A
e

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

Guilherme Davi Aschar

Estudo de pré-formulacao de Ramipril comprimidos,
avaliacao da interacao entre farmaco e excipientes e

elucidacao das vias de degradacao

CAMPINAS

2017



Guilherme Davi Aschar

ESTUDO DE PRE-FORMULACAO DE RAMIPRIL
COMPRIMIDOS, AVALIACAO DA INTERAGCAO
ENTRE FARMACO E EXCIPIENTES E ELUCIDACAO
DAS VIAS DE DEGRADACAO

Dissertacao apresentada ao
Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para a obtengdo do
titulo de Mestre em biociéncias e tecnologia
de produtos bioativos na area de farmacos,

medicamentos e insumos para saude.

Orientador: PAULO CESAR PIRES ROSA

O arquivo digital corresponde a verséo final da

dissertacdo defendida pelo aluno Guilherme Davi

Aschar e orientada pelo Dr. Paulo César Pires Rosa.

CAMPINAS

2017



Agéncia(s) de fomento e n®(s) de processo(s): N3o se aplica.

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biclogia
Mara Janaina de Qliveira - CRB 8/6972

Aschar, Guilherme Davi, 1987-

As23e Estudo de pré-formulagdo de ramipnl comprimides, avaliagdo da
interagdo entre farmaco e excipientes e elucidacio das vias de degradacio /
Guilherme Davi Aschar. — Campinas, SP : [s.n.], 2017,

Orentador: Paulo César Pires Rosa.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biclogia.

1. Ramipril. 2. Dicetopiperazinas. 3. Analise cromatografica. 4. Composicio
de medicamentos. 5. Degradac3o forgada. |. Rosa, Paulo César Pires, 1976-_ 11
Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Preformulation study of ramipnl tablets, evaluation of
interaction between drug and excipients and elucidation of degradation routes
Palavras-chave em inglés:

Ramipnl

Diketopiperazine

Chromatographic analysis

Drug compounding

Stress testing

Area de concentragio: Famacos, Medicamentos e Insumos para Saude
Titulagao: Mestre em Ciéncias

Banca examinadora:

Paulo César Pires Rosa [Orientador]

Alexandra Christine Helena Frankland Sawaya

Gislaine Riccl Lecnardi

Data de defesa: 08-06-2017

Programa de Pés-Graduagéo: Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioativos

Campinas, 08/06/2017.



Comissao Examinadora de Defesa

Prof. Dr. Paulo César Pires Rosa (orientador)
Profa. Dra. Alexandra Christine Helena Frankland Sawaya

Profa. Dra. Gislaine Ricci Leonardi

Observacao: Os membros da Comissao Examinadora acima assinaram a Ata
de defesa, que se encontra no processo de vida académica do aluno.



“O saber se aprende com os mestres
e com os livros. A sabedoria se aprende
€ com a vida e com 0s humildes.”

Cora Coralina



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a Deus, que me possibilitou a oportunidade e o interesse em realizar esse
trabalho.

Aos meus pais, Sergio e Cidinha, por transmitirem valores ndo so por palavras, mas com exemplo

de vida, e por me fazerem acreditar que seria capaz de vencer os desafios.

A minha esposa Alyne, pelo companheirismo e por me encorajar a seguir em frente, me apoiando

sempre.

A minha filha Clara, que desde que entrou na minha vida, deu mais sentido a tudo, transformando
dificuldades em desafios, fortalecendo minha vontade de vencer e realizar meus objetivos e me

possibilitou conhecer o amor incondicional.

Aos meus irmdos Juliana e Sergio e a todos meus familiares, pelo amor, carinho e por apoiar, torcer

e vibrar pelas minhas conquistas.
Aos meus amigos que me ajudaram, apoiaram e tornam minha vida mais feliz.

Aos professores Dra. Priscila Mazzola, Dr. Francisco Pessine e Dr. Marcos Salvador, pelas
contribuigbes durante a qualificacdo do projeto de pesquisa e a disponibilidade, as professoras Dra.
Lucildes Mercuri, Dra. Maria Teresa Clerici e novamente Dra. Priscila G. Mazzola pelas contribuicdes
no exame de analise prévia e as professoras Dra. Alexandra Sawaya e Dra. Gislaine Leonardi, por

aceitarem participar do exame de defesa.

A industria de medicamentos Medley Farmacéutica, especialmente & Flavia Bonetti e Mério Braga,

pelos ensinamentos sobre formulagéo e tecnologia farmacéutica.

Por fim, e ndo menos importante, eu agradeco imensamente ao Prof. Dr. Paulo Cesar Pires Rosa,
pela oportunidade e por todos os ensinamentos e direcionamentos. Sem vocé me orientando e

apoiando, com certeza, este projeto jamais seria concretizado.

Muito obrigado a todos vocés!



RESUMO

O Ramipril € um anti-hipertensivo muito eficaz e amplamente utilizado por ser
indicado no tratamento de casos de hipertensdo em pacientes pos-infarto do
miocardio e/ou com complicagdes renais. Estudos indicam que esse farmaco
apresenta consideravel grau de instabilidade frente a algumas condicoes de
estresse, fabricacdo e armazenagem. Diante disso, surgiu a motivacao de elucidar a
etapa de pré-formulacdo de medicamentos contendo o farmaco Ramipril, sendo
realizado um estudo com analises cromatograficas de teor e impurezas que auxiliam
na interpretacdo dos dados de analises térmicas, possibilitando uma investigacéao
mais concisa que a presente na literatura até o momento. Para garantir a
confiabilidade dos resultados, foi realizado um estudo de validacdo parcial da
metodologia farmacopeica empregada para quantificar o ativo e as impurezas,
obtendo-se dados de seletividade, linearidade, exatiddo e precisdo que comprovam
que o método é adequado para a finalidade pretendida. A fim de se verificar quais as
vias de degradacdo e os principais produtos de degradacdo formados quando o
Ramipril € submetido as condigdes de estresse, realizou-se o estudo de degradacao
forcada, demonstrando que o Ramipril € muito sensivel a hidrélise basica, ocorrendo
formacao do Ramiprilato e a degradacdo por aquecimento, formando o Ramipril
dicetopiperazina. Foram preparadas misturas de Ramipril com excipientes que foram
analisadas logo apo6s preparo e depois de serem expostas a 40 °C e 75% de
umidade relativa por trés meses e seis meses. Os resultados mostraram que o0s
excipientes estudados ndo apresentaram interagdes prejudiciais para a estabilidade
da formulacgao, portanto eles sao adequados para o uso em formas farmacéuticas
sblidas contendo Ramipril. Nao se obteve nenhuma evidéncia de que misturas
prévias com determinados excipientes podem aumentar a estabilidade do produto. O
farmaco estudado mostrou-se extremamente sensivel ao aquecimento e a umidade,
podendo ocasionar a ciclizacédo e a hidrélise do farmaco, respectivamente, por isso
recomenda-se evitar processos de granulagdo via Umida, que necessitam de
secagem por aquecimento e o uso de embalagens condutoras de calor como
aluminio, sendo preferivel o uso de plasticos com baixa permeabilidade e evitar o
uso de excipientes higroscopicos em formulacdes contendo Ramipril.

PALAVRAS-CHAVE: Ramipril, Ramipril Dicetopiperazina, Ramiprilato, Pré-
formulacéo, Degradacao forcada.



ABSTRACT

Ramipril is an important antihypertensive, indicated for the treatment of hypertension
cases in post-myocardial infarction patients and/or renal complications. This drug,
however, has considerable instability degree in some stress conditions. This
information led to elucidate the stage of pre-formulation the medicament containing
Ramipril, and a study with assay and impurities chromatographic analyzes that can
auxiliary in the interpretation of the thermal analysis results, it was enabling a
research much more complete than the present in literature today. To ensure to
confiability of results, it was performed a partial validation study of pharmacopoeial
methodology used for quantifying the active and impurities, with date of selectivity,
linearity, accuracy and precision which prove that the method is suitable for the
intended purpose. In order to check which degradation pathways and major
degradation products formed when ramipril is submitted to stress conditions, it was
conduced out the study of forced degradation, demonstrating that the Ramipril is very
sensitive to basic hydrolysis occurring formation to ramiprilat and thermal degradation
occurring formation to Diketopiperazine. Ramipril mixtures with excipients that were
prepared and analyzed immediately after preparation, and after exposure to 40 C
and 75% RH for three and six months. The excipients studied do not have any
detrimental interactions for the formulation stability, therefore they are suitable for
use in solid pharmaceutical forms containing Ramipril. There was obtained no
evidence that premixes with certain excipients may increase the stability of the
product. The study drug was shown to be extremely sensitive to heat and humidity
can cause its hydrolysis, so it is recommended to avoid using conductive packing
heat like aluminum, being preferred the use of plastics with low permeability. It is
important to avoid the use of excipients hygroscopic in formulations containing

ramipril.

KEYWORDS: Ramipril, Ramipril Diketopiperazine, Ramiprilate, Pre-formulation and
Stress testing.
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1. INTRODUCAO

Segundo guias do International Council for Harmonisation (ICH), regido pelo
Food and Drugs Administration (FDA), para garantir que os medicamentos
apresentem as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas que proporcionem o
efeito esperado, com seguranca e eficacia, sdo normatizados diversos atributos de
qualidade, sendo exigidos documentos que comprovem a identidade, quantidade de
ativo, pureza, toxicidade e desempenho dos medicamentos, através de testes in vitro
e in vivo, desde a etapa de desenvolvimento aos estudos de estabilidade, para
obtencéo do registro do produto e autorizagéo para sua fabricacao.’

Lawrence et al (2017) relembra de casos catastroficos de desvios de
qualidade em medicamentos e discute o que temos para o futuro da qualidade de
medicamentos, A talidomida e a heparina marcaram a histéria e levaram a danos
terriveis, no primeiro caso devido ao isbmero do ativo apresentar efeito teratogénico,
€ no segundo caso, por nao ocasionar o efeito anticoagulante esperado. Tudo isso
deveu-se a falta de conhecimento na etapa de desenvolvimento do produto,
irresponsabilidade ou mesmo por negligéncia de empresas.

Hamburg (2012) relata que 50 anos apds ocorridos 0s casos acima citados a
legislacdo estd muito mais rigorosa para garantir a qualidade, seguranca e eficacia
dos medicamentos. As pessoas que procuram auxilio médico ja se encontram
debilitadas, e de forma alguma podem estar expostas a produtos que apresentem

risco ou que ndo promovam a melhora esperada com o tratamento.®

Lagace et al (2004) discutem que durante a etapa de desenvolvimento de
produtos farmacéuticos, é fundamental conhecer todas as caracteristicas do
principio ativo, mas muitos problemas encontrados em estudos de estabilidade e
testes de desempenho do produto podem estar relacionados aos excipientes que,
apesar de terem carater inerte, podem comprometer a qualidade do produto. No
teste de dissolucdo podem ocorrer problemas com a liberagdo do farmaco se forem
empregados excipientes que formem cone e/ou que apresentem caracteristicas
hidrofébicas, diminuindo a acessibilidade do meio de dissolugdo as particulas de

farmaco e retardando sua dissolucao.*
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De acordo com Bharate et al (2010), existem relatos de casos de queda de
teor e formacao de impurezas em medicamentos durante o estudo de estabilidade
por serem usados excipientes inadequados ou incompativeis com a formulacao. Isso
pode ocorrer por apresentarem caracteristicas oxidantes e/ou higroscépicos,
ocasionando a decomposi¢ao do principio ativo.

A ordem de adicdo dos componentes da formulacdao também pode influenciar
na qualidade do produto, como no caso do lorazepam, citado por Bereuter (2007),
em que o ativo precisa estar em contato intimo com a polacrilina potassica, sendo
misturado previamente, e depois adicionados 0s outros componentes da formulacao.
Alguns excipientes, como a povidona, podem funcionar como uma barreira fisica no
insumo farmacéutico ativo, impedindo ou minimizando sua degradacao e tornando-o

mais estavel.

De acordo com Sahitya et al (2012), os estudos de pré-formulagdo geram
dados relevantes, permitindo mitigar possiveis interagdes dos principios ativos com
excipientes e entender as principais vias de degradacao do farmaco. Isso possibilita
escolher os excipientes, as embalagens e o0s processos de fabricacdo mais
adequados para o produto, reduzindo os riscos de que 0 medicamento em
desenvolvimento n&do atenda aos requisitos de qualidade, realizando os cuidados
necessarios durante o processo de fabricacdo e armazenagem. Dessa forma é
possivel produzir medicamentos com maior prazo de validade, mapear
caracteristicas relevantes dos componentes da formulagdo, especialmente
relacionados a sensibilidade do ativo em determinadas condicbes de estresse e
processos, tornando-se possivel eleger os mais adequados excipientes, processos

de fabricagéo e materiais de embalagens para o produto. ’

Atualmente o ramipril € amplamente utilizado, especialmente em casos de
pacientes com complica¢des, como insuficiéncia cardiaca congestiva e limitagdes
renais, por ser extremamente eficiente no controle da hipertensdo, especialmente
por ndo causar efeito na musculatura cardiaca. Contudo, estudos indicam que o
ramipril apresenta consideravel grau de instabilidade, podendo sofrer degradacao
pelo aquecimento, formando o ramipril dicetopiperazina, e também pela hidrélise,
formando o ramipril diacido. O ativo € bastante sensivel, sendo que o processo de
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compressdao pode ocasionar formacdo de impurezas devido ao aquecimento do

puncgao. &°

Diante da fragilidade da molécula de ramipril, que pode colocar em duvida a
seguranca das formulacbes contendo essa substancia, e da escassez de
publicacbes de estudos concisos, contendo dados de anadlise térmica
complementados com a avaliacao de teor e impurezas por cromatografia, surgiu a
motivacdo de desenvolver este estudo de pré-formulacéo, a fim de estabelecer com
seguranga quais 0s excipientes, processos de fabricacdo e embalagens sdo mais

adequadas para produtos contendo esse farmaco. '°
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hipertensao arterial

A hipertensao arterial € causada por fatores que aumentam a resisténcia do
sangue ao circular nas artérias, causando a elevagdo dos niveis de pressao
sanguinea, fazendo com que o coracao tenha que exercer um esforco maior do que
o normal para realizar a circulacdo do sangue através dos vasos sanguineos. Com
esse esforco excessivo, a musculatura do coragdo tende a aumentar, além de
aumentar os riscos de ocorrer um acidente vascular cerebral, enfarte agudo do
miocardio, aneurisma, insuficiéncia renal, dentre outras complica¢des, diminuindo a

expectativa de vida. ®

2.2 Farmaco ramipril

O ramipril (Figura 1) é o pro-farmaco de seu metabdlito ativo, o ramiprilato.
Enzimas hepaticas do tipo esterases realizam a conversdao do ramipril em
ramiprilato. A absorcdo desse metabdlito ocorre de forma rapida, alcangando
maxima concentracao plasmatica trés horas apds sua ingestdo. O ramiprilato inibe a
enzima conversora de angiotensina - ECA (Dipeptidilcarboxipeptidase 1), causando
efeito farmacol6gico vasodilatador e reduzindo a pressdo arterial. O ramipril €
utilizado no tratamento de quadros de hipertensdo associados a insuficiéncia
cardiaca congestiva, indicado para pacientes poés-infarto do miocardio e/ou com
complicagdes renais, por isso tem significativa importancia clinica frente aos outros
anti-hipertensivos. Sua excrecao € feita pelos rins, apds a conversao em ramiprilato
e em alguns metabdlitos inativos. A dose diaria oral do ramipril varia de 1,25 mg a 20

mg, podendo ser ingestdo Unica ou fracionada.’
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Figura 1: Estrutura quimica do ramipril.

