtradas por um filtro com malha de PTFE de abertura
0,22um. Utilizou-se uma coluna ZB 5-MS, Zebron, 30 m (comprimento) x 0,25 mm (didmetro interno) x
0,25 uym (espessura da pelicula) acoplada a um detetor de ionizacdo de chama, sendo apresentado na

Tabela 1 as configuracdes utilizadas na analise.
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Tabela 1 - Configuracdes utilizadas nas analises por GC-MS

Parametro Condicao aplicada
Volume de injecéo 1uL
Gés de arraste Hélio
Fluxo de arrasto 2 mL/min
Temperatura do injetor 250°C
Modo de injecéo Splitless (1.5 min)
Proporcéo 1/50
Temperatura da fonte iénica 250°C
Temperatura do detetor 250°C
Tempo de andlise 16 min

Na Tabela 2 encontra-se descrito a programagéo do forno do cromatdgrafo.

Tabela 2 - Programacéao do forno do cromatdgrafo

Taxa (°C / min) Temperatura final (°C) Tempo de retenc¢&o (min)
35.0 5.00
35.00 200.0 1.00
35.00 325.0 10.00

3.2 Analise quantitativa

Para a analise quantitativa foi realizado um delineamento experimental, seguindo-se aquisi¢do dos

espectros NIR das amostras produzidas e de referéncia, terminando com a sua anélise quimiométrica.

3.2.1 Delineamento experimental

O DoE foi realizado utilizando o software MODDE (Vers&o 12, MKS Instruments AB, Umea, Suécia).

Na Tabela 3 sdo apresentadas as configuragfes utilizadas no DoE.

Tabela 3 - Configuracdes utilizadas no DoE

Parametro Condicao aplicada
Fatores 3
Respostas

Obijetivo Andlise exploratoria

Delineamento Fatorial Completo (2 niveis)
Modelo Interacdo

Experiéncias do delineamento 4
Pontos centrais 3
Réplicas do delineamento 0
Total de experiéncias 7
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Neste caso, tratando-se de uma formula¢éo com poucos componentes, foi utilizado um DoE do tipo
fatorial completo, com replicacdo do ponto central, sendo que as varidveis variaram em termos de

proporcao presente de cada constituinte.

3.2.2 Método de fabrico

O método de fabrico utilizado teve como base o protocolo anteriormente utilizado pela Medinfar
Ressalvar que o método de fabrico aqui descrito sera abordado em tragos gerais, devido a questbes
de ordem confidencial, apesar de se ter procedido a otimizacdo deste método e a identificagdo dos
parametros criticos de producéo. Assim sendo, o processo de fabrico traduz-se nos seguintes passos:

1) incorporar a substancia ativa em parte do PEG de menor peso molecular;

2) juntar o restante PEG de menor peso molecular ao PEG de maior peso molecular e fundir;
3) juntar & mistura 1) a mistura 2);

4) deixar arrefecer até a temperatura ambiente e

5) acondicionar.

3.2.3 Infravermelho préoximo
As configura¢des do equipamento utilizadas sdo apresentadas na Tabela 4. Foram analisadas as
amostras obtidas do DoE, as pomadas de referéncia, assim como obtido o espectro de cada

componente presente (informagédo obtida através da analise qualitativa).

Tabela 4 - Configuracdes utilizadas na aquisicdo dos espectros

Parametro Condicéo aplicada
Modo Refletancia difusa

Detetor indio-Galio-Arsénio (InGaAs)
Branco PTFE

Resolucao 8cm-

Varrimentos 32

Janela espetral 10000cm-! — 4000cm-?

Réplicas Triplicados

3.2.4 Analise quimiométrica
A andlise quimiométrica foi realizada utilizando o software MATLAB (Versdo 8.3, MathWorks,
Natick, MA) e PLS Toolbox (Verséo 8.2.1, Eigenvector Research Inc., Wenatchee, WA).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Analise qualitativa

Foram obtidos espectros de massa de varias amostras com o intuito de identificar o(s) tipo de
PEG(s) que compbe(m) a pomada. Estas amostras foram realizadas anteriormente na Medinfar,
baseadas apenas na bibliografia existente. Foram também analisadas amostras de lotes do produto de
referéncia, assim como das matérias-primas utilizadas na preparacdo das amostras realizadas
anteriormente na Medinfar, para verificar o desempenho do método utilizado. Na Tabela 5 estéo

apresentados os ensaios para a analise por ESI.