O ramipril esta disponivel nas formas farmacéuticas de comprimidos e
capsulas, e também em associacdes contendo ramipril com Hidroclorotiazida e
ramipril com Besilato de Anlodipino. %"

Também estdo disponiveis medicamentos genéricos, que tem sua
equivaléncia terapéutica comprovada por um conjunto de testes “in vitro’
(equivaléncia farmacéutica) e “in vivo” (bioequivaléncia), e sdo mais acessiveis,

tendo o preco reduzido no minimo em 35%. '2

2.3 Impurezas

Pode-se definir impureza como qualquer substancia que nao seja o Insumo
Farmacéutico Ativo (IFA) e excipientes presentes na formulacdo. As impurezas
podem ser classificadas como Impurezas Organicas, Impurezas Inorganicas e
Solventes Residuais. As impurezas organicas podem ser originadas da sintese do
farmaco, proveniente de material de partida, reagbes incompletas, produtos
intermediarios ou impurezas de processo, material de partida ou reagentes, ou
originadas da degradagdo do farmaco, denominadas produtos de degradacdo. As
Impurezas Inorganicas podem ser metais pesados, residuos de material inorganico
ou cinzas. Os Solventes Residuais sdo residuos de solventes utilizados na sintese
do insumo farmacéutico que ndo foram totalmente eliminados pelo processo de

purificacdo.
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2.4 Produtos de degradacao do ramipril e suas principais
vias de formacao

Estudos apresentam que o ramipril tem consideravel grau de instabilidade e
sua degradacao ocorre por duas vias principais: a hidrélise, na presenca de radicais
provenientes da umidade, e a ciclizacao por ataque nucleofilico, quando exposto ao

aquecimento.'*1%16.17

Através da hidrélise ocorre a formacdo do ramipril didcido (ramiprilato),

ilustrado na figura 2. 14151617
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Figura 2: Estrutura quimica do ramipril diacido (ramiprilato).

A reacao de hidrolise (representada na figura 3) ocorre através do ataque de

hidrogénio ao grupamento éster da molécula de ramipril, formando o &cido

carboxilico, originando o Ramipril-di4cido (ramiprilato). '*1>16:17
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Figura 3: Reacao de hidrélise do ramipril com formacgao do ramipril diacido.

Pelo aquecimento € formado a impureza ramipril dicetopiperazina,

demonstrado na figura 4. '*1>16.17
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Figura 4: Estrutura quimica do ramipril dicetopiperazina (DKP).

A ciclizagdo por ataque nucleofilico interno ocorre através do aquecimento,
em que ha liberacdo de ions hidrogénio e hidroxila, originando uma molécula de
agua, e possibilitando a ciclizacdo da molécula, que fica ionizada, em juncao do
atomo de nitrogénio com o atomo de carbono, formando o ramipril dicetopiperazine

(DKP), conforme ilustrado na figura 5. 1151617
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Figura 5: Reacao de ciclizacao do ramipril com formagéao do ramipril DKP.

Alguns fatores extrinsecos como a umidade, o aquecimento, o oxigénio do ar,
o atrito fisico durante a compressao, podem ocasionar a formacao de produtos de
degradacao de ramipril. Apesar de ser o metabdlito ativo do ramipril, o ramiprilato
administrado via oral ndao é bem absorvido no trato gastrointestinal, por isso é
primordial monitorar o nivel de formagao desse composto. #1617

Devido a presenca do grupamento éster, que € o principal grupo reativo para
formacao de produtos de degradacao, o ramipril é altamente susceptivel a sofrer

degradacao. ™
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Segundo estudo realizado por DIEGO et al (2010), na Universidade de
Conceigéo, no Chile, o ramipril sofre degradacéo por diversas vias, podendo sofrer
degradacao por hidrélise (principalmente alcalina), oxidativa e térmica. Os resultados
obtidos nos testes de estresse mostram que o ramipril € fortemente instavel em
condigdes alcalinas. O farmaco também ¢ instavel em condi¢des acidas e neutras
em termos de hidrélise, oxidacdo e pode ser submetida & degradacéo térmica. '°

A estabilidade do ramipril foi estudada por HANYSOVA et al (2005), avaliando
através de ensaios analiticos a formacao de produtos de degradacédo e a influéncia
do pH &cido, basico e do meio oxidativo em solugcbes tamponadas com diferentes
pHs. Os produtos de degradacao de ramipril foram determinados por HPLC, sendo
que 0,2% de impureza D (ramipril DKP) foi detectado no tampéao de pH 3 e pH 5. No
tampao de pH 8 detectou-se cerca de 1% de impureza E (ramipril-diacido). Nenhum
pico dos outros produtos de degradacéao foi observado nos cromatogramas acima do
limite de quantificacdo, segundo descricdo do método. O meio alcalino (pH 8,0)
apresentou o maior efeito sobre a degradacéo de ramipril em impureza E.®

Amostras de capsulas de ramipril foram expostas as condicées de estresse
em solugdes acidas, alcalinas e oxidantes e também foram expostas ao calor e a
luz. As amostras estressadas foram comparadas as ndo expostas. O objetivo do
teste foi demonstrar a seletividade do método proposto, e a capacidade de
quantificar separadamente o ramipril € 0s seus compostos de degradacéo
(conhecidos e desconhecidos). As amostras foram consideradas contanto que
apresentassem degradacdo maior que 10%. As amostras degradadas por
aquecimento produziram ramipril DKP. Em outras condigdes de estresse ndo foram
encontrados produtos de degradacdo em niveis significativos. Outras impurezas
mencionadas nesse artigo foram consideradas impurezas de sintese. Estas
impurezas foram estudadas na validagdo do método analitico e usadas na
fortificacdo das amostras para demonstrar a seletividade do método. '’

De acordo com SHETGIRI et al (2008), a impureza D (ramipril DKP) pode ser
produzida in vitro por degradacéao térmica, aquecendo o ramipril a 120°C durante 6 a
8 horas. No estudo foram apresentados a sintese, o isolamento e a elucidacao de

impureza D e outros compostos.'®
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Em estudo de stress testing realizado por SHI-YING DAI et al (2013), na
China, as amostras foram sujeitas as condi¢des de stress por luz, calor, acido, base
e oxidacao, a fim de avaliar a capacidade do método proposto em separar o ramipril,
o Besilato de Anlodipino e os produtos de degradagao desses farmacos. Todas as
amostras estressadas foram comparadas com uma solugdo nao exposta. Este
estudo ndao demonstrou claramente a origem dos compostos de degradacao,
mostraram apenas alguns cromatogramas que nao estao devidamente identificadas.
Os resultados confirmam que o método desenvolvido é adequado para aplicacao
analitica de comprimidos ramipril associado com Besilato de Anlodipino, porém nao
traz informagdes relevantes quanto & degradacéo dos farmacos estudados.'®

Tabela 1: Impurezas de ramipril, nomenclatura nos compéndios e estrutura quimica

Substéancia Nome USP Nome BP Estrutura Molecular
Ramipril Ramipril
. . ) Impureza D ) ) .
dicetopiperazina dicetopiperazina
Ramipril metil éster Impureza A Ramipril metil éster
H
He \
~ Dicetopiperazina o
Impureza K N&o consta o N W
acida N
N /& ©
HO,C H H CH,
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2.5 Regulamentacao Sanitaria

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel
por regulamentar as normas e legislacbes necessarias para medicamentos e outros
produtos. Nos itens a seguir estdo descritos alguns parametros importantes de
serem avaliados nos medicamentos para assegurar sua qualidade, de forma que
sejam garantidos a eficacia e seguranca dos medicamentos. Algumas legislacdes e
guias estabelecidas por 6rgaos internacionais, como Food and Drug Administration
(FDA), dos Estados Unidos e European Medicines Agency (EMEA), da Europa,
devem ser considerados para auxiliar nas definicbes de testes e atributos de

qualidade dos produtos farmacéuticos. "'"'#1

2.5.1 Estudo de estabilidade

E importante estudar a estabilidade de produtos farmacéuticos para garantir
que sejam mantidas as suas caracteristicas durante o prazo de validade, para que
quando administrado, possa exercer o efeito farmacolégico desejado sem causar
risco a saude do paciente. Os fatores ambientais como temperatura, umidade, luz, e
outros relacionados ao proprio produto como propriedades fisicas e quimicas de
substancias ativas e dos excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composicao, processo de fabricacdo, materiais de embalagem, influenciam
diretamente no comportamento do produto no estudo de estabilidade.?

Estudos de estabilidade acelerados sédo realizados em condicbes mais
drasticas que as encontradas naturalmente no ambiente em que se pretende
comercializar o produto, por isso visam acelerar a degradacdo quimica e/ou
mudancas fisicas de um produto farmacéutico. Este tipo de estudo vem
demonstrando empiricamente e com grande probabilidade de acerto o que ocorreria
no produto farmacéutico quando este é submetido a condicbes normais de
armazenamento por longo periodo de tempo, que € avaliado no estudo de longa

duragao.
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Devem ser avaliadas as caracteristicas quimicas, fisicas e microbiol6gicas
dos produtos. Testes como teor, umidade, dissolucao e compostos de degradacao
sao de fundamental importancia para verificar se a formulacdo e o material de
embalagem sdo adequados para o medicamento. Eles possibilitam ainda,
confrontando dados de queda de teor com a formagdo de compostos de
degradacao, verificar se 0 método de analise utilizado é adequado para a avaliacao
de todos os compostos formados devido a degradacdo do ativo. A técnica mais
utilizada para a avaliacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo na regido do ultravioleta (UV)

ou com detector de arranjo de fotodiodos (DAD).?*?!

2.5.2 Produtos de degradacao

A Resolugédo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 53, de 4 de dezembro de 2015,
estabelece parametros para a notificacao, identificacdo e qualificacdo de produtos
de degradacdo em medicamentos com substancias ativas sintéticas e semi-
sintéticas, classificados como novos, genéricos e similares. Essa avaliagdo é
fundamental para garantir a seguranca do produto. Nesta norma sao definidos
parametros para se estudar os compostos de degradacao formados, de acordo com
a quantidade presente no produto, relacionando com a maxima dose diaria. O limite
do produto de degradacdao esta relacionado com sua toxicidade, sendo que
compostos desconhecidos sdo permitidos em quantidades minimas, enquanto que
compostos conhecidos podem estar presentes em niveis intermediarios e compostos
com estudo de toxicidade realizado, comprovando sua baixa toxicidade, podem estar

presentes até niveis maiores, considerados seguros. *’

As condicbes de degradacdo e os parametros do perfil de degradagcdo sao
citados no guia 04 de 2015, que dispbe sobre os requisitos para obtencao do perfil
de degradacao, e identificacao e qualificacao de produtos de degradacéao. O perfil de
degradacao é a descricido detalhada dos resultados e das praticas analiticas
utiizadas na detecgcao, identificacdo, elucidacao estrutural e determinagéo
quantitativa dos produtos de degradacao presentes no insumo farmacéutico ativo e
no medicamento e tem como ponto chave os estudos de degradacao forgcada. Os
estudos de degradacdo forcada tém a finalidade de acelerar a degradacao do
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farmaco em um medicamento, para que se possa avaliar tanto a susceptibilidade
deste produto a situacées de estresse, elucidar os mecanismos envolvidos, as
reacdes cinéticas, as estruturas dos produtos de degradagao formados, bem como
verificar a adequabilidade do método analitico para aplicagdo em um estudo de
estabilidade. Os estudos de degradacdao forcada também auxiliam na selecao
adequada do material de embalagem primaria e excipientes mais compativeis com o

farmaco.??

2.5.3 Validacao Analitica

A Resolucao RE 899/2003 da ANVISA que trata sobre a validacao de
métodos analiticos, determina que o teste de seletividade e especificidade utilize
padroes de impurezas especificos relacionados aos produtos de degradagdo do
farmaco ou, que na auséncia destes padrdes, sejam feitas comparacbes com
amostras submetidas as condi¢cdes de estresse aplicaveis. Ou seja, o método
analitico necessita ter seletividade, ou seja, ser capaz de medir inequivocamente o
analito (farmaco) e seus possiveis produtos de degradacdo na presenca de
interferentes potenciais, como por exemplo, excipientes e impurezas. Ainda é
exigido que, para testes quantitativos, como ensaios de doseamento e determinagéo
de impurezas, sejam demonstrados através de testes praticos, parametros de
linearidade, exatidao e precisdo da metodologia analitica. 2

2.6 Excipientes e formulacoes

No medicamento de referéncia do ramipril comprimidos sdo empregados 0s
excipientes hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), amido de milho pré-gelatinizado,
celulose microcristalina, estearilfumarato de so6dio e Oxido férrico amarelo
(comprimido). No medicamento de referéncia Ramipril em capsulas, a lactose
monohidratada é o principal excipiente utilizado, além da gelatina, diéxido de titanio
e corantes presentes nas capsulas de gelatina dura. Um dos medicamentos
similares do mercado traz em sua formulacédo os excipientes: amido, bicarbonato de
sbédio, celulose microcristalina, croscarmelose sddica, dioxido de silicio,
estearilfumarato de sddio, fosfato de calcio dibasico dihidratado, éxido férrico
vermelho e povidona (capsula). Em associagdo de ramipril com anlodipino na forma
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farmacéutica de comprimido, os excipientes carbonato de sédio, hipromelose,
sacarose, amido, copovidona, povidona, macrogol, éxido férrico amarelo, di6xido de
tithnio e gelatina (microgranulos em capsula) sdao empregados. Formulacées
contendo ramipril em comprimidos genéricos apresentam em suas férmulas os
excipientes hipromelose, lactose monoidratada, celulose microcristalina, éxido de
ferro vermelho e estearilfumarato de sédio. Sendo assim, a maior parte das
formulagbes empregam os seguintes excipientes: com fungdo de diluente os mais
usados sao celulose microcristalina, amido pré-gelatinizado, povidona (que
apresentam baixo indice de agua de adsorcao), e a lactose monoidratada (que tem
agua de hidratacdo, mas pouca agua de adsorcdo); como lubrificante o
estearilfumarato de sédio é mais utilizado, como corante o 6xido férrico, como

aglutinante a Hipromelose ou Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).?*

Ha relatos que dizem que excipientes que contenham umidade podem
contribuir para a instabilidade do ramipril. E recomendado o uso de excipientes com
baixa umidade, pré-gelatinizados ou em cristais em forma de hidrato, para inibir o
efeito de hidrélise que pode ocorrer quando o farmaco fica em contato com
excipientes com agua de adsorcado. Nos hidratos e nos amidos pré-gelatinizados, a
agua nao € reativa, pois precisa romper uma barreira (cristal ou gelatina) para poder
reagir com o farmaco. Associado ao cuidado na escolha dos excipientes é
fundamental considerar o uso de embalagens primarias que promovam protecao

contra umidade, evitando que excipientes higroscopicos possam adsorver umidade
14

A obtencao de formulacbes estaveis de produtos com ativos como o ramipril
através de revestimento com polimeros foi estudada por Hrakovsky e Tenengauzer
(2008). Misturando intimamente o ativo com um lubrificante, sendo citado como o de
escolha estearilfumarato de soédio, seguida de um excipiente diluente. Para
impurezas, os resultados apresentados foram de 2,0% de DKP + ramiprilato, obtidos
com exposicdo das amostras a 40°C e 75% de umidade relativa por um més,
contudo, nao foi apresentada a estabilidade a 40°C por seis meses. Portanto esses
resultados ndo sdo adequados ao que recomenda a legislagdo sanitaria brasileira. 2
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Sherman (2005) descreve capsulas de ramipril formuladas com uma mistura
de ramipril e lactose monohidratada como diluente obtendo formulacdo estavel.
Amostras de misturas de lactose e ramipril foram expostas a 50°C por uma semana
e os resultados foram de 1 a 3% de ramiprildicetopiperazina, considerando o curto
periodo de tempo esse valor mostra-se bastante alto. 2

A forma polimérfica do farmaco pode interferir na solubilidade, como descrito
por Aguiar (1999), sendo que as formas de hidratos tendem a ser menos solluveis
que as formas anidras. A presenca de umidade em formulagdes farmacéuticas pode
levar a degradacao por hidrélise, porém quando a agua se encontra intimamente
ligada a estrutura cristalina da particula (dgua de hidratacdo) tende a ser menos
reativa, pois para estar disponivel necessita de energia suficiente para romper
particula. A agua que estd adsorvida as particulas (umidade) normalmente € mais
acessivel, pois se situa fora da estrutura do cristal, sendo mais reativa para a
hidrélise do farmaco. ?’