Tabela 5 - Composicdo dos ensaios preparados para analise por ESI (Anexo A)

Propilenoglicol

Ensaio PEG400 [%] PEG3350 [%)] PEG4000 [%] -
0
ACY116 54,72 - 36,48 3,80
ACY117 54,72 36,48 - 3,80
ACY119 57,00 38,00 - -

A ESI foi utilizada para identificar o PEG com razdo massa-carga inferior a 700. Na Figura 11
encontra-se 0 espectro do branco, neste caso acetonitrilo, para as amostras analisadas por esta
espectrometria de massa.

O espectro da Figura 12 é referente ao PEG 400 puro. Verifica-se que a intensidade do conjunto
de picos situados na zona 200m/z-600m/z apresentam conformacdo semelhante a uma distribuicdo
normal e a diferenca de massa molecular entre estes € constante em 44m/z, caracteristicas intrinsecas
a compostos poliméricos como o polietilenoglicol sendo o pico mais intenso desta distribuicdo em
459m/z. Todos os dados adquiridos neste espectro confirmam que o PEG presente tem uma massa
molecular média de 400.

A Figura 13 apresenta o espectro relativo ao aciclovir. Verifica-se um pico mais intenso em 152m/z
€ um pico em 226m/z. Estes dois picos sao caracteristicos do aciclovir, confirmando a sua presenca.

No ensaio ACY116 (Figura 14) verificam-se todas as condi¢fes referidas anteriormente. Contudo,
nos ensaios ACY117 (Figura 15) e ACY119 (Figura 16), o pico mais intenso relativo ao PEG400 ocorre
em 415m/z.

Em relacéo ao lote comercial 8072471 (Figura 17), verifica-se que a intensidade do conjunto de
picos se situa entre 100m/z-500m/z, apresentando conformacdo semelhante a uma distribuicdo normal,
sendo a diferenca de massa molecular entre os picos constante em 44m/z. O pico mais elevado desta
distribuicdo encontra-se em 327m/z. Contrariamente aos resultados obtidos nas amostras preparadas,
todos os dados adquiridos no espectro do lote comercial indicam que o PEG utilizado apresenta uma
massa molecular média de 300.

No anexo B encontram-se as ampliagfes dos espectros presentes nesta seccao.
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Por sua vez, a MALDI foi utilizada para identificar o PEG com razdo massa-carga superior a 700.
Na Figura 18 encontra-se o espectro de massa da matriz utilizada para andlise, encontrando-se na
Tabela 6 os ensaios utilizados. Como a zona de ionizacao desta matriz fica situada em razdes massa-

carga inferiores a 700, ndo existe interferéncia desta com as analises realizadas.

Tabela 6 - Composicdo dos ensaios preparados para andlise por MALDI (Anexo A)

Propilenoglicol

Ensaio PEG400 [%)] PEG3350 [%] PEG4000 [%] %
0

ACY115 57,00 - 38,00 -

ACY119 57,00 38,00 - -

A intensidade do conjunto de picos do PEG3350 puro (Figura 19), situados entre 2300m/z-4300m/z,
apresentam conformacgédo semelhante a uma distribuicdo normal e a diferenga de massa molecular
entre estes é constante em 44m/z, sendo o pico mais intenso desta distribuicdo em 3431m/z. Todos os
dados adquiridos neste espectro confirmam que o PEG presente tem uma massa molecular média de
3350.

Relativamente ao PEG4000 (Figura 20) confirma-se que a intensidade do conjunto de picos,
situados entre 3000m/z-5000m/z, apresentam conformacdo semelhante a uma distribuicdo normal e a
diferenca de massa molecular entre estes é constante em 44m/z, sendo o pico mais intenso desta
distribuicdo em 3959m/z, confirmando que o PEG presente tem uma massa molecular média de 4000.

O espectro do ensaio ACY115 (Figura 21) confirma a presenca de PEG4000, apresentando todas
as caracteristicas presentes no espectro puro deste PEG. Contudo, o pico mais intenso verifica-se aos
4048m/z.

Na Figura 22, o espectro do ensaio ACY119 indica que o PEG utilizado foi o PEG3350, verificando-
se, como no caso do ensaio ACY115, que o espectro é igual, relativamente ao do composto puro,
excetuando o pico mais intenso, que neste caso € 3387m/z.

Contudo, ao analisar o espectro do lote comercial 8092267 (Figura 23), verifica-se que a
intensidade do conjunto de picos se situa entre 1050m/z-2050m/z, apresenta conformacao semelhante
a uma distribuicao normal e a diferenca de massa molecular entre estes é constante em 44m/z, sendo
0 pico mais intenso desta distribuicdo em 1538m/z. Todos os dados adquiridos neste espectro indicam
gue o PEG presente tem uma massa molecular média de 1500.

No anexo C encontram-se as ampliacdes dos espectros presentes nesta secgao.

Através dos resultados adquiridos pela espectrometria de massa verifica-se que, qualitativamente,
a pomada de referéncia, em termos de base PEG, é composta por PEG300 e PEG1500. Este resultado
invalida a metodologia utilizada anteriormente no desenvolvimento desta pomada por parte da
Medinfar, que indicava uma base PEG composta por PEG400 e PEG3350.

Em relacdo a detecdo de propilenoglicol, ndo foi possivel confirmar a presenca utilizando a
espectrometria de massa porque o equipamento utilizado s6 deteta a partir de 45m/z. Como os trés

picos mais intensos sao inferiores a este valor, torna-se necessario recorrer a outra metodologia.
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4.2 Cromatografia gasosa

N&o sendo possivel confirmar a presencga de propilenoglicol através de espectrometria de massa,
recorreu-se a cromatografia gasosa. Tratando-se de uma analise qualitativa, s6 foi considerada a
presenca de propilenoglicol em amostras com valores superiores a 1 parte por milhdo (p.p.m), devido
a este valor ser o limite de detecéo do NIR. A quantidade de propilenoglicol foi extrapolada através da
comparacao das areas das amostras com um padrdo com concentracdo de 600 partes por bilhdo
(p.p.b).

Na Figura 24 encontra-se o cromatograma do ensaio ACY117. Verifica-se uma alteragcéo do tempo
de retencd@o provocada em fungdo da banda do metanol, que foi o solvente utilizado. A quantidade
estimada de propilenoglicol foi de 1500p.p.m, ndo diferindo muito da quantidade de 1220p.p.m utilizada
na preparacdo do ensaio. A Figura 25 refere-se ao cromatograma do ensaio ACY119. Verifica-se,
igualmente, uma alteracdo do tempo de retencdo provocada em fungéo da bossa do metanol. Apesar
de néo ter sido adicionado propilenoglicol, a andlise por GC deste ensaio estima uma quantidade de
propilenoglicol de 800p.p.b. Este valor podera dever-se a contaminacdo de alguma das matérias-
primas.

Relativamente aos lotes de referéncia, verifica-se que no lote 8072471 (Figura 26) foi detetado
propilenoglicol. Contudo, nao foi possivel quantificar o propilenoglicol porque a area do pico da amostra
€ inferior ao limite de quantificacdo (600p.p.b), podendo apenas afirmar-se que a quantidade de
propilenoglicol é inferior a 600p.p.b. Este resultado pode dever-se a degradacdo de alguma matéria-
prima, devido a pomada ja se encontrar fora do prazo de validade. No lote 8094939 (Figura 27)
considerou-se que este ndo apresenta propilenoglicol, ainda que no cromatograma se verifique aos
5.75min um pico cuja razdo massa-carga € de 45m/z. Contudo, a biblioteca de espectros do
equipamento nao identifica o0 pico, apesar deste apresentar muita similaridade com o espectro de
massa do propilenoglicol.

No anexo D encontram-se as ampliacdes dos cromatogramas presentes nesta seccao.