No intuito de aumentar a estabilidade do farmaco, AKSU et al (2012) elaborou
um processo de revestimento polimérico do ativo com Hidroxipropilmetilcelulose.
Esta manobra é particularmente importante, pois é relatado que, além de umidade e
temperatura, o estresse mecanico exerce forte influéncia na degradacdo do

farmaco.?®

ASCHAR et al (2015) realizaram um levantamento bibliografico atual e
completo das vias de degradacao e das formulagdes citadas em patentes discutindo
0os aspectos mais relevantes do farmaco ramipril. Diante disso, percebe-se a
importancia de evitar a exposicdo do farmaco a temperatura, umidade e hidrélise,
principalmente a hidrélise bésica, sendo importante considerar excipientes e
processos de fabricacdo que nado possibilitem a presenca de umidade no produto
final. Também ¢é necessario avaliar a escolha da embalagem, optando pelas

protetoras e que ndo sejam condutoras de calor.?®
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2.7 Métodos instrumentais utilizados

2.7.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo que consiste
basicamente na migracéo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacdes, entre duas fases imisciveis: a mével e a estacionaria.
A grande variedade de combinagbes entre essas fases a torna uma técnica

extremamente versatil e de grande aplicagdo. *°

No caso de HPLC, fases estacionarias sao colunas cromatograficas, contendo
esferas de silica (que é um polimero inorganico inerte, resistente, amorfo, com alta
porosidade) e ligadas a grupamentos especificos, empacotadas dentro de um
cilindro. Essas fases estacionéarias, dependendo da modificacdo dos grupos sinaléis,
podem atuar no modo normal, reverso ou em ambos. Na cromatografia em fase
normal, a fase estacionaria é mais polar que a fase mével, sendo utilizadas colunas
polares e solventes organicos apolares, e em fase reversa, a fase mével é mais
polar, sendo usadas colunas com caracteristicas mais apolares, e mistura de agua
com solventes mais fracos que os usados em fase normal. *'

A aplicagdo mais comum no controle de qualidade de medicamentos é a
cromatografia em fase reversa, sendo as colunas com recheio C18 (octadecilsilano)
as mais usadas. A utilizacao de sais, acidos e bases no preparo de fases moveis é
muito comum, e sdo importantes para ajustar o pH da fase movel, controlando assim
o tipo de ionizagcdo da molécula a ser analisada, de acordo com seu coeficiente de
particdo, para que nao tenha duas formas de ionizacdo do mesmo composto durante
a analise, ocasionando deformacao do pico. Além disso, 0 uso de sais ou aditivos
basicos (como dietilamina) na fase mével pode diminuir a interacdo dos analitos com
0s grupos silandis livres da coluna, melhorando a separacao e a simetria dos picos.
32,33

De acordo com ROSA et al (2010), o uso de colunas contendo grupamentos
polares embutidos, como as colunas empacotadas com grupamentos C8 ligados a
uréia, podem evitar a interacao iénica entre o silanol residual e grupos basicos dos
analitos. Além do processo de capeamento da silica, que aumenta a vida util da

coluna e inibe interagdes indesejadas. 3
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2.7.2 Analise Térmica

Andlise térmica € o estudo de determinada propriedade fisica de uma
substancia (e/ou de seus produtos) em funcdo do tempo ou da temperatura
enquanto a amostra é submetida a um programa controlado de mudanca
temperatura. As duas técnicas de analises térmicas mais utilizadas na avaliacao de
farmacos e excipientes sao a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e a
Anélise Termogravimétrica (TGA) *

2.7.2.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) pode ser definida como a
técnica termo analitica na qual as variagdes de entalpia da amostra sdo monitoradas
em relacdo a um material de referéncia termo analiticamente inerte enquanto ambas
sao submetidas a uma programacao controlada de temperatura. Com essa técnica é
possivel observar eventos de fusao, cristalizacdo, realizar avaliacdo de formas
polimérficas, entre outras aplicacées. Os resultados sdo expressos em curvas
contendo informagdes de medicdo, em miliwatts (mW), no eixo y, em determinado
periodo de tempo, em minutos, no eixo x. As diferencas de mW expressas nas
curvas de DSC sao obtidas pela variagcao de temperatura de recipiente de aluminio
contendo a amostra em relacdo ao recipiente de referéncia, detectada pelos

sensores térmicos do equipamento. 3¢’

2.7.2.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Andlise Termogravimétrica é a técnica termo analitica que acompanha a
variacdo de massa da amostra, em funcao da programacao de temperatura. Pode-
se dizer que o equipamento para analise termogravimétrica € composto basicamente
por uma termobalanca dentro de um forno. Esse tipo de avaliacdo permite estimar a
quantidade de impurezas inorganicas, solventes residuais e agua de adsorcao e
hidratacdo em insumos farmacéuticos ativos e excipientes, além de apresentar
outras aplicacées em diversos materiais. Pode ser acoplada a outros equipamentos
como infravermelho para identificacdo de compostos volateis. %’
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2.7.2.3 Estudo de compatibilidade farmaco x excipiente

Os estudos de compatibilidade entre farmacos e excipientes podem ser
realizados por analise térmica, infravermelho, cromatografia, difracdo de raios X,
testes de dissolucdo e solubilidade, trazendo informacdes sobre o comportamento
do farmaco e os excipientes e suas possiveis interacées. Sdo empregados na etapa
de pré-formulacao de modo a prever possiveis interacdes fisicas ou quimicas entre
este principio ativo e excipientes utilizados nas formulagdes. Os ensaios auxiliam na
escolha dos excipientes mais adequados a formulacdo do medicamento,
possibilitando controlar a liberagcao do farmaco, minimizar problemas de estabilidade,
predizer possiveis produtos de degradagcdo, enfim, mapear todos os dados

relevantes na escolha da formulagdo. *

O estudo de interacao farmaco x excipiente € um importante instrumento para
elucidar as possiveis interacbes que favorecem a formagdo de impurezas e/ou
compostos de degradacao, além de permitir conhecer melhor o comportamento da

mistura farmaco x excipiente quando exposta a condicdes de estresse. 33637

Os estudos de compatibilidade por analise térmica podem ser utilizados para
contribuir na etapa de pré-formulacdo de modo a prever possiveis interacoes fisicas

ou quimicas entre este principio ativo e excipientes utilizados nas formulacdes. %

Segundo ARAUJO et al (2002), o estudo de compatibilidade farmaco x
excipiente pode ser realizado através de diferentes desenhos de estudo dependendo
do que se pretende. O elemento gréafico abaixo (figura 6) apresenta os principais
desenhos do estudo de compatibilidade. ¥’



34

‘ tnsaio de compatibilidade

Exploratorio ‘ Invesiigativo

N !.'
w

fiisturas binarias ou ‘ mMini-formulacdes ' Desenho n-1

b A

terciarias

Figura 6: Diferentes tipos de estudo de compatibilidade. *’

O estudo de compatibilidade mais tradicional € o que envolve misturas fisicas
entre os componentes de uma formulagédo. As misturas bindrias sao misturas entre o
farmaco e um excipiente (diluente, desintegrante ou lubrificante) e as misturas
terciarias podem conter o farmaco, um diluente e um desintegrante ou lubrificante.
Essas misturas sdo expostas a condi¢cdes de temperatura e umidade altas durante
um determinado periodo de tempo, tendo como controle o farmaco e os excipientes

puros sob as mesmas condicdes. %’

A preparacdo das amostras esta relacionada com a natureza fisica dos
materiais que serdo analisados e do tipo de formulagdo final. A selecdo dos
excipientes para as misturas bindrias ou ternarias dependem da massa molar e da
quantidade utilizada na formulagao final, sendo que a relacdo farmaco x excipiente
devera proporcionar uma grande interacdo para que seja possivel verificar as

incompatibilidades. **

Para os estudos envolvendo substancias soélidas, a preparacao das amostras
envolve somente misturas fisicas dos componentes. Algumas vezes, podem-se
utilizar artificios para promover misturas mais homogéneas como, por exemplo,
tamisacdo do material (para padronizar o tamanho das particulas de algum

componente ou para promover a desaglomeracado do material), compactacao dessas
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misturas ou moagem e compactacao para substancias sensiveis a umidade ou com
baixo ponto de fusdo. Além disso, a dgua pode ser adicionada nas misturas farmaco

x excipiente em sistemas fechados para aumentar a umidade. ¥
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Elaborar um estudo de pré-formulagéo que avalie os excipientes mais comuns
em formulagbes contendo ramipril, com dados de doseamento do ativo e das
impurezas por cromatografia, complementares a avaliagdo dos resultados obtidos
por analise térmica, obtendo dados relevantes para definicdo de formulagdes,
embalagens e processos de fabricagdo para o produto ramipril comprimidos.

3.2 Objetivos especificos

» Verificar a adequabilidade do método analitico através da validagéo
parcial.

» Avaliar misturas de ramipril com o0s excipientes mais utilizados nas
formulagbes do mercado farmacéutico brasileiro e estudar o
comportamento do farmaco na presenca desses excipientes e possiveis
interacoes.

> Entender quais os melhores excipientes para inibir a formacédo dos
produtos de degradacdo e quais podem favorecer a formagdo desses
compostos.

» Elucidar as principais vias de degradagao do ramipril, através do teste de
degradacao forcada.

» A partir dos dados obtidos com os testes praticos, determinar os cuidados
necessarios ao fabricar os comprimidos de ramipril e as embalagens mais

adequadas para o produto.
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4.1

MATERIAIS E METODOS

Equipamentos e coluna cromatografica

Os ensaios analiticos foram realizados no laboratério de pesquisa e

desenvolvimento da industria de medicamentos Medley Farmacéutica Ltda,

utilizando os equipamentos e coluna cromatografica listados abaixo:

>

HPLC Merck (Hitachi) modelo LaChrom Elite com detector DAD para andlise
de teor e substancias relacionadas;

TGA Mettler Toledo modelo Star 1 TGA/DSC para avaliagdo da perda de
massa em funcdo do aquecimento, das amostras isoladas e misturas no
estudo de pré-formulacao;

DSC Mettler Toledo modelo 823e para avaliacdo da entalpia dos eventos
observados nas curvas de DSC das amostras isoladas e misturas,
verificando possiveis interacdes entre farmaco x excipiente;

Coluna cromatografica fabricada pela empresa Sigma Aldrich, modelo
Nucleosil C18 125 x 4,6mm 5um, de numero de série S3713 e lote
21309041.

Banho de ultrassom Unique modelo USC28000 para auxiliar na solubilizagao
durante o preparo das amostras usadas para avaliacao de teor e impurezas.
Peagametro Metrohm com eletrodo de KCI em KCI 3M para medi¢do do pH
da fase mével.

Balancas Analiticas Mettler Toledo para preparo das amostras de teor e
impurezas (sensibilidade de 0,01mg).

Microbalanca Mettler Toledo para pesagem das amostras utilizadas nos
testes de DSC e TGA (sensibilidade de 0,001mg).
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4.2 Reagentes, Excipientes e Insumo Farmacéutico Ativo

Na tabela 2 estdo descritos os reagentes, o insumo farmacéutico ativo e os
excipientes utilizados, seus respectivos fabricantes, lotes e data de validade. Todos
esses materiais foram concedidos pelo Laboratério Medley e disponibilizados para a

realizacédo dos testes.

Tabela 2: Dados dos Reagentes, Excipientes e Insumo Farmacéutico Ativo.

Substéancia Fabricante Lote
Ramipril Neuland Laboratories RP10614015
Limited
Lactose monoidratada Foremost Farms 8514041261
Celulose microcristalina Blanver Farmoquimica Ltda 135002337
Estearilfumarato de sédio Rank Organics Chemical SSF/2013/01/213
PVTL tda
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) The dowchemicalco. YF280124L1
Oxido férrico vermelho Rockwood ltalia S.P.A. W926A
Acido fosférico Sigma Aldrich SZBF1820V
Acetonitrila Merck 1789530
Perclorato de sédio Sigma Aldrich MKBT7171V
4.3 Padroes de Referéncia

Os padroes de referéncia utilizados estao descritos na tabela 3:
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Tabela 3: Padroes de Referéncia.

Substancia Fabricante Lote
Ramipril USP RO19TO
Impureza A (BP) USP GOH441
Impureza D (BP) USP R002S0
Impureza K (BP) PGS 1343-014A7

4.4 Excipientes

Os excipientes que serdao estudados foram escolhidos por estarem presentes na
maior parte das formulacdes, sendo excluido o corante, por estar presente em
quantidades minimas. Na tabela 4 estdo descritos os excipientes selecionados para

realizacdo do estudo de pré-formulagéo e suas fungdes no produto farmacéutico.

Tabela 4: Excipientes e suas fungdes.

Excipiente Funcao
Lactose Monoidratada Diluente
Celulose Microcristalina Diluente
Estearilfumarato de sodio Lubrificante
HPMC Aglutinante
4.5 Determinacao de Teor e Substancias Relacionadas por

HPLC

De acordo com o capitulo geral <1086> da Farmacopeia Americana (USP), as
substancias relacionadas sao moléculas estruturalmente parecidas com o principio
ativo, podendo ser identificadas ou néo identificadas. Sao originadas da degradacao

da substancia ativa ou formadas no processo de fabricagdo do farmaco.
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O teste de substancias relacionadas avalia as substancias originadas do
ativo, que podem comprometer a seguranca do medicamento caso estejam acima
dos limites permitidos. De acordo com a Farmacopeia Britanica, os critérios de
aceitacao para o teste de teor é de 90,0 a 105,0% e para substancias relacionadas é
de no maximo 6,0% de ramipril Impureza D (ramipril dicetopiperazina), no maximo
0,5% para Impurezas desconhecidas e de no maximo 6,0% de Impurezas totais

desconhecidas. *°

A metodologia descrita na monografia de ramipril comprimidos da BP 2015 foi
empregada para determinagcdo de teor e substancias relacionadas, conforme
descrito a seguir: **°

4.5.1 Preparo das solucoes amostra

Prepararam-se, a partir das amostras, solu¢cées contendo o equivalente a
aproximadamente 0,5 mg.mL"' de ramiprii em fase mével, transferindo-se o
equivalente a cerca de 12,5 mg de ramipril para baldo volumétrico de 25 mL,
adicionando fase mével até metade do volume e levando-se ao banho de ultrassom
por 10 minutos e completando-se ao volume com fase mdével, filtrando em
membrana PVDF de 0,45 pm. %

4.5.2 Preparo das solucoes padrao

Para avaliacdo do doseamento prepararam-se solucdes padrdo contendo o
equivalente a aproximadamente 0,5 mg.mL" de ramipril padrido em fase mével,
utilizando padréao de referéncia farmacopeico de ramipril fornecido pela Farmacopeia
dos Estados Unidos (USP), transferindo-se cerca de 12,5 mg para baldo volumétrico
de 25 mL, adicionando fase moével e dissolvendo em ultrassom, completando o

volume com fase mével posteriormente. *°

Para avaliacdo das impurezas prepararam-se solugdes contendo o
equivalente a aproximadamente 0,025 mg.mL™ de ramipril em fase mével, partindo
da solucdo padrdo a 0,5 mg.mL™" de ramipril, realizando diluicdo de 1 mL para balao
volumétrico de 20 mL e completando o volume com fase moével (concentracao

equivalente & cerca de 5 % da concentracdo da amostra). *°
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4.5.3 Preparo da solucao de sensibilidade

Para verificar a sensibilidade do sistema cromatografico preparou-se solucao
contendo o equivalente a aproximadamente 0,00025 mg.mL™" de ramipril em fase
mével, utilizando padrdo a 0,025 mg.mL" de ramipril, diluindo 1 mL para baldo
volumétrico de 100 mL e completando-se o volume com fase mével (equivalente a

cerca de 0,05 % da concentragdo da amostra). >

4.5.4 Preparo da solucao de identificacao dos picos e resolucao

Foram preparadas solu¢des estoque contendo ramipril Impureza A (EP),
ramipril impureza D (EP) e ramipril Impureza K (PGS), separadamente, com
concentragdo de cerca de 0,05 mg.mL™"' em fase mével, transferindo-se cerca de 1
mg para baldo volumétrico de 20 mL, dissolvendo em fase mével com o auxilio de

banho de ultrassom. *°

Para avaliar a adequacao do sistema, foi preparada uma solu¢do padrao mix
de impurezas e ramipril, transferindo-se cerca de 10mg de ramipril padrao USP para
baldo volumétrico de 20 mL, adicionando-se 2 mL de cada solugao de impurezas A,
D e K, diluindo-se e completando-se o volume com metanol. (0,5 mg.mL™" de ramipril

e 0,005 mg mL™ das impurezas A, D e K) ®

4.5.5 Identificacao das impurezas e tempos de retencao relativos

A identificacdo das impurezas nas solugdes amostras foi realizada por
comparacdo com os tempos de retencdo relativos obtidos no cromatograma da
solucéo padrao mix de impurezas.