Com os resultados obtidos na analise qualitativa, concluiu-se que a pomada de referéncia, a nivel
de excipientes, é composta apenas por uma base PEG formada por PEG300 e PEG1500, nao existindo
propilenoglicol na sua constituicdo. Contudo néo se pode descartar a possibilidade de existirem outros
compostos presentes nos lotes comerciais. Com o conhecimento dos dados adquiridos até a este ponto

foi possivel avancar para a analise quantitativa.
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4.3 Delineamento experimental para analise quantitativa

A quantidade dos constituintes que compdem os ensaios para analise quantitativa foi planeada com
recurso a um DoE (Tabela 7), variando os constituintes presentes na formulacdo e mantendo
constantes o procedimento e pardmetros de fabrico, tais como, temperatura, velocidade de agitacéo e
tempos de cada fase. O aciclovir teve uma variacéo entre 4,75%(m/m) e 5,25%(m/m), sendo o valor
central de 5%(m/m). Em relacdo aos PEGs, que compdem os restantes 95%(m/m) da pomada, a
quantidade de PEG1500 foi centralizada em 50%(m/m), tendo variado em +£10%, tendo-se escolhido
este valor devido & existéncia de uma base PEG comercializada com esta percentagem(59). O restante
completado com o PEG300.

O DoE construido foi um fatorial completo de 2 niveis, composto por 7 experiéncias, sendo 3 delas
centradas na face (réplicas do ponto central), ndo tendo sido feita nenhuma réplica do delineamento. A
ordem para a realizac@o das experiéncias foi aleatoria, evitando assim erros sistematicos e minimizar

possiveis diferencas que possam existir durante a preparacao.

Tabela 7 - Ensaios para analise quantitativa planeadas por delineamento experimental (Anexo A)

Expfariéncia Nom_g da_ Ordem ge PEG 300 [%] PEG 1500 [%] _ Aci_clovir
ndamero experiéncia execucao micronizado [%]
1 ACY123 3 55,25 40,00 4,75
2 ACY125 5 35,25 60,00 4,75
3 ACY121 1 54,75 40,00 5,25
4 ACY127 7 34,75 60,00 5,25
5 ACY122 2 45,00 50,00 5,00
6 ACY124 4 45,00 50,00 5,00
7 ACY126 6 45,00 50,00 5,00

4.4 Confirmacao qualitativa

De modo a confirmar os componentes utilizados na preparacdo dos ensaios do DoE, realizou-se
novamente uma analise qualitativa recorrendo a espectrometria de massa. Foi escolhido
aleatoriamente um ensaio do DoE, neste caso o ensaio ACY124.

Verifica-se nos espectros ESI referentes ao ensaio ACY124 e ao lote 8094939, que a intensidade
do conjunto de picos situados entre 100m/z-500m/z apresentam conformacdo semelhante a uma
distribuicdo normal e a diferenca de massa molecular entre estes é constante em 44m/z, sendo o0 pico
mais elevado desta distribuicdo em 305m/z, confirmando a presen¢a de um PEG com massa molecular
média de 300.

Ao verificar os espectros MALDI, confirma-se a presenga de um PEG com massa molecular média
de 1500 no ensaio ACY124, pois a intensidade do conjunto de picos, situados entre 1050m/z-2050m/z,
com o pico mais intenso desta distribuicdo em 1538m/z. Contudo, ao analisar o espectro referente ao
lote 8094939 verifica-se que apesar da distribuicdo dos picos ser igual ao ensaio ACY124, o pico mais
intenso desta distribuicdo ocorre em 1362m/z, indicando assim que o PEG presente tem uma massa
molecular média de 1300.

No anexo E encontram-se as ampliagfes dos espectros presentes nesta seccao.
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Através destes resultados confirma-se que, qualitativamente, o ensaio ACY124, em termos de
base PEG, é composto por PEG300 e PEG1500. Contudo, em relacdo ao lote 8094939 verifica-se que,
em termos de base PEG, é composto por PEG300 e PEG1300 contrariamente aos resultados obtidos

na analise do lote 8092267. Esta diferenca pode dever-se ao facto do lote 8094939 encontrar-se com

validade expirada..
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4.5 Analise quantitativa