A tabela 5 descreve os tempos de retencéao relativos dos compostos descritos
na BP:
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Tabela 5: Tempos de retencao relativos das impurezas. *°

Impureza Tempo de Retencao Relativo
Impureza E (Ramiprilato) 0,3
Impureza K (Dicetopiperazina acida) 0,6
Impureza A (metil éster) 0,7
Impureza D (Dicetopiperazina) 2,6

4.5.6 Avaliacao da adequacao do sistema cromatografico

Na monografia de ramipril comprimidos, descrita na BP, o critério de
adequacao do sistema € que a resolugao entre a Impureza K e a Impureza A seja

maior ou igual a 1,0. *°

Além da resolucdo entre os compostos, segundo o capitulo geral de
cromatografia da USP, para que o sistema cromatografico desempenhe
funcionamento adequado, € recomendado avaliar parametros como pratos teoéricos,
fator de assimetria e fator de capacidade dos picos. Utilizando o cromatograma
obtido com a solugdo mix de impurezas, avaliaram-se esses parametros, assumindo

como critério de aceitagéo os dados informados na tabela 6. %

Tabela 6: Critérios de aceitacdo de adequacdo do sistema. 3¢

Parametro Critério de aceitacao
Resolucéo (R) entre Imp. K e Imp. A R=1,0
Pratos teéricos (N) N > 2000
Fator de Assimetria (T) T=<2,0
Fator de capacidade (K") K>15

Os célculos utilizados para avaliacao dos parametros cromatograficos R, N,

As e K estdo descritos no anexo 1. 6
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4.5.7 Preparo da fase movel

A fase movel foi obtida pela mistura de 350 volumes de acetonitrila (grau
HPLC) e 680 volumes de uma solugao contendo 1,4 % (p/v) de perclorato de sodio e
0,58 % (p/v) de &cido fosfoérico, com pH ajustado para 3.9 com trietilamina. O pH da
mistura final é entdo ajustado para 2,6 com &cido fosférico.®®

4.5.8 Condicoes cromatograficas

Utilizou-se uma coluna cromatografica Nucleosil com recheio de silica
quimicamente ligada a grupamentos C18, com comprimento de 125 mm, diametro
de 4,6 mm e particulas de 5 um. O fluxo de fase mével foi de 1,0 mL.min™, a
temperatura do forno de 25°C, a deteccéo foi realizada em detector com arranjo de
fotodiodos (DAD) de 200 a 400 nm, sendo extraidos dados de cromatogramas no

comprimento de onda de 210 nm, sendo o volume de injecdo de 15 uL.*

4.5.9 Otimizacao da metodologia

O teste de teor da BP descreve condi¢des cromatograficas semelhantes as do
teste de substancias relacionadas, sendo que a principal diferenca esta no diluente
utilizado no preparo das solugdes padrdao e amostra, nas concentracdes finais
dessas solugdes e em seus volumes de injecao. Diante disso, foi avaliado o pico de
ramipril na solucdo amostra que seria usada para avaliacdo de impurezas para a
verificacdo dos parametros cromatograficos de N, As e K do pico do ativo,
verificando a possibilidade de quantificar o teor simultaneamente nessa solucao, em
comparacao a solugdo padrao preparada com o mesmo diluente em concentracao

semelhante. 2

Para se comprovar que o método de substancias relacionadas é adequado
para avaliar também o teor de ramipril, foram realizados testes de validagdo parcial
do método, avaliando a linearidade, exatidao e precisao, ja que a unica alteracao foi
na faixa de concentracdo da amostra e do padréao.

Tal proposta possibilita economia de tempo, reagentes e torna mais eficiente
a avaliacao das amostras estudadas nesse projeto.
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4.5.10 Calculos de Teor e Impurezas

O teor foi calculado conforme a equagdo 1 e as substancias relacionadas
conforme equacao 2.

Aax Ppxmpx FDAxPM
Ap x FDP x ma x Q

Ramipril (%) = Equagéo 1

Onde: Aa é a éarea obtida para ramipril na solucdo amostra, Ap € a média das
areas de ramipril obtidas nas injecées da solug¢ao padrao (teor), Pp é a poténcia do
padrdo em porcentagem, mp é a massa pesada miligrama para o preparo da
solucdo padrdo, ma é a massa pesada em miligrama para o preparo da solucao
amostra, FDA é o fator de diluicdo da amostra, FDP é o fator de diluicao do padrao,
PM é o peso médio das capsulas, determinado no momento do preparo da amostra
e Q é a quantidade rotulada de ramipril por comprimido.

) __ Aimp xPp x mp x FDA x PM
- Ap x FDP x ma x Q

Impureza (% Equacao 2

Onde: Aimp é a area obtida para Impureza na solucao amostra, Ap é a média
das areas de ramipril obtidas nas injecdes da solugdo padréao (impurezas), Pp é a
poténcia do padrdo em porcentagem, mp é a massa pesada miligrama para o
preparo da solucao padrao, ma é a massa pesada em miligrama para o preparo da
solucado amostra, FDA é o fator de diluicdo da amostra, FDP é o fator de diluicdo do
padrao, PM é o peso médio das capsulas, determinado no momento do preparo da
amostra e Q é a quantidade rotulada de ramipril por comprimido.
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4.6 Validacao parcial da metodologia

4.6.1 Linearidade

E importante avaliar a linearidade do método para verificar se a resposta
apresentada pelo ramipril € proporcional a sua concentragao, na faixa de 80 a 120%
da concentracdo da amostra (0,5mg mL"') do método analitico de substancias
relatadas, para verificar se ele é aplicavel ao doseamento.

De acordo com VALCARCEL (2012), o método dos minimos quadrados é
indicado para avaliacdo da linearidade de métodos analiticos. A determinacao é
realizada através da regressdo linear, determinando a equacdo da reta e o
coeficiente de correlagao, conforme descrito no Anexo 2. ¥

A linearidade do teste de doseamento foi avaliada em 5 niveis de
concentracdo, sendo 0,50 mg mL™" o ponto central da curva (100%), e os pontos de
80%, 90%, 110% e 120% dessa concentragcdo os outros pontos avaliados, sendo
aceito o coeficiente de correlagdo = 0,99, conforme preconizado na RE 899."°

Transferiram-se 25,09 mg de padrao de ramipril fornecido pela USP, de lote
G11058 e poténcia 99,8%, para balao volumétrico de 25 mL. Diluiu-se e completou-
se ao volume com fase moével, obtendo-se a concentragao teérica de 1,0016 mg mL-
1. Essa solucdo estoque foi diluida para o preparo das solucdes utilizadas na
linearidade, conforme tabela 7.

Tabela 7: Preparo das solu¢des padrdao de ramipril para avaliagado da linearidade ao

nivel de teor
Ponto (%)
Aliquota (mL) Balédo volumétrico (mL) Concentragdo Teobrica (mg.mL™)
80,0 2,000 5 0,40063712
90,0 2,250 5 0,45071676
100,0 2,500 5 0,50079640
110,0 2,750 5 0,55087604
120,0 3,000 5 0,60095568

A linearidade do teste de impurezas foi preparada em oito niveis de
concentragcédo, sendo de 0,50 % a 7,50 % em relacdo a concentracao da solucéo
amostra, se transferindo 10,10 mg de padrao de ramipril fornecido pela USP, de lote
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G11058 e poténcia 99,8%, para baldao volumétrico de 50 mL. Diluiu-se e completou-
se o0 volume com fase movel, e transferiram-se 12,5 mL dessa solucao para balao
volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com diluente, obtendo-se a
concentracdo teérica de 50,4 mcg mL™. Essa solucdo estoque foi diluida conforme
tabela 8.

Tabela 8: Preparo das solu¢des padrao de ramipril para avaliagado da linearidade ao

nivel de impurezas

Ponto (%) Aliquota (mL) Baldo volumétrico (mL) Concentragao Teérica (mcg.mL™)

0,5 0,500 10 2,51995

1,0 1,000 10 5,03990

2,0 2,000 10 10,07980
3,0 3,000 10 15,11970
4,0 4,000 10 20,15960
5,0 5,000 10 25,19950
6,0 6,000 10 30,23940
7,5 7,500 10 37,79925

4.6.2 Exatidao

A exatidao foi avaliada para verificar se seria possivel dosear a quantidade de
padrao de ramipril que foi adicionada a matriz (placebo), permitindo-se resultados de
100% * 5%. Os preparos foram com concentracdo aproximada a 0,5 mg.mL™,
conforme preparo do método analitico de substancias relatadas, para verificar se ele
€ aplicavel ao doseamento. Foram preparadas trés solucées de cada nivel (80%,
100% e 120%), a partir de trés solugdes estoque, totalizando nove preparos,

conforme descrito na tabela 9.
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Tabela 9: Preparo das solugdes placebo fortificadas com ramipril para avaliacdo da

exatidao ao nivel de teor

Dados do Padrao Substancia:  Ramipril
Padrao Estoque - 1 Exatidao preparada a partir do Padréo Estoque 1
Aliquota 1 Conc. Tedrica
MP 10,510 mg Ponto (%) (mL) BV 1 (mL) FDP mg.mL™
BV1 10 mL 80,0 2,000 5 25,0 0,4196
Conc. do Estoque - 1 100,0 2,500 5 20,0 0,5244
1,0489 mg.mL"’ 120,0 3,000 5 16,7 0,6293
Padréo Estoque — 2 Exatidao preparada a partir do Padréo Estoque 2
Aliquota 1 Conc. Tedrica
MP 10,040 mg Ponto (%) (mL) BV 1 (mL) FDP mg.mL™
BV1 10 mL 80,0 2,000 5 25,0 0,4008
Conc. do Estoque — 2 100,0 2,500 5 20,0 0,5010
1,0020 mg.mL"’ 120,0 3,000 5 16,7 0,6012
Padréo Estoque — 3 Exatidao preparada a partir do Padréo Estoque 3
Aliquota 1 Conc. Tedrica
MP 10,080 mg Ponto (%) (mL) BV 1 (mL) FDP mg.mL™
BV1 10 mL 80,0 2,000 5 25,0 0,4024
Conc. do Estoque — 3 100,0 2,500 5 20,0 0,5030
1,0060 mg.mL" 120,0 3,000 5 16,7 0,6036

BV: Balao volumétrico; FDP: Fator de diluicdo do padrédo; FDA: Fator de diluicdo da amostra;

Poténcia do padrao de ramipril: 99,8%;

Para avaliar a exatiddo do método de teor foi utilizado o calculo de

recuperacao do ativo nos placebos fortificados, conforme equacdes 3.3.

) __ Concentracio obtida

Recuperagio de Ramipril (% x100 Equacao 3.3

Concentracio tedrica
Onde: concentragdes obtidas foram calculadas através da equacao da reta de
linearidade, utilizando como Y a area obtida com o pico do ramipril nas solucoes
avaliadas, e as concentracdes tedricas foram calculadas a partida da massa,
poténcia e diluicdo do padrao adicionado a matriz, no preparo das solugdes.
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4.6.3 Precisao

A precisdo foi estudada com 6 amostras preparadas por um analista e 6
amostras preparadas por outro analista, em dias diferentes, totalizando 12 preparos,
seguindo conforme descrito no item preparo das solugdes amostra (3.5.1), avaliando
a repetibilidade do método em cada grupo (n=6) e a precisdo intermediaria
considerando todos os preparos (n=12), sendo aceita uma variacao de 5 %, de
acordo com a RE 899. As massas pesadas estao descritas na tabela 10. ™

Tabela 10: Preparo de amostras de ramipril comprimidos para avaliacao da precisao

Amostra Massa da amostra (mg)
Preciséo Intradia 01 12,63
Preciséo Intradia 02 12,67
Precisao Intradia 03 12,52
Precisao Intradia 04 12,50
Precisao Intradia 05 12,60
Preciséo Intradia 06 12,49
Preciséo Interdia 01 12,64
Preciséo Interdia 02 12,52
Preciséo Interdia 03 12,32
Preciséo Interdia 04 12,55
Precisao Interdia 05 12,66
Precisao Interdia 06 12,73

De acordo com PAGANO et al (2004), a avaliagdo estatistica da precisdo
(n=6) pode ser realizada calculando o coeficiente de variagdo ou desvio padrdo
relativo (DPR) em porcentagem, conforme equacao 3, e a avaliacdo entre os grupos
(n=12) pode ser realizado além do célculo do DPR (%), € recomendado realizar a
comparacao das variancias empregando o teste F e a comparacao das médias
obtidas através do teste t, descritos nas equacdes 4, 5 e 6, respectivamente.®®

S

Cy = —
I

Equacao 3

Onde: Cv é o coeficiente de variacdo, S é o desvio padrdao amostral (n-1) e
€ a média das amostras (n).
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_ Q2 2
F=8;/Sw Equacao 4

Onde: Sg € o0 maior desvio padrao amostral (n-1) na preciséo e Sy, € 0 menor
desvio padrdo amostral (n-1) obtido na precisdao. O valor de F obtido deve ser
comparado ao tabelado, conforme tabela do anexo 3, sendo aceito se F calculado
for menor ou igual ao F tabelado.

T — T2

Serey - \/% Equacao 5

Onde: Sy1.x foi calculado conforme equacgao 6

[ S2, + 52
Iisxl.fu"g = % .
Equacao 6

No teste t, a quantidade de graus de liberdade usada deve ser de 2n — 2. Este

t =

teste pode ser usado quando o numero de amostra (n) dos dois grupos é igual,
neste caso (n=6), e podemos assumir que as duas distribuicoes possuem a mesma

variancia (atendem ao teste f).

4.6.4 Seletividade e Especificidade

Para comprovar a seletividade e especificidade do método, demonstrando
que na condicdo cromatografica proposta ele promove a separagdo adequada dos
compostos de interesse, foram avaliadas as solugées: diluente, insumo farmacéutico
ativo (IFA), padrao de referéncia farmacopeico das substancias isoladas de ramipril,
Composto Relacionado A da USP (sendo a mesma substancia da Impureza A
descrita na EP — ramipril didcido), Composto Relacionado D da USP (sendo o
mesmo composto da Impureza D descrita na EP - ramipril dicetopiperazina), e
ramipril Impureza K BP (fornecida pela PGS), identificando os compostos e obtendo
seus espectros de absortividade na faixa de 200 a 400 nm através do detector DAD
e também uma mistura de todas as impurezas e do ramipril, avaliando a resolucéo

entre 0s picos.
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4.6.4.1 Preparo das solucoes da seletividade

A solucéo diluente foi preparada conforme descrito no item 3.5.7 (fase mével).