ApOs a preparagdo das amostras do DoE, estas foram analisadas por espectrofotometria NIR. A
aquisicdo dos espectros de absorvancia foi feita por refletdncia difusa para todos os componentes,
utilizando politetrafluoretileno (PTFE) como branco. Com compostos transparentes e translicidos néo
é possivel obter espectros por refletincia difusa porque a radiacdo atravessa toda a amostra,
impossibilitando que esta seja devolvida ao equipamento. Como o PEG300 é um liquido transparente
e para evitar 0 aumento de variabilidade ao comparar espectros com modos de leitura diferentes,
experimentou-se obter os espectros deste PEG através de refletancia difusa, colocando um disco de
PTFE sobre a amostra, de modo a permitir que a radiac@o seja devolvida ao equipamento. Foram
produzidos dois discos, sendo que o disco da Figura 32A se destinou a compostos semi-soélidos e o da
Figura 32B a compostos liquidos. Verificou-se que a utilizagcdo dos discos permitiu obter espectros com
melhor razéo sinal-ruido, comparativamente com os espectros obtidos por transmitancia, pelo que se
utilizou os discos para a aquisicdo dos espectros.

il

Figura 32 - Representagéo dos discos de PTFE utilizados

A Figura 33 apresenta o espectro NIR dos compostos puros verificando-se que o PEG300 e o
PEG1500 tém os espectros muito semelhantes, variando essencialmente na intensidade dos picos.

Verifica-se, igualmente, que o aciclovir tem absorcéo fraca na zona espectral referente ao NIR.
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Figura 33 - Espectros NIR dos constituintes puros presentes na pomada obtidos por refletancia difusa

Ao comparar 0s espectros dos constituintes puros, das amostras do DoE e do lote 8092267 (Figura

34) observa-se que em alguns espectros das amostras do DoE e do lote 8092267 houve deslocacao

33



dos picos em algumas zonas do espectro. Este desvio ocorre para a esquerda em cerca de 50cm-! nos
espectros dos lotes de referéncia e de alguns ensaios comparativamente aos picos do espectro de

aciclovir puro.

6 T T T
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PEG1500
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2 1 | | | | | 1 | |
4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500 9000

Figura 34 - Espectros NIR dos constituintes puros presentes na pomada e dos ensaios do delineamento
experimental obtidos por refletancia difusa

Os picos presentes na primeira zona do espectro (Figura 35) correspondem principalmente a
interacdes de ligagdes N-H, C-N, C=0, sendo também uma zona de absorc¢do da dgua(43,60). Os picos
presentes na segunda zona do espectro (Figura 36) correspondem principalmente a ligagcdes N-H
presentes em amidas e ligagbes O-H presentes em polimeros, como os PEGs(43,60). Os picos
presentes na terceira zona do espectro (Figura 37) correspondem principalmente a interacbes de
ligagBes N-H presentes em aminas primarias de compostos aromaticos(43,60). Os picos presentes na
quarta zona do espectro (Figura 38) correspondem principalmente a interacfes de ligacbes C-H
relacionadas com grupos carbonilo(43,60). Os picos presentes na quinta zona do espectro (Figura 39)
correspondem principalmente a interacdes de ligagdes N-H em aminas secundarias(43,60). Os picos

presentes na sexta zona do espectro correspondem (Figura 40) principalmente a ligacbes N-H(43,60).
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Estando estas deslocacdes associadas, maioritariamente, ao espectro do aciclovir e ocorrendo em
zonas de picos de absorcao de agua, decidiu-se avaliar a presenca de agua no aciclovir, de forma a
verificar se em algum momento do processo através da interagdo com os PEGs ou devido as condi¢des
de acondicionamento, o aciclovir ficou hidratado(61—63). Para isso colocou-se um pouco de aciclovir
numa estufa a 50°C, adquirindo-se o espectro ao fim de 17h, sendo novamente colocado na estufa,
desta vez a 70°C, adquirindo-se o espectro apds 4h. Na Figura 41 estao apresentados estes espectros
e verificando-se uma diferenca minima, ocorrendo apenas a nivel de intensidade, confirmando que a
presenca de agua nao é a causa da deslocacao dos picos.
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Figura 41 - Espectros NIR do aciclovir, do aciclovir em estufa a 50°C e do aciclovir em estufa a 70°C, obtidos por
refletancia difusa

Com o intuito de testar a hipétese de as deslocac¢6es dos picos se deverem a interagdes entre 0s
PEGs, prepararam-se bases PEG sem aciclovir e replicou-se um dos ensaios que apresentava as
deslocacdes dos picos (Tabela 8), como acontecia igualmente nas pomadas de referéncia. As bases

PEG preparadas tinham percentagem semelhante as bases PEG das amostras cujo espectro
apresentava deslocacgéo de picos.