A solucao placebo foi preparada transferindo cerca de 200 mg de mistura de
excipientes, conforme descrito na mistura O, na tabela 12, contendo CMC, HPMC,
Lactose e estearil fumarato de sbdio, exceto ramipril, para baldo volumétrico de
25mL, adicionando cerca da metade do volume de diluente e levando ao ultrassom

por 10 minutos. Completou-se o volume com fase mével.

As solucdes padrao de impurezas foram preparadas conforme item 3.5.4,
diluindo separadamente 2 mL das solucdes estoque de cada composto para baldes
de 20 mL, completando o volume com fase mével. A solugdo padrdo de ramipril foi
preparada conforme item 3.5.2, a 0,025 mg.mL"'. A solucdo da mistura das

impurezas com o ramipril foi preparada conforme item 3.5.4 (padrdao mix).

4.6.4.2 Avaliacao das solucoes da seletividade

Foram avaliadas as solugcées da seletividade, verificando se algum pico,
oriundo da solucédo diluente ou placebo, poderia interferir na quantificacdo dos picos
de interesse.

Foi realizada a identificacdo dos picos e determinados seus tempos de
retencao relativos. A resolucdo dos picos foi verificada na solugcdo da mistura de
todos os padrdes de impurezas e o ativo ramipril, sendo aceitos valores maiores que
1,0, comprovando a eficiéncia da separacao cromatografica, calculados conforme

anexo 1.

4.6.5 Degradacao forcada

Para provar que o método é indicativo de estabilidade, foi realizada a
degradacao do ativo em diversas condigdes de estresse (hidrélises acida e alcalina,
oxidacao, temperatura, umidade e luz), para elucidar suas principais vias de
degradacao e avaliar se a metodologia seria capaz de quantificar todos os produtos

de degradacao formados de forma inequivoca.
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Para comparar com as solu¢coes degradadas e verificar quais picos se
formaram pela degradacao do IFA, foram injetadas também solu¢des controle, que
ficaram estocadas sem o agente degradante, pelo mesmo periodo de tempo
avaliado.

4.6.5.1 Preparo das solucoes degradantes

As escolhas das concentragdes e tempos de exposicdo foram baseadas no
teste descrito por DIEGO et al (2010), tendo que ser ajustadas em casos onde foram
obtidas degradacdes muito severas, maiores que 30 %, podendo ter se formado

produtos de degradacéo secundarios. ’

Foram preparadas solu¢des degradantes de &cido cloridrico 0,1 N, hidréxido

de sédio 1,0 N, perdxido de hidrogénio 3 % (v/v), conforme tabela 11.

Tabela 11: Preparo das solu¢des degradantes

Solugao Quantidade / Reagente Volume de agua (mL)
Acido cloridrico 1,0 N 8,3 mL de Acido cloridrico PA (37%) 100 mL
Acido cloridrico 0,1 N 10,0 mL de Acido cloridrico 1,0 N 100 mL
Hidréxido de s6dio 1,0 N 40 g de Hidroxido de sédio PA 100 mL
Hidroxido de sédio 0,1 N 10,0 mL de Hidroxido de sédio PA 100 mL
Perdxido de hidrogénio 3 % (v/v) 10 mL de Perdxido de Hidrogénio 30% 100 mL

4.6.5.2 Preparo das solucoes amostra

Foram preparadas solucbes amostra conforme descrito no item 3.5.1,

denominadas solugdes controle (n&o foram expostas a nenhum agente degradante).

A amostra exposta ao acido foi preparada transferindo-se aproximadamente
12,5 mg de ramipril para baldo volumétrico de 25 mL e adicionando-se 2,5 mL de
acido cloridrico 0,1 N, mantendo em repouso por 5 dias. Apds exposicdo, foram
adicionados 2,5 mL de hidréxido de sédio 0,1 N para neutralizar. Adicionaram-se 10
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mL de diluente levando ao banho de ultrassom por 10 minutos. O volume foi
completado com diluente. A solucéo foi filtrada em filtro PVDF 0,45 um e transferida

para vial.

A amostra exposta ao hidroxido foi preparada transferindo-se
aproximadamente 12,5 mg de ramipril para baldo volumétrico de 25 mL e
adicionando 2,5 mL de hidréxido de sédio 1,0 N, realizando a neutralizacao imediata
apds exposicao, adicionando 2,5 mL de acido cloridrico 1,0 N. Adicionaram-se 10
mL de diluente levando ao banho de ultrassom por 10 minutos. O volume foi
completado com diluente. A solugéo foi filtrada em filtro PVDF 0,45 um e transferida

para vial.

A amostra exposta ao peréxido foi preparada transferindo-se
aproximadamente 12,5 mg de ramipril para baldo volumétrico de 25 mL e
adicionando 2,5 mL de peréxido de hidrogénio 3% (v/v), mantendo em repouso por 2
dias. Adicionaram-se 10 mL de diluente levando ao banho de ultrassom por 10
minutos. O volume foi completado com diluente. A solugéo foi filtrada em filtro PVDF
0,45 um e transferida para vial.

A amostra exposta ao aquecimento foi preparada transferindo-se cerca de
12,5 mg de ramipril para béquer de vidro e levada a estufa a 105 °C por 5 minutos.
Adicionaram-se 10 mL de diluente levando ao banho de ultrassom por 10 minutos. O
volume foi completado com diluente. A solugao foi filtrada em filtro PVDF 0,45 um e
transferida para vial.

As amostras expostas a luz foram preparadas transferindo-se cerca de 12,5
mg de ramipril para dois vials de vidro incolor, expondo um a luz UV e o outro a luz
branca por 5 dias. Transferiram-se quantitativamente o conteddo dos vials para
balées volumétricos de 25 mL, lavando com fracdes de diluente, totalizando 10 mL,
levando ao banho de ultrassom por 10 minutos. O volume foi completado com
diluente e as solugdes foram filtradas em filtro PVDF 0,45 um e transferidas para

vials.
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4.6.5.3 Avaliacao das solucoes da degradacao forcada

Avaliaram-se a pureza de pico do ativo nas solucdes da degradacéao forcada e
a resolucéo dos picos dos compostos formados, aceitando-se pureza de pico > 0,99
e resolugéo dos picos > 1,0, calculada conforme anexo 1.

4.6.6 Metodologia para determinacao de Umidade

A BP recomenda que a umidade do ramipril comprimidos seja avaliada por
pontenciometria (Karl Fischer), porém com a andlise termogravimétrica (TGA), que
apresenta dados concisos e muito confiaveis, o teste karl Fisher se torna

desnecessario.

A umidade foi avaliada através de andlise termogravimétrica, transferindo de
5 a 10 mg de amostra para cadinho de aluminio de 100 pL com tampa furada,
aquecendo a 10 °C min"'de 25 a 250 °C, em atmosfera de nitrogénio de 50 mL min™.
A avaliacdo dos resultados foi feita considerando a perda de massa até 115 °C,
temperatura em que toda agua adsorvida no material ja se vaporizou. Em amostras
com hidratos, foram avaliadas também as perdas de massas até temperaturas
maiores para estimar a massa da agua de hidratagao.

4.6.7 Estudo de interacao Farmaco x Excipiente

Para avaliar a interacao farmaco (F) + excipientes (E) foram preparadas
misturas binarias F : E (1:1), ternarias F : E1 : E2 (1:1:1), quaternarias F : E1 : E2 :
E3 (1:1:1:1) e da formulagdo completa de comprimidos de ramipril. Para verificar a
influéncia da ordem de mistura dos componentes foi avaliada uma formulagao
completa com mistura prévia de F : HPMC, para depois adicionar os outros
excipientes, verificando a possivel inibicdo de degradacdo mencionada em algumas
patentes, como a US 2006/0134213 A1 3%, somente fazendo mistura fisica dos
componentes, sem aplicar a técnica de recobrimento por spray drier.
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Utilizando o farmaco ramipril e os excipientes HPMC, lactose monoidratada,
celulose microcristalina, estearilfumarato de sdédio, foram preparas as misturas e
denominadas em ordem alfabética (de A até P), com quantidades e proporcoes
descritas na tabela 12:

Tabela 12: Propor¢cao dos componentes nas misturas de ramipril com os excipientes,
onde Ram (ramipril), Cel (celulose microcristalina), Est (estearilfumarato de sédio),
HPMC (hidroxipropilmetilcelulose), Lac (lactose monohidratada).

Denominagao Composicéao Ram (%) Cel (%) Est (%) Hip (%) Lac (%) -l;;tjl
A Ram + Cel 50,0 50,0 0,0 0,0 0,0 100,0
B Ram + Est 50,1 0,0 49,9 0,0 0,0 100,0
C Ram+ HPMC 49,9 0,0 0,0 50,1 0,0 100,0
D Ram + Lac 49,9 0,0 0,0 0,0 50,1 100,0
E Ram + Cel + Est 33,2 33,3 33,5 0,0 0,0 100,0
F Ram + Cel+ HPMC 33,4 33,3 0,0 33,4 0,0 100,0
G Ram + Cel + Lac 33,3 33,5 0,0 0,0 33,2 100,0
H Ram + Est + HPMC 33,6 0,0 33,3 33,1 0,0 100,0
I Ram + Est + Lac 33,3 0,0 33,1 0,0 33,6 100,0
J Ram+ HPMC + Lac 33,3 0,0 0,0 33,4 33,2 100,0
K Ram + Cel + Est + HPMC 25,0 25,0 249 25,1 0,0 100,0
L Ram + Cel + Est + Lac 25,0 25,0 249 0,0 25,0 100,0
M Ram + Cel+ HPMC + Lac 24,9 25,1 0,0 25,0 24,9 100,0
N Ram + Est + HPMC + Lac 25,0 0,0 25,0 24,9 25,1 100,0
0] Ram + Cel + Est + HPMC + Lac 4,4 481 1,5 1,0 45,0 100,0
P (Ram + Hip) + Cel + Est + Lac 4,4 48.0 1,5 1,0 45,1 100,0

As misturas foram expostas a 40 °C e 75 % de umidade relativa por seis
meses. Foram realizadas analises térmicas e cromatograficas nos tempos: inicial
(TO), apbs trés meses (T1) e apbds seis meses (T2), simulando um estudo de

estabilidade acelerado na zona climatica Vb, de acordo com a RE n°1 de 2005. 2

No TO0, além das misturas, foram analisados por analise térmica o ativo e cada
um dos excipientes individualmente. Foram comparados os resultados de DSC e
TGA obtidos das substancias separadas com os resultados obtidos com as misturas,

sendo avaliados aspectos que sejam indicativos de interacdo farmaco x excipiente.
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DESAI et al (2003), cita que as técnicas mais utilizadas nos estudos
envolvendo compatibilidade de farmacos e excipientes sao: Calorimetria Diferencial
de Varredura (DSC) e Termogravimetria (TGA), sendo técnicas complementares as
de Difracdo de Raio X (DRX), Microscopia Eletrénica por Varredura (MEV),
Infravermelho (IV) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) *°

As técnicas de DSC e TGA necessitam de pequena quantidade de amostra e
trazem resultados rapidos, por esse motivo sdo amplamente utilizadas na etapa de
pré-formulacao, contudo, os resultados sao de dificil interpretacéo, necessitando de

uma técnica complementar para concluir a avaliagdo dos resultados. *’

Nos estudos realizados, foram comparados os dados obtidos da analise
térmica e com os resultados de teor e impurezas por HPLC, possibilitando maior
seguranca na interpretacdo dos dados e também enriquecendo o trabalho com um

comparativo que desafia a eficiéncia da andlise térmica.

A avaliacdo da entalpia é possivel quando os eventos nao se sobrepdem na
curva de DSC. O surgimento ou desaparecimento de eventos endotérmicos ou
exotérmicos nos graficos de andlise térmica podem indicar interacdo entre os
componentes avaliados. Essas interacées podem ser confirmadas por Infravermelho

(IR), com sobreposicédo de bandas. *'»**

ARAUJO et al (2007) cita que para avaliacdo do ramipril por DSC e TGA, a
rampa de aquecimento mais adequada é a de 10 °C.min”', diante disso, os estudos

de analise térmica foram desenvolvidos empregando essa rampa de aquecimento. >3

Para as analises por DSC e TGA, a temperatura inicial foi de 25°C, sendo
aumentada em rampa de aquecimento de 10°C.min™", finalizando o teste a 250°C.
Empregou-se atmosfera de nitrogénio com vazdo a 50mL.min™". A massa pesada foi
cerca de 3mg para amostras analisadas no DSC e cerca de 7 mg para amostras

avaliadas no TGA. Foram usados cadinhos de aluminio com tampa furada.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Adequabilidade da metodologia BP2015

Para avaliar a adequabilidade do sistema cromatografico para o método
descrito na BP, foi preparada uma solucdo contendo as substancias: ramipril,
ramipril impureza K (PGS) e ramipril impureza A, obtendo-se o cromatograma da
figura 7.

System Suitability
i MName ‘

@

_,f"\!\,,a.,,\,. - .“\u L0 I IJ' e = s
a
Resultados:
1: 210 nm, 4 nm Results
Nome TR Area Theoretical Asymmetry Capacity Resolution
plates (USP) factor (USP)
Bl 7,01 343535 7008 1,11 5,74 0,00
c 8,06 452037 7669 0,98 6,75 3,00
B2 8,53 119958 9370 1,19 7,20 1,30
D 11,51 54970118 3632 1,26 10,07 5,35
G 30,67 580923 8029 1,01 28,49 0,00

Figura 7: cromatograma obtido com a solugcdo padrdo mix, sendo os isémeros da
Impureza K (B1 e B2), ramipril impureza A (C), ramipril (D) e ramipril impureza D (G).

Em todas as andlises realizadas, o sistema cromatografico atendeu aos
critérios de system suitability da BP, com R = 1,0 entre os picos da Impureza A e
Impureza K. Os resultados também cumpriram as recomendacdées do guia de
validacdo do FDA e capitulo geral de cromatografia da USP, sendo que todos os
compostos avaliados apresentaram R = 1,0, N > 2000, K" 21,5 e T < 2,0, portanto,
pudemos concluir que o sistema estava adequado a prosseguir com o teste de teor e

impurezas nas condi¢des laboratoriais. 3% %7
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A identificacdo das impurezas A e K foram realizadas com os padrbes
primarios e o pico de ramipril Impureza D foi nomeado a partir do tempo de retencao
relativo descrito na BP (2,6 que corresponde ao tempo de retencdo de cerca de 30
minutos), sendo proveniente do ramipril, mesmo nao tendo sido adicionado a

solucdo foi possivel detecta-lo. *°

4.2 Seletividade e Especificidade

4.2.1 Solucoes de diluente, placebo, IFA e padroes de referéncia

Os cromatogramas obtidos com as solugdes de diluente, placebo, IFA, CRA,
Imp K, CRD e mix de impurezas, encontram-se nas figuras 8 a 26, respectivamente.

1:210 nm, 4 nm
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Figura 8: Cromatograma obtido com a solugao diluente (fase mével).
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Figura 9: Gréfico 3D de 200 a 400 nm obtido com a solucao Diluente.
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Figura 10: Cromatograma obtido com a solugéo placebo.
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Figura 11: Grafico 3D de 200 a 400 nm obtido com a solugao placebo.
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Figura 12: Cromatograma obtido com a solucao de Insumo Farmacéutico Ativo (API)

ramipril.
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Figura 13: Espectro Ultravioleta (UV) de 200 a 400 nm e pureza de pico do Insumo

Farmacéutico Ativo (API) ramipril.
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Figura 14: Gréafico 3D de 200 a 400 nm do Insumo Farmacéutico Ativo (API) ramipril.
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Figura 15: Cromatograma obtido com a solugcdo de Composto Relacionado A
fornecido pela USP.
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Figura 16: Espectro Ultravioleta (UV) de 200 a 400 nm obtido com a solu¢dao de CRA
fornecido pela USP.
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Figura 17: Grafico 3D de 200 a 400 nm obtido com a solucédo de CRA fornecido pela
USP.
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Figura 18: Cromatograma obtido com a solugéao de Imp K fornecido pela PGS.
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Figura 19: Espectro Ultravioleta (UV) de 200 a 400 nm obtido com a solucéo de Imp
K fornecido pela PGS.
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Figura 20: Grafico 3D de 200 a 400 nm obtido com a solucao de Imp K fornecido
pela PGS.
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Figura 21: Cromatograma obtido com a solugédo de CRD fornecido pela USP.



61

Retention time: 29,907 Min

| 3
Lamibda Max | Peak name: G
2 5 N . ® 2 Lambda max: 208, 330, 257
= o g 3 1 £ Lambda min: 274, 369, 360
1=
PER -—_—
200 250 300 350 400

Figura 22: Espectro Ultravioleta (UV) de 200 a 400 nm obtido com a solugédo de CRD
fornecido pela USP.
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Figura 23: Grafico 3D de 200 a 400 nm obtido com a solucdo de CRD fornecido pela
USP.
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Figura 24: Cromatograma obtido com a solugdo Mix de ramipril, CRA, CRD e Imp K
fornecido pela PGS.
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Figura 25: Pureza de pico do Ramipril de 200 a 400 nm obtido com a solugédo de Mix
de ramipril, CRA, CRD e Imp K fornecido pela PGS



62

CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Ramipril mestrado\Data\i5_04_ 02\System

600 600"

mAU 400 100"
200
0 200
200 40

300 20 mAU
nm 400 O Minutes

Figura 26: Gréafico 3D de 200 a 400 nm obtido com a solucdo de Mix de ramipril,
CRA, CRD e Imp K fornecido pela PGS.

As solucdes de diluente (fase movel) e de placebo (mistura dos excipientes
Cel, HPMC, Lac e Est) ndo apresentaram pico interferente nos tempos de retencéo

das substancias de interesse.

Os cromatogramas obtidos com as solucdes preparadas utilizando os padroes
do farmaco e das impurezas conhecidas, individualmente, serviram para identificar

os tempos de retengdo desses compostos.

A solucdo da mistura de todas as substdncias de interesse apresentou
separacao adequada, com resolucédo = 1,0 e pureza de pico do ramipril de 1,0000.

O ramipril impureza K da farmacopeia britanica ndo estava disponivel pelo
compéndio, por isso foi utilizado o sintetizado e fornecido pela empresa PGS.
Conforme mencionado no laudo de caracterizacao, esse padrao apresenta em sua
composicao a mistura de dois enantibmeros da impureza K, por isso aparecem dois
picos no cromatograma, também bem resolvidos, com resolugdo maior que 1,0, e

espectros UV semelhantes.

Os espectros do ramipril e das impurezas sdo parecidos, sendo que a maior
parte delas apresentou maxima absortividade em 206 nm. Isso é devido a
semelhanca nos grupamentos cromoéforos das estruturas quimicas das moléculas, ja

que as impurezas sao originadas do ativo.

Diante dos dados obtidos, podemos afirmar que o método da BP apresentou
seletividade satisfatoria para quantificacdo do ativo ramipril e das impurezas CRA,

CRD e Impureza K, mesmo na presenca dos excipientes presentes nas misturas.

Os laudos dos padrdes de referéncia utilizados encontram-se no anexo 4.
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4.2.2 Degradacao forcada

Os resultados da degradacao do ativo nas diversas condigcdes de estresse
(hidrolises acida e alcalina, oxidacado, temperatura, umidade e Iluz) estéao
demonstrados na figura 27.

12 210 fem, 4 A 1: X1 i, A i 12270 rm, 4 fom 1 1) fm, 4 el 1: 210 A, 4 Am 12 210 e, 4 B
AP Temg 108°C Smin A ey O, 6 e AP luz UV § e APYHC] 0,14 § dian AP IO % 2 San AP MaOH 1K msdatc

T

Figura 27: Cromatogramas das amostras submetidas a degradacao forcada, onde
sao demonstrados os cromatogramas do farmaco exposto ao aquecimento (1), Luz
visivel (2), Luz ultravioleta (3), Acido cloridrico (4), Peréxido de hidrogénio (5) e
Hidroxido de sdédio (6) e os picos de ramiprilato (A), ramipril impureza K (B1 e B2),
ramipril impureza A (C), ramipril (D), ramipril impureza D (G), impureza
desconhecida (H).

Inicialmente a degradacao térmica foi testada a 60 °C, ndo alcancando a
degradacao de 10 % em 5 dias.

Procedeu-se entdo um teste a 105 °C por 2 dias, contudo, o ramipril sofreu
total degradacédo, convertendo-se ao ramipril dicetopiperazina (Impureza D da EP),
confirmando o que € citado na literatura, que informa a ciclizagdo por aquecimento
como a principal via de formacao de tal composto e a possibilidade de producao in

vitro por aquecimento. "+ °¢1°

Foram realizados novos ensaios de degradacédo, obtendo a degradacao de
7,1 % expondo o farmaco a 105 °C por 5 minutos.
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A hidrélise basica também causa degradacgao rapida do ramipril, sendo que
cerca de 17,5 % se degrada em hidréxido de sédio 1 N imediatamente apds o
contato sendo feita a neutralizagao logo em seguida, originando um pico com tempo
de retencéo relativo de 0,3 que, segundo descrito por DIEGO et al (2010), refere-se

ao ramiprilato. ’

Na solucdo estressada por hidrélise acida, usando HCI 0,1 N por 5 dias,
obteve-se degradacao de cerca de 8,8 %, com formacao de um pico com tempo de
retencao relativo de 0,3, que segundo descrito por DIEGO et al (2010), refere-se ao

ramiprilato.

As amostras expostas a luz ultravioleta e a luz branca por 5 dias nao
apresentaram degradacao significativa, ndo sendo observada formacdo de nenhum
composto.

Na condicdo de estresse por oxidacao, utilizando perdxido de hidrogénio 3 %
(v/v) por 2 dias, observou-se degradacdo de cerca de 8,5 % e a formagédo dos
compostos ramiprilato, Impureza K, Impureza A e compostos desconhecidos com
tempos de retencao entre 4 e 5 minutos.

Com excecao da amostra estressada pelo aquecimento, todas as solucdes
avaliadas apresentaram pico da Impureza D (ramiprii DKP) com intensidade

semelhante nas amostras controle.

Em todas as condicdes de estresse a pureza de pico do ramipril foi avaliada,
através de comparacao espectral em diversos pontos do inicio ao fim da eluicdo do
pico, através do software EzChrom®. Essa ferramenta permite verificar se houve
interferéncia de algum produto de degradacdo no pico do ativo, avaliando a
seletividade do método.

Os célculos de pureza de pico foram realizados comparando o espectro do
apice do pico (espectro de referéncia, ponto que apresenta a maior concentracao do
analito e o espectro mais bem definido), com diversos espectros amostrados do
inicio ao fim do pico de ramipril, sendo coletado um espectro a cada 400
milissegundos.
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Desse total de espectros, foi realizada uma avaliagdo, contando todos os
espectros que apresentaram pelo menos 95 % de semelhanga com o espectro de
referéncia e também calculando os que apresentaram menos de 95% de
similaridade.

A razdo entre o total espectros semelhantes pelo total de espectros que
apresentaram diferenca, representa o valor de pureza de pico. Dentre os espectros
avaliados, desconsideraram-se 5 % de absorbance threshold (tratam-se dos
espectros da base do pico, préximos do inicio e do término da integracao, onde a
concentracao de analito € tao baixa que nao é possivel ter um espectro bem definido

que possa ser comparado ao espectro do apse do pico).

Quando se tem um resultado de pureza de pico igual a 1,000, significa que
todos os espectros avaliados apresentaram semelhanca de no minimo 95 % com o
espectro de referéncia. O valor minimo aceitavel de pureza de pico é 0,990 para que
se possa garantir que nada diferente do composto principal esteja eluindo ao mesmo
tempo dele.

Os resultados de pureza de pico obtidos estao apresentados na tabela 13.

Tabela 13: Resultados de pureza de pico de ramipril

Condicao de _ o
Pureza de pico do ramipril
estresse
Oxidacao 1,000
Luz UV 1,000
Luz DL 1,000
Hidrélise Acida 1,000
Hidrélise Alcalina 1,000
Térmica 1,000

O fator de pureza de pico obtido mostrou-se = 0,990, ou seja, houve pelo
menos 95% de similaridade dos espectros do inicio ao fim da eluicdo do ramipril,
demonstrando que os produtos de degradacdo e as impurezas conhecidas nao
apresentaram interferéncia no pico do ramipril. Esse resultado a seletividade e
especificidade do método analitico proposto.
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4.3 Validacao parcial da metodologia BP2015 de Substéancias relacionadas
para doseamento de Ramipril

Para se comprovar que o método de substancias relacionadas descrito na
farmacopeia britanica é adequado para avaliar também o teor de ramipril, de forma
simultanea, foram realizados testes de validacdo de método, comprovando a
linearidade, exatiddo e precisdo, pois a proposta € manter a mesma condicdo
cromatografica que apresentou resultados satisfatérios de seletividade e
especificidade, conforme mencionado nos itens 3.5.

4.3.1 Linearidade

Foi relevante avaliar a linearidade do método para verificar se a resposta
apresentada pelo ramipril seria proporcional a sua concentracdo, na faixa de 80 a
120% da concentracdo da amostra (0,5mg mL™") do método analitico de substancias
relatadas, para verificar se ele seria aplicavel ao doseamento.

Os resultados obtidos com a curva de linearidade estdo demonstrados na
tabela 14 e a curva experimental e o grafico de residuos nas figuras 28 e 29,
respectivamente.

Tabela 14: Resultados analiticos da linearidade de ramipril ao nivel de teor

Ponto (%) _X - Y

Conc. Tedrica (mg.mL™) Resposta

0,40063712 49668965

80,0 0,40063712 49919625
0,40063712 49975294

0,45071676 55812229

90,0 0,45071676 55794451
0,45071676 55696572

0,50079640 62065466

100,0 0,50079640 62160373
0,50079640 62232295

0,55087604 68606381

110,0 0,55087604 68659311
0,55087604 68750213

0,60095568 74025212

120,0 0,60095568 74205504

0,60095568 74124513
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Figura 28: Curva analitica experimental de ramipril de 80 a 120%
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Figura 29: Gréfico de residuos de ramipril de 80 a 120%

O coeficiente de correlacao linear atende a RE899, sendo maior que 0,99, o
desvio padrao relativo entre as injegdes foi menor que 2,0% e o grafico de residuos
apresentou erros aleatérios, sem indicar tendéncias. Diante dos dados obtidos, nao
foi observado nenhum impedimento na utilizagdo do meétodo de substancias

relacionadas para a quantificacdo do ramipril em relacdo a linearidade. Os dados
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obtidos no teste de linearidade foram utilizados para obtencdo da equacao da reta.
Empregou-se tal equagcdo para avaliar a exatiddo do método de substancias

relacionadas para avaliacdo do teor, conforme apresentado no item 4.3.2.

Foi avaliada a linearidade ao nivel de impurezas (de 0,5 a 7,5%) para verificar
se a resposta seria proporcional também no intervalo de menor concentracdo, em
que se obtém sinais de menor intensidade que podem sofrer maior interferéncia de
ruidos. Os dados obtidos sdo apresentados na tabela 15 e a curva experimental e 0
grafico de residuos nas figuras 30 e 31, respectivamente.

Tabela 15: Resultados analiticos da linearidade ao nivel de impurezas

X Y

Ponto (%)
Conc. Tedrica (mcg.mL") Resposta

312994
0,5 2,5 312614
313089
623890
1,0 5,0 624453
625461
1235437
2,0 10,1 1235497
1238453
1861508
3,0 15,1 1868583
1867404
2480233
4,0 20,2 2479492
2482503
3077960
25,2 3079634
3080073
3709146
30,2 3707593
3710056
4644256
37,8 4632674
4616788

5,0

6,0

7,5
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Figura 30: Curva analitica experimental de ramipril de 0,5% a 7,5%
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O coeficiente de correlacao linear atende a RE899, sendo maior que 0,99 e o
grafico de residuos apresentou-se com erros aleatérios, demonstrando que o

método de impurezas responde de forma proporcional a concentracdo analisada.

4.3.2 Exatidao

A exatidao foi avaliada para verificar se seria possivel quantificar de forma
inequivoca a quantidade na concentracdo da amostra (0,5 mg mL™), na presenca do
placebo, para confirmar que o método de substancias relacionadas seria aplicavel
ao doseamento. Os resultados obtidos constam na tabela 16.

Tabela 16: Resultados da Exatidao

Coeficiente linear a= 122668176,1291
Coeficiente angular b= 681312,6000
Ponto (%) Conc. Tedrica (mg.mL”")  Resposta  Conc. Obtida (mg.mL™") Recuperagao (%)
0,4196 52844840 0,4252 101,35
80,0 0,4008 51723273 0,4161 103,82
0,4024 51081555 0,4109 102,11
0,5244 66035505 0,5328 101,59
100,0 0,5010 64448532 0,5198 103,76
0,5030 63880224 0,5152 102,43
0,6293 78862041 0,6373 101,27
120,0 0,6012 77084123 0,6228 103,60
0,6036 75619064 0,6109 101,21
Critério de Aceitagao 100% + 5%
Resultado De Acordo

Os dados obtidos com o teste de exatiddo demonstraram que o método de
substancias relacionadas da BP apresenta resultados exatos para quantificacdo do
ativo ramipril, apresentando recuperagéo de 100 + 5% do resultado estimado.

4.3.3 Intervalo para determinacao de teor

O intervalo foi determinado com os dados da linearidade e exatidao, e define
a faixa de trabalho da metodologia, conforme tabela 17.
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Tabela 17: Intervalo (teor)

Menor Concentragao 0,40 mg/mL
Maior Concentragéo 0,63 mg/mL

4.3.4 Precisao

A precisao foi estudada com 12 amostras, sendo avaliada a repetibilidade do
método no primeiro grupo (6 preparagdes) e a precisao intermediaria no segundo
grupo (6 preparacgdes).

As solucdes foram preparadas conforme descrito no teste de substancias
relacionadas BP e os resultados constam na tabela 18.

Tabela 18: Resultados da precisao

Amostra Teor(%)
Precisao Intradia 01 98,54
Precisao Intradia 02 98,51
Precisao Intradia 03 98,08
Precisao Intradia 04 97,41
Precisao Intradia 05 98,43
Precisao Intradia 06 99,01
Média grupo 1 (n=6) 98,33

DPR (%) grupo 1 (n=6) 0,55
Precisao Interdia 01 99,52
Precisao Interdia 02 98,11
Precisao Interdia 03 99,16
Precisao Interdia 04 98,13
Precisao Interdia 05 98,28
Precisao Interdia 06 98,38

Média grupo 02 (n=6) 98,60

DPR (%) grupo 2 (n=6) 0,60

Média Teor 98,46

Intermediaria (n = 12) RSD (%) 0,57
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O desvio padrao relativo do grupo de precisdo repetibilidade (n=6) foi de
0,55% para o primeiro dia e de 0,60% para o segundo dia e entre os grupos (n=12)
foi de 0,57%, atendendo ao estipulado para o teste, que é menor ou igual a 5%,
portanto o método de substancias relacionadas apresentou-se preciso para

quantificacao de ramipril de forma simultanea.

Os dados dos desvios obtidos foram tratados estatisticamente empregando-
se o teste F, sendo considerados os DPRs resultantes dos dois grupos de dados
(n=6), inserindo no numerador o valor do maior desvio e no denominador o valor do
menor desvio. Dessa forma obteve-se o valor de 1,19, sendo que o f tabelado para o
intervalo de confianga de 0,025 e n = 12 é de 3,89. Portanto, sendo o valor
encontrado menor que o valor tabelado, podemos afirmar que os dois grupos de
dados apresentam variancia similar, atendendo ao teste F.