Tabela 8 - Composicdo dos ensaios ACY128 a ACY132 (Anexo A)

Ensaio PEG 300 [%] PEG 1500 [%] micﬁjcn'fz'ggg %
ACY128 54,75 40,00 5,25
ACY129 57,89 42,11 0,00
ACY130 47,37 52,63 0,00
ACY131 52,63 47,37 0,00
ACY132 50,00 50,00 0,00

Na Figura 42 verifica-se que a deslocacdo dos picos ndo é devida a interacdes entre os PEGS,

concluindo-se que o aciclovir é o responsavel pela deslocacdo dos picos. Ao analisar atentamente o
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procedimento utilizado na preparacdo das amostras, constatou-se que a causa podera estar na
quantidade de PEG300 utilizada na incorporacédo, sendo que esta deslocacdo sé aparece caso o

aciclovir fique bem incorporado na base PEG, servindo como um indicador da uniformidade do produto

acabado.

ACY128
— ACY129
ACY130
ACY131
—ACY132 H
Lote 8092267

Data

| | | | |
-0.5
4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500

Wavenumber (cm-1)

Figura 42 - Espectros NIR dos ensaios ACY128 a ACY132 e do lote 8092267 obtidos por refletancia difusa

Para ultrapassar o problema da deslocacgéo dos picos, eliminou-se a zona espectral onde estes se

encontravam (Figura 43).

ACY128
— ACY129
ACY130
ACY131
ACY132
Lote 8092267

Data

0.5

| | | | | | | |
0.5

4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500
Wavenumber {cm-1)

Figura 43 - Representacéo grafica dos espectros utilizados, com a exclusdo das bandas correspondentes ao
aciclovir nas pomadas

A primeira andlise consiste em relacionar os ensaios compostos apenas com base PEG com o

ensaio ACY128 e com as pomadas de referéncia, aplicando-se previamente como pré-processamento
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0 método Savitzky-Golay com 12 derivada, 15 pontos de tamanho de filtro e polinbmio de 22 ordem

(Figura 44), de modo a aumentar as diferencas existentes entre 0s espectros.

Data

Figura 44 - Representacdo grafica dos espectros utilizados apés a aplicacao do pré-processamento
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A andlise quimiométrica realizada trata-se de uma analise de grupos aglomerativa utilizando o

método de Ward.

Através do dendrograma apresentado na Figura 45, verifica-se que as pomadas de referéncia e o

ensaio ACY128 sdo mais semelhantes entre si relativamente aos outros ensaios que contém apenas

base PEG. Isto deve-se ao facto dos outros ensaios ndo conterem o aciclovir, indicando que o principal

fator de diferenga é a nivel qualitativo, ou seja, a presenca ou auséncia de aciclovir. Contudo o lote

L8092267 é menos semelhante comparativamente com os outros lotes de referéncia. Isto pode dever-

se ao facto de o lote L8092267 conter PEG1500 e os outros lotes de referéncia conterem PEG1300.

Devido a semelhanga entre o lote L8092267 e 0 ensaio ACY128 conclui-se que a percentagem de

PEG300 e PEG1500 é igual, sendo também confirmado pela semelhanc¢a existente entre estes e o
ensaio ACY129 (base PEG do ensaio ACY128).
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Figura 45 - Dendrograma com os ensaios ACY128 a ACY 132 e pomadas de referéncia

No dendrograma da Figura 46 verifica-se que a pomada de referéncia e o ensaio ACY128 sdo mais
semelhantes entre si do que 0s outros ensaios compostos apenas com base PEG. Isto deve-se ao facto
dos outros ensaios ndo conterem o aciclovir, indicando que o método quimiométrico utilizado é sensivel
a auséncia de aciclovir, apesar da eliminacdo das zonas espectrais com 0s picos de deslocados do
aciclovir. Verifica-se, igualmente, que o lote L8092267 e 0 ensaio ACY128 estdo presentes no mesmo
grupo, concluindo-se assim que a percentagem de PEG300 e PEG1500 é aproximada, ou seja, 55% e
40%, respetivamente. Este resultado também é confirmado pela semelhanga existente entre estes e o
ensaio ACY129 (branco do ACY128).