As médias foram comparadas estatisticamente empregando-se o teste t de
student, sendo que o valor obtido foi de 1,15, sendo menor que o valor de t tabelado
de 2,18, portanto as médias nao apresentam diferenca significativa.

4.4 Analises de Teor e Substancias Relacionadas por HPLC

4.4.1 Adequacao do sistema

Para avaliar se o sistema cromatografico se encontrava nas condi¢coes
adequadas, foi injetada a solugdo padrdo mix de impurezas, conforme

cromatograma apresentado na figura 32:
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Resultados:
1: 210 nm, 4 nm Results
Nome TR Area Theoretical Asymmetry Capacity Resolution
plates (USP) factor (USP)
Bl 7,01 343535 7008 1,11 5,74 0,00
C 8,06 452037 7669 0,98 6,75 3,00
B2 8,53 119958 9370 1,19 7,20 1,30
D 11,51 54970118 3632 1,26 10,07 5,35
G 30,67 580923 8029 1,01 28,49 0,00

Figura 32: Cromatograma da solu¢ao padrao mix para avaliagdo do sistema.

Os parametros cromatograficos obtidos com a solucdo padrdo mix de
impurezas encontram-se expostos na tabela 19.

Tabela 19: Resultados da adequacéao do sistema

o Resultados
R Critérios de . .
Parametro ) . o Andlise 3 Andlise 6
aceitacao Analise Inicial
meses meses
Resolucao (R) entre Imp. K e
R=1,0 1,3 3,1 1,5
Imp. A
Pratos tedricos (N) N > 2000 3632 4234 5065
Fator de Assimetria (T) T=<20 1,3 1,3 1,3
Fator de capacidade (K") K215 10,1 9,2 10,3

As concentracdes obtidas com os preparos das solucées padrao utilizadas

como referéncia na quantificacdo de ramipril e das impurezas encontram-se na
tabela 20.
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Tabela 20: Concentragdes das solucdes de referéncia

Concentragdo (mg.mL™)

Andlise
Padréo Teor Check Padréao Impurezas
Inicial 0,5075 0,5225 0,0254
3 meses 0,5156 0,4856 0,0258
6 meses 0,5088 0,49996 0,0254

As solucbes amostras foram preparadas conforme descrito no item preparo

das solugdes amostra (3.5.1), com concentracdes tedricas de cerca de 0,50 mg.mL

de ramipril em fase mével. Os resultados obtidos de teor de ramipril comprados a

solucéo padrao, calculados conforme item 4.3.10 estdo descritos na tabela 21.

Tabela 21: Teor de ramipril (%) das misturas de ramipril + excipientes.

Teor de Ramipril (%) Variacbes observadas (%)
) Diferenca
AMOSTRA INICIAL 3 MESES 6 MESES Diferenca entre entre TOe T6
TO e T3 meses
meses
A 95,2 94,4 96,0 -0,9 0,7
B 99,4 101,4 99,3 2,0 -0,1
C 95,0 92,6 93,2 -2,5 -1,8
D 96,7 93,7 95,1 -3,0 -1,6
E 99,0 98,6 96,0 -0,5 -3,1
F 98,5 94,3 97,2 -4,2 -1,3
G 98,3 98,6 93,8 0,3 -4,5
H 96,5 94,7 97,6 -1,7 1,2
I 102,1 97,4 101,6 -4,7 -0,5
J 97,9 96,1 92,9 -1,7 -5,0
K 107,3 110,3 106,2 3,0 -1,1
L 108,2 106,4 109,8 -1,8 1,6
M 92,7 94,1 94,4 1,4 1,6
N 98,8 97,6 98,8 -1,2 0,0
0 97,0 96,9 94,8 -0,2 -2,2
P 95,0 96,1 93,7 1,1 -1,3

Resultados reportados das médias dos dois preparos de misturas realizados para cada amostra.
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Os resultados demonstram que o ramipril manteve-se estavel em todas as
misturas avaliadas durante 6 meses a 40 °C e 75 % de umidade relativa. Apesar de
algumas misturas apresentarem resultados fora da faixa de 90,0 a 105,0%,
estipulada pela farmacopeia britanica, isso nao compromete a interpretacao dos
resultados, que tem carater comparativo para avaliagdo do comportamento do
farmaco em contato com os excipientes e investigacao de possiveis interacdes entre
eles.

Amostras com variacao de até 5% em relacao as respectivas amostras recém
manipuladas foram considerados estaveis, pois existem erros aleatérios dos
instrumentos e de preparo e analise das amostras, que podem causar essa variagao
analitica.

Os resultados de substancias relacionadas foram menores que o limite de
quantificacao (0,5 %) para as impurezas A e K e ndo foram observadas impurezas
desconhecidas nas amostras. Os resultados para a impureza D encontram-se

descritos na tabela 22.
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Tabela 22: Resultados de Impureza D (EP) nas amostras iniciais e nas amostras
expostas em estudo de estabilidade.

% Impureza D de Ramipril

Amostra Inicial 3meses 6 meses
A1 0,23 0,25 0,22
A2 0,25 0,25 0,21
B1 0,25 0,24 0,20
B2 0,24 0,24 0,17
C1 0,16 0,17 0,21
Cc2 0,20 0,20 0,21
D1 0,21 0,21 0,20
D2 0,22 0,21 0,16
E1 0,30 0,34 0,22
E2 0,19 0,34 0,21
F1 0,30 0,20 0,23
F2 0,22 0,21 0,23
G1 0,24 0,25 0,20
G2 0,28 0,25 0,19
H1 0,31 0,24 0,21
H2 0,30 0,25 0,20
1 0,27 0,22 0,20
12 0,27 0,21 0,28
J1 0,17 0,20 0,23
J2 0,25 0,20 0,18
K1 0,28 0,16 0,23
K2 0,36 0,17 0,35
L1 0,34 0,16 0,23
L2 0,27 0,17 0,24
M1 0,27 0,24 0,32
M2 0,27 0,26 0,22
N1 0,28 0,23 0,18
N2 0,36 0,24 0,21
Of 0,45 0,68 0,85
02 0,55 0,72 0,85
P1 0,51 0,77 0,94
P2 0,50 0,76 0,98

Critério de aceitacao: maximo 6,0%

Resultados reportados das médias dos dois preparos realizados para cada amostra.

A impureza D e o ramiprilato sdo os principais produtos de degradacédo do
ramipril, portanto a auséncia do ramiprilato e a quantidade minima em que foi
observada a impureza D, sem aumento consideravel, indicam que nao ocorreu
degradacao do ramipril nas misturas com excipientes, demonstrando que ndo houve

incompatibilidade dos componentes estudados.
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4.4.2 Analise térmica por DSC e TGA

Conforme LIRA et al (2007), resultados em que as curvas obtidas com as
misturas representam a somatoéria de todos os eventos térmicos observados nas
curvas dos materiais separados, sem alteracdes como novos eventos ou mudanca
significativa de entalpia (levando-se em consideragcédo as propor¢cées das misturas),

indicam que ndo houve interagdo entre os componentes da mistura. *2

Todas as avaliagbes levaram em conta também os resultados obtidos com as
analises de teor e impurezas, possibilitando verificar se a interagdo observada na
analise térmica resultou na formacao de impurezas e decaimento de teor, ou se
foram apenas interagdes fisicas sem impacto na formulagdo. Além disso, serdo
relacionados os resultados de aumento de umidade presente nas misturas e a
formacao de impurezas. Foram utilizados os equipamentos TGA, DSC e HPLC-DAD,
disponiveis no laboratério de desenvolvimento analitico e de caracterizagdo do
estado solido da empresa parceira, para realizacdo de testes de compatibilidade

farmaco x excipiente.

4.4.2.1 Ramipril

A curva de DSC obtida com o ativo ramipril esta apresentada na figura 33 e
de TGA na figura 34. Obteve-se pico de fusao em torno de 113 °C, coincidindo com
o que foi citado por SILVA, R.C. que apresentou 112 °C, seguido de sua
decomposicao, conforme observado na curva de TGA, ocorrendo consideravel perda
de massa apés a fusdo. 8

Ramipril APL, 04.06.2015 08:56:22
Ramipril API, 3,5610 mg

£
Kﬁuf_r—-—* 3
? Integral -334,39 m3 \Hﬂl |

normalized -93,50 Jg~-1 \
Onset 112,04 °C
Peak 113,45 °C | |
Endset 116,52 °C |
Left bl Limit 105,74 °C |

-10-| Right bl Limit 118,25 °C
Heating Rate 10,00 °Cmin*-1

Baseline Type line

200 220 240 °C
1 L P N

=)

-
=}
=
-
.
-
=3

min

Figura 33: Curva de DSC do Ramipril
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mg:

514

Figura 34: Curva de TGA do Ramipril

4.4.2.2 Celulose Microcristalina

A celulose microcristalina € um excipiente amplamente utilizado, com funcgéo
de diluente das formulacdes. Além disso, possui carater antiaderente, o que facilita o
processo de compressao, sendo adequada para processos de compressao por via
seca, sem necessidade de granulagdo e também é considerada desintegrante,
facilitando a liberacao do farmaco durante o processo de dissolucao.

De acordo com Rowe (2015), a celulose apresenta estabilidade, apesar de
ser um material higroscopico, que deve ser armazenado em recipientes
perfeitamente fechados. A Unica incompatibilidade relatada €& com agentes
oxidantes. A celulose nao é absorvida para a corrente sanguinea, nao apresentando

risco toxicolégico. **

Existem variados tamanhos de particula para a celulose (de 38 a 200 mesh) e
a especificacdo de umidade que pode estar presente também varia de forma
consideravel (de 1,5 até 6%). Essas informacdes sdo importantes na escolha de
qual tipo de celulose sera utilizada na formulagdo, pois de acordo com as
caracteristicas do ativo e do processo de fabricacdo, elas podem influenciar na

estabilidade e dissolugdo do produto. *

As curvas de DSC e de TGA obtidas com a celulose microcristalina estao
representadas nas figuras 35 e 36 respectivamente.
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Figura 36: Curva de TGA da Celulose Microcristalina

O pico presente na curva de DSC da celulose € proveniente da perda de agua

presente no material. Por ser um evento que ocorre de forma gradativa e lenta, o

pico fica alargado e com baixa intensidade. A fusdo desse

de 300 °C, e como o forno chegou somente até 250 °C, tal
45

4.21.1 Estearilfumarato de sédio

excipiente ocorre préxima

evento nao foi observado.

O Estearilfumarato de sodio é um excipiente com funcédo lubrificante,

geralmente utilizado em substituicdo ao estearato de magnésio, que é o lubrificante

mais comum nas formulagées. No caso das formulas contendo ramipril, no

levantamento realizado em bulas de medicamentos comercializados no mercado

brasileiro, todas apresentaram o estearilfumarato de sédio.
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Conforme citado por Rowe (2015), a concentracao usual do estearilfumarato
de sodio é de 0,5 a 2,0% (p/p), € um pé fino, podendo apresentar até 5% de
umidade. Suas particulas apresentam-se aglomeradas e ele é incompativel com
acetato de clorexidina. **

Analisando o material obteve-se a curva de DSC descrita na figura 37 e curva
de TGA de acordo com a figura 38.

mW
|
/
|
o4
Estearil, 05.06.2015 20:07:02
- Eitearil, 53,0640 mg
Integral Intzgral -90,82 mJ
normalized Integral -188,30 m] normalized  -29,64 3g"-1
Onset normalized Onset ,
Peak Onset Peak
4 Endset Peak Endset
:eT bL:_lI?-‘\lt Endset. Left bl Limit
Rigl 1E L"j‘,t Left bl Limit Right bl Limit C
:1?&}1!:!9 Ra e 0 Right bl Limit Heating Rate 10,00 °Cmin~-1
Baseline Type line Heating Rate Baseline Type line
5 Baseline Type line :
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 °C
1 I 1 I 1 L I L 1 L 1 L I I 1 I 1 I 1 1 N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 [ 10 12 14 16 18 min

mag St=p -2,8237 %
-0,1837 mg
Heating Rate 10,00 °Cmin"-1
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2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 min

Figura 38: Curva de TGA do Estearilfumarato de sodio

Observaram-se trés eventos endotérmicos na curva de DSC do estearil
fumarato de sédio, sendo todos com baixa intensidade. Nos dois primeiros eventos
ocorre perda de massa significativa na curva de TGA, portanto podem estar
relacionados a perda de agua e solventes. O pico endotérmico em ~200 °C
corresponde a fusdo do material, que de acordo com Rowe (2015), ocorre por volta
de 230°C, seguida de decomposicdo. **
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4.2.1.1 Hidroximetilpropilcelulose (HPMC)

A Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) €& derivada da celulose, com
modificacdes nos substituintes metoxilas e hodroxiproprila. Ela esta descrita nas
farmacopeias como Hipromelose, e a principal fungcdo desse excipiente é de
aglutinante. Também pode ser empregada como pelicula de revestimento e como
uma matriz de produtos com liberagdo modificada. Concentracdes entre 2% e 5%
(p/p) s@o empregadas com intuito de revestimento ou granulacdo via seca
(aglutinacdo da mistura para posterior compressao). HPMC também é usada em

formas de dosagem orais liquidas como um agente de suspensao e/ou espessante

em concentragdes de 0,25 a 5,0%. *44

As curvas de DSC e TGA da HPMC estao dispostas na figura 39 e 40.

0,59

E r

3
| HPMC, 05.06.2015 19:36:22 ‘M
— . 34930 mg

Integral -7,63 ml
L0 normalized  -2,18 Jg~-1
Onset 168,67 °C
Peak 174,79 °C
Endset 179,20 °C
Left bl Limit 160,58 °C
Right bl Limit 182,35 °C
Heating Rate 10,00 °Cmin”"-1
Baseline Type line

1,5

120 140 160 180 200 220 240 °C
L I L L I L L 1 N

Figura 39: Curva de DSC da Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

HPMC ';G.i.. 06.06.2015 01:20:38
-

e
PMC TGA, 5,180 mg Step -3,6179 %
I -0,1877 mg
Heating Rate 10,00 *Cmin™-1
0,1
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Figura 40: Curva de TGA da Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

Obtiveram-se dois eventos endotérmicos na curva de DSC. O primeiro evento
ocorre de forma lenta e gradativa, entre 30 e 120 °C, com perda de massa

associada (conforme curva de TGA), referente a perda de umidade e/ou solventes.
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O segundo evento, de faixa de temperatura de 160 a 180 °C, trata-se da transicao
vitrea, que é uma passagem reversivel de material amorfo em estado sélido, para
uma condicao de rigidez parcial (liquido de alta viscosidade), ndo sendo observada
perda de massa nessa faixa de temperatura na curva de TGA. Materiais amorfos
apresentam arranjos desordenados, ndo tendo uma estrutura definida. Esse tipo de

material ndo apresenta fusdo, como os sélidos cristalinos. ***

4.21.1 Lactose Monohidratada

A lactose apresenta diversas formas isoméricas, dependendo do processo de
secagem. As formas de maior estabilidade sdo a alfa-lactose monohidratada, a beta-
lactose anidra e a alfa-lactose anidra. A principal funcao da lactose é a de diluente,

sendo amplamente utilizada em formulagdes solidas.

A lactose monohidratada apresenta cerca de 5% de agua de hidratacao, nao
€ higroscopica e apresenta baixa quantidade de agua de adsor¢cdo (no maximo
0,2%). Por apresentar particulas pequenas e finas, ela facilita o processo de mistura
e melhora a compressibilidade do po, especialmente em processos por via seca.
Existem relatos de incompatibilidade da lactose com aminas primarias e secundarias

por ser um aglcar com carater redutor **

Uma restricao de uso desse excipiente € a intolerancia a lactose que alguns
pacientes podem apresentar, devido a deficiéncia da enzima lactase, por isso é
importante alertar sobre a presenca da substancia na formulagdo aos potenciais

usuarios do medicamento. *

1 Lactose, 05.06.2015 19:05:40
" Thctose, 3,5830 ma

Integral
normalzed  -117,

Figura 41: Curva de DSC da Lactose
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Figura 42: Curva de DSC da Lactose

A curva de DSC obtida com a lactose apresentou trés eventos endotérmicos.
Em aproximadamente 140 °C ocorre 0 primeiro pico correspondente a perda da

agua de hidratacado, simultaneo a perda de massa de 130 a 160 °C na curva de
TGA.