ACY132_1.Absorbance

ACY131_1.Absorbance

ACY130_1.Absorbance

ACY129_1.Absorbance

L8092267_1.Absorbance

ACY128_1.Absorbance

1 L L 1
-0.05 0 0.05 0.1
Variance Weighted Distance Between Cluster Centers

Figura 46 - Dendrograma com os ensaios ACY128 a ACY 132 e lote 8092267
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A segunda analise consiste em relacionar os ensaios do DoE com as pomadas de referéncia. Para

ultrapassar o problema da deslocacdo dos picos, eliminou-se a zona espectral onde estes se

encontravam (Figura 47).

2:5 T T

Data

_0-5 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500

Wavenumber (cm-1)
Figura 47 - Representacdo grafica dos espectros utilizados, com a exclusdo das bandas correspondentes ao

aciclovir nas pomadas

Como pré-processamento foi aplicado o método Savitzky-Golay com 12 derivada, 15 pontos de

tamanho de filtro e polindmio de 22 ordem (Figura 48), de modo a aumentar as diferencas existentes

entre 0s espectros.
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Figura 48 - Representacao grafica dos espectros utilizados ap6s a aplicacao do pré-processamento

Através do dendrograma da Figura 49 verifica-se que o lote L8092267 e 0 ensaio ACY122 sédo mais
semelhantes entre si do que com 0s outros ensaios. Devido a semelhanca entre o lote L8092267 e o
ensaio ACY122 conclui-se que a percentagem de PEG300 e PEG1500 ¢ igual, ou seja 45% e 50%,

respetivamente.
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Dendrogram of Data with Preprocessing: 1st Derivative (order: 2, window: 15 pt, incl only, tails: polyinterp)
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Figura 49 - Dendrograma com ensaios do DoE e pomadas de referéncia

Concluindo, através dos resultados obtidos verificou-se que a pomada mais semelhante com lotes
da pomada de referéncia foi o ensaio ACY122, pelo que se considera que a formulagdo final seja a

seguinte (Tabela 9):

Tabela 9 - Formulacao final
Componente Aciclovir PEG300 PEG1500

%(m/m) 5 45+5% 50+5%

Contudo, devido a toda a variabilidade entre lotes comerciais (nem sempre € utilizada a mesma
base PEG) e atribuindo uma margem de erro de +5% na previsdo da percentagem dos PEGs, ndo se
pode excluir a possibilidade de ser uma base PEG existente comercialmente, visto que a base
LANOGEN® 1500 (composta por PEG300 e PEG1500 na proporgdo de 1:1)(59) é semelhante aos

resultados obtidos, traduzindo-se na seguinte formulagéo (Tabela 10):

Tabela 10 - Formulacéo final com base PEG comercial
Componente Aciclovir PEG300 PEG1500

%(m/m) 5 47,5 47,5
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5. Conclusao

Concluindo, os objetivos inicialmente definidos nesta dissertacdo para o desenvolvimento
farmacéutico de uma pomada genérica de aciclovir por engenharia reversa foram cumpridos.

Demonstrou-se que, através de MS, é possivel identificar os compostos presentes na formulagao
do produto de referéncia, tendo sido identificado o PEG300 e o PEG1500. Verificou-se, com a analise
por MS, que os lotes do produto de referéncia tém variacbes no PEG de elevado peso molecular,
detetando-se amostras que contém PEG1300 e outras que contém PEG1500, podendo esta diferenca
dever-se a degradacdes. Em relacdo ao propilenoglicol, este ndo foi detetado por MS devido ao
equipamento detetar, no minimo, 45m/z, sendo que a utilizacdo de GC revelou-se uma boa alternativa
para este caso em concreto.

O método de fabrico utilizado foi otimizado com base no procedimento ja existente, identificando-
se 0s parametros criticos do processo, apesar de durante o desenvolvimento das amostras ter-se
verificado que existe a possibilidade de se utilizar outro procedimento para produzir esta pomada.

Em termos da andlise quantitativa, a espectrofotometria NIR por refletancia difusa demonstrou ser
bastante sensivel, conseguindo identificar diferencas ao nivel da microestrutura (auséncia de
incorporagéo total do aciclovir ou auséncia deste) entre as amostras e a pomada de referéncia. Estas
diferencas apresentaram-se sob a forma de deslocamento para a esquerda de determinados picos
(contribuicdes do aciclovir) em cerca de 50cm ! em rela¢éo ao espectro de aciclovir, influenciando os
resultados da andlise quimiométrica, tendo sido excluidas as zonas onde este fenémeno ocorria.

A andlise quimiométrica através da analise de grupos hierarquica aglomerativa utilizando o método
de Ward revelou-se eficaz, pois consegui ter sensibilidade suficiente para classificar as amostras e os
produtos de referéncia, colocando a amostra ACY122 e o lote 8092267 no mesmo grupo, indicando
que estas duas formulagtes tém maior semelhanca entre si do que com todas as outras formulagfes
em analise.

Com todos os dados adquiridos durante o desenvolvimento foi possivel apresentar uma formulagao
final constituida por 5%(m/m) de aciclovir, 45+5%(m/m) de PEG300 e 50+5%(m/m) de PEG1500.
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6. Perspetivas futuras

Este trabalho focou-se essencialmente no desenvolvimento da formulacdo através de engenharia

reversa, sendo de seguida apresentadas ideias para possiveis trabalhos futuros.

e Desenvolver a pomada de modo a obter-se equivaléncia Q3.

e Averiguar se a presenca de PEG1300 se deve a degradacédo do produto.

e Desenvolver outros tipos de formulacdes tépicas de aciclovir utilizando engenharia reversa.

e Utilizar outras ferramentas quimiomeétricas para a analise quantitativa.

e Desenvolver o método de fabrico através da estratégia de Quality-by-Design.

e Comparar métodos de fabrico diferentes e avaliar o impacto na microestrutura da
formulacéo.

e Aplicar a metodologia descrita na producéo de outros produtos biossimilares.

e Desenvolver uma metodologia que permita relacionar a aquisicdo de espectros por
refletancia difusa com a aquisicdo de espectros por transmiténcia em espectrometria NIR.

e Desenvolver um método para aquisi¢do de espectros de compostos liquidos e semi-sélidos

por refletancia difusa.
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Anexo A

Nas tabelas seguintes é apresentado a composicdo dos ensaios utilizados na elaboracéo desta

dissertacéo.

Propilenoglicol

Ensaio PEGA400 [%] PEG3350 [%] PEGA4000 [%] %
ACY115 57,00 . 38,00 5
ACY116 54,72 ; 36,48 3,80
ACY117 54,72 36,48 : 3,80
ACY119 57,00 38,00 : :
Ensaio PEG 300 [%] PEG 1500 [%] L heiclovr %
ACY121 54,75 40,00 5,25
ACY122 45,00 50,00 5,00
ACY123 55,25 40,00 4,75
ACY124 45,00 50,00 5,00
ACY125 35,25 60,00 4,75
ACY126 45,00 50,00 5,00
ACY127 34,75 60,00 5,25
Ensaio PEG 300 [%] PEG 1500 [%] micﬁ)"n'fz'gé’g %
ACY128 54,75 40,00 5,25
ACY129 57,89 42,11 0,00
ACY130 47,37 52,63 0,00
ACY131 52,63 47,37 0,00
ACY132 50,00 50,00 0,00
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Anexo B

Nas figuras seguintes sdo apresentadas as ampliacGes dos espectros de massa de ionizagao

por electrospray, utilizados na elaborac¢do desta dissertagao.
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Sample 84_2017
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Sample 85_2017
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Anexo C

Nas figuras seguintes sdo apresentadas as ampliacGes dos espectros de massa de ionizagao
por dessorcado a laser assistida por matriz, utilizados na elaboragao desta dissertacao.
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Anexo D

Nas figuras seguintes sdo apresentadas as amplia¢Ges dos cromatogramas obtidos por
cromatografia gasosa, utilizados na elaboracao desta dissertacao.
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Anexo

E

Nas figuras seguintes sdo apresentadas as ampliacGes dos espectros de massa de ionizacao
por electrospray e de ionizacao por dessorcao a laser assistida por matriz, para confirmacao
qualitativa, utilizados na elaboracdo desta dissertacao.
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