Os eventos préximos a 220 °C correspondem a fusdo, seguido de
decomposicao térmica. Provavelmente a fusdo ocorreu em dois eventos haver uma
mistura de formas diferentes da lactose (a lactose anidra funde a temperaturas

maiores que a hidratada). **

4.21.2 Mistura de Ramipril + CMC

A mistura de celulose microcristalina: ramipril (1:1) foi preparada e analisada
em tempo zero e apds exposicdo a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses,
apresentando as curvas de DSC e TGA, conforme as figuras 43 e 44,

respectivamente.
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Figura 43: Curvas de DSC da mistura A (Ramipril: Celulose)
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Figura 44: Curvas de TGA da mistura A (Ramipril: Celulose)

A mistura de ramipril: celulose (1:1) apresentou comportamento esperado,
mantendo a temperatura de fusao do ativo em 113 °C e com entalpia de cerca de 43
Jg”-1, correspondendo a aproximadamente a metade da obtida com o ramipril
separadamente (~94Jg”-1). O evento de perda de agua observado na curva de DSC
da celulose isolada nao apareceu nas curvas de DSC obtidas com as misturas
ramipril + celulose, por ser um evento de intensidade muito baixa comparado a fusao

do ramipril, e por ocorrer de forma lenta, apresentando pico muito alargado.

Nas curvas de TGA observa-se a perda de agua da celulose e durante o

evento endotérmico de fusdo do ativo a curva se mantém constante, indicando que
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nao houve perda de massa, e apds a fusdo observa-se a decomposicao térmica do

ramipril.

4.2.1.3 Mistura de Ramipril + Estearilfumarato de sodio

Obtiveram-se as curvas de DSC e TGA conforme figuras 45 e 46 com a
mistura de estearilfumarato de sodio: ramipril (1:1) analisada em tempo zero e apéds

exposicdo a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses.

|4m B
§_Am B, 3,4000 mg

Irmegral -527,91 m)
normalized -15527 Jg~-1

Pressic. 98,59 °C

_ Leftbl Limit 81,81

Right bl Limit 1213
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1 [ Baseine Type line
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{ ——
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Sample Weight
Am B TGA 6 meses, 7,3210 mg

Heating Rate 10,00 *Cmin~-1
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L I
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Figura 46: Curvas de TGA da mistura B (Ramipril: Est. Fum. Sédio)
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A mistura de ramipril: estearilfumarato de sédio (1:1) apresentou curva de
DSC indicativa de possivel interacdo devido ao deslocamento do pico de fusdo do
ramipril de 112°C para 98°C. Nas duas substancias separadas ocorreram eventos
endotérmicos com temperatura préoxima a 112 °C, portanto o esperado seria a
somatéria da entalpia desses eventos e o pico de fusdo manter-se proximo de
112 °C. Essa interacdo provavelmente € apenas fisica, ndo sendo prejudicial a
formulacao, conforme dados obtidos por HPLC o teor e as impurezas mantiveram-se
sem alteracdes significativas nas amostras expostas a 40 °C por seis meses.

A concentracdo usual desse excipiente em formulacdes, com finalidade de
lubrificante, é de 0,5 a 2,0%, portanto a mistura estudada, contendo 50 % de
estearilfumarato de sddio, superestima qualquer interacdo que possa acontecer na

formulacéo.

4.2.1.4 Mistura de Ramipril + Hidroxipropilmetilcelulose

As figuras 47 e 48 representam as curvas de DSC e TGA obtidas com a
mistura de ramipril: HPMC (1:1), sendo analisada em tempo zero e ap6s exposi¢ao a
40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses.

Figura 47: Curvas de DSC da mistura C (Ramipril: HPMC)
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Figura 48: Curvas de DSC da mistura C (Ramipril: HPMC)

As curvas de DSC da mistura C nao indicam interacdo entre seus
componentes, pois o ramipril manteve-se com fusao préxima de 113 °C e entalpia de
cerca da metade do ativo puro. Os eventos de perda de umidade e de transicdo
vitrea observados com a HPMC separadamente ndo foram observados nas curvas
obtidas com a mistura devido suas pequenas intensidades comparado ao pico de
fusdo do ramipril.

Nas curvas de TGA sao observadas duas perdas de massa, a primeira é
referente a 4gua de adsorcao e a segunda é a decomposicao térmica do ativo.

4.2.1.5 Mistura de Ramipril + Lactose monohidratada

As figuras 49 e 50 foram as curvas de DSC e TGA obtidas com a mistura de
lactose: ramipril (1:1), que foi analisada em tempo zero e apds exposicéo a 40°C e
75 % UR durante 3 e 6 meses.
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Figura 50: Curvas de TGA da mistura D (Ramipril: Lactose)

As curvas de DSC da mistura de ramipril com lactose apresentaram
resultados que nao sugerem interagao, pois foram mantidos os eventos de fusdo do
ativo, de perda de agua de hidratacao e fusao da lactose. As entalpias de fusdo do
ativo apresentaram resultados préximos da metade da entalpia do pico obtido com a
substancia isolada. Pequenas diferencas graficas sdo observadas ap6s os 200 °C,
porém isso pode estar relacionado a alguma diferenca fisica do préprio excipiente,
que pode ter diferentes niveis de hidratacdo, ndo sendo uma interacdo quimica.
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Esse dado é confirmado pelos resultados de teor e impurezas de ramipril na mistura,
avaliados por HPLC, que se mantiveram sem grandes alteragdes do inicio ao fim do

estudo realizado, demonstrando estabilidade do ramipril junto da lactose.

Os resultados de TGA indicam pequena perda de massa até 110 °C, referente
a agua adsorvida e uma perda de massa mais significativa entre 110 e 150 °C
referente a perda de agua de hidratacéo da lactose somada a decomposi¢ao térmica
do ramipril.

4.2.1.6 Misturas ternarias

As figuras 51 a 53 representam as curvas de DSC e TGA obtidas com a
mistura ramipril: celulose: est. fum. sodio (1:1:1), que foi analisada em tempo zero e

apos exposicao a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses.

Figura 51: Curvas de DSC da mistura E (Ramipril: Celulose: Est. Fum. Sédio)
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Figura 52: Curvas de TGA da mistura E (Ramipril: Celulose: Est. Fum. S6dio)

min

As curvas de DSC de ramipril, celulose e estearilfumarato de so6dio

N

apresentaram resultados que nao sugerem interacdo prejudicial a formulacao.

Apesar do excipiente estearilfumarato de sédio ter causado deslocamento da
temperatura de fusdo do ativo, as entalpias dos componentes obtidas na amostra

inicial e nas amostras expostas por 3 meses € 6 meses sdo bem semelhantes e o

perfil energético apresenta-se similar e os resultados de teor e impurezas de ramipril

por HPLC confirmam que ndo houve prejuizo ao farmaco estar em contato com os

excipientes.

As curvas de DSC e TGA obtidas com a mistura Ramipril: Celulose: Est. Fum.

Saodio (1:1:1), que foi analisada em tempo zero e apds exposicdo a 40°C e 75 % UR

durante 3 e 6 meses encontram-se nas figuras 53 a 54.
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Figura 53: Curvas de DSC da mistura F (Ramipril: Celulose: HPMC)
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Figura 54: Curvas de TGA da mistura E (Ramipril: Celulose: Est. Fum. S6dio)

As curvas de DSC e TGA da mistura E apresentaram comportamento
esperado, mantendo a fusdo do ativo a 113 °C e com entalpia de aproximadamente
um terco da obtida com o ramipril, e também foi possivel observar um evento lento e
de baixa intensidade referente a perda de agua dos excipientes. As curvas de TGA

mostraram-se semelhantes nas amostras inicial e expostas.

As curvas de DSC e TGA obtidas com a mistura Ramipril: CMC: Lactose
(1:1:1), que foi analisada em tempo zero e apds exposicdo a 40°C e 75 % UR
durante 3 e 6 meses encontram-se nas figuras 55 a 56.

|G 3M OSC

G 3M OS5, 3,6060 mg 1
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Figura 55: Curvas de DSC da mistura G (Ramipril: Celulose: Lactose)
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Figura 56: Curvas de TGA da mistura G (Ramipril: Celulose: Lactose)

A mistura de ramipril: celulose: lactose (1:1:1) apresentou curva de DSC
indicativa de que nao houve interagdo, mantendo a fusédo do ativo a 113 °C e com
entalpia de aproximadamente um terco da obtida com o ramipril. O pico de fusao da
lactose também se manteve semelhante em todas as amostras estudadas. Os
dados de TGA apresentaram perda de massa de agua de umidade e também da
agua de hidratacdo da lactose somada a perda de massa de decomposicao térmica

do ativo.

A mistura Ramipril: Estearilfumarato de soédio: HPMC (1:1:1), que foi
analisada em tempo zero e ap6s exposicao a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses,
apresentou as curvas de DSC e TGA conforme figuras 57 a 58.
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Figura 57: Curvas de DSC da mistura H (Ramipril: Est. Fum. Sédio: HPMC)

Am H TGA, 05.06.2015 17:47:28 Step -1,7778 %

Sample Weight -95,39702-03 mg

&m H TGA, 5,3660 mg Heating Rate 10,00 “Cmin™-1
r

E

Figura 58: Curvas de TGA da mistura H (Ramipril: Est. Fum. S6dio: HPMC)

As curvas de DSC da mistura H apresentaram resultados que ndao sugerem
interagdo prejudicial a formulagdo. Como ja relatado anteriormente, o excipiente
estearilfumarato de sédio provoca o deslocamento da temperatura de fusdo do ativo,
porém as entalpias dos componentes obtidas na amostra inicial e nas amostras
expostas por 3 meses e 6 meses foram semelhantes e o perfil energético
apresentou-se similar. Nos dados das curvas de TGA nao se observaram diferencas

entre as amostras expostas e inicial.
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A mistura Ramipril: Estearilfumarato de sédio: Lactose (1:1:1), que foi
analisada em tempo zero e ap6s exposicao a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses,
apresentou as curvas de DSC e TGA conforme figuras 59 a 60.

Heating Rate 1

Baseline Type line

|1.3M OsC
13M DSC, 3,2270 mg

| ir
i II Heating Rate 10,00 *Cmin"-1
\f Bassline Type: line

Figura 59: Curvas de DSC da mistura | (Ramipril: Est. Fum. Sédio: Lactose)

E 3 z | 4
I 3M TGA, 19.08.2015 19:32:37
Sample Weight
13M TGA, 7,9840 mg

Step -0,7611 %
-60,83872-03 mg
Heating Rate 10,00 °Cmin™-1

r |

1

Step
mga s, 7,2760 mg
Heating Rate
L] L A
a4 I
Step
Heating Rate 10,

30 40 50 60 70 &0 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 G E
Ao vl e b baa s el e b beaa s s o s bl e s b b e b b Ly
f T TTT T T T L L B
o 1 2z 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 min

Figura 60: Curvas de TGA da mistura | (Ramipril: Est. Fum. Sédio: Lactose)

As curvas de DSC da mistura | apresentaram resultados que ndo sugerem
interacdo entre farmaco e excipientes. Apesar do deslocamento da temperatura de
fusdo do ativo ja mencionado que é causado pelo estearilfumarato de sédio, o perfil
energético e a entalpia do ativo apresentam-se semelhantes na amostra inicial e nas

expostas e os resultados de teor e impurezas de ramipril por HPLC demonstram que
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nao ocorreu degradacao do ativo. As curvas de TGA também se apresentaram

semelhantes do inicio ao fim do estudo de estabilidade por 6 meses.

As figuras 61 a 62 representam as curvas de DSC e TGA da mistura Ramipril:

HPMC: Lactose (1:1:1), que foi analisada em tempo zero e ap6s exposicao a 40°C e
75 % UR durante 3 e 6 meses.

|am 3
L Am ) 3 ESED g

13 3m DsC
J3M DEC, 36540 mg
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-0,1358 mg
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Figura 62: Curvas de TGA da mistura J (Ramipril: HPMC: Lactose)

As curvas de DSC da mistura J ndo indicam interacao, pois a fusdo do ativo
manteve-se a 113 °C e com entalpia de aproximadamente um terco da obtida com o

ramipril isolado. O perfil energético € 0 mesmo em todas as amostras. Os dados de
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teor e impurezas de HPLC demonstraram estabilidade e as curvas de TGA nao

sofreram alteragdes ao longo dos seis meses de estudo.

4.21.7 Misturas quaternarias

A mistura Ramipril: Celulose: Est. Fum. Sédio: HPMC (1:1:1:1) que foi
analisada em tempo zero e ap6s exposicao a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses,

apresentou as curvas de DSC e TGA conforme figuras 63 a 64.

[ Step

Heating Rate

Step -2,4470 %
-0,1864 ma

Heating Rate 10,00 *Cmin"-1

K 3M TGA, 19.08.2015 21:03:30
Sample Weight
K 3M TG&, 7,6180 mg

05
mg 2

Figura 64: Curvas de TGA da mistura K (Ramipril: CMC: Est. Fum.: HPMC)
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Como nas outras misturas contendo o estearilfumarato de sodio, observa-se o
deslocamento da fusao do ramipril, porém nao ha indicios de interacao entre o ativo
e 0s excipientes ao longo do tempo. A entalpia do pico deslocado apresenta-se
semelhante na amostra inicial e nas amostras expostas. Os dados de teor e
impurezas de ramipril por HPLC confirmam que ndo houve interagdo, pois nao se

observou decaimento de teor nem aumento das impurezas.

A mistura Ramipril: CMC: Est. Fum. Sédio: Lactose (1:1:1:1) que foi analisada
em tempo zero e apds exposicdo a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses,

apresentou as curvas de DSC e TGA conforme figuras 65 a 66.
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o \
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Figura 65: Curvas de DSC da mistura L (Ramipril: CMC: Est. Fum.: Lactose)
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Figura 66: Curvas de TGA da mistura L (Ramipril: CMC: Est. Fum.: Lactose)
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Nas curvas de DSC da mistura L observaram-se certa deformagéo no evento
endotérmico de fusdo do ativo ramipril e perda de agua dos excipientes, sem
alteracdo em suas entalpias. Conforme se pode verificar nos dados de teor e
impurezas por HPLC, nenhuma alteracdo quimica significativa foi obtida com a
exposicao da mistura a 40 °C por seis meses, 0 que confirma que ndo ha problemas
em se utilizar esses excipientes em formulagcées sélidas contendo ramipril. Os
resultados de TGA também nao se observaram alteragdes no perfil da curva, sendo
observadas trés perdas de massa, a primeira até 110 °C referente a perda de agua,
a segunda até 160 °C que provavelmente trata-se de perda de agua de hidratacédo
junta de decomposicdo do ramipril e a terceira por volta de 210 °C que € a

decomposicao da lactose.

A mistura Ramipril: CMC: HPMC: Lactose (1:1:1:1) que foi analisada em
tempo zero e apds exposicao a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses, apresentou
as curvas de DSC e TGA conforme figuras 67 a 68.

|Am M
Aim M, 1,6040 mg

Figura 67: Curvas de DSC da mistura M (Ramipril + CMC+ HPMC + Lactose)
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Figura 68: Curvas de TGA da mistura M (Ramipril + CMC+ HPMC + Lactose)

Nao se observaram alteracoes no perfil energético nem na entalpia de fusao
do ativo ramipril na mistura M durante o estudo. E possivel observar o pico de perda
de agua de hidratacao da lactose em ~150 °C e também de sua fusdo em ~210 °C.
O evento de baixa intensidade de perda de agua dos excipientes até 110 °C nao é
notado por estarem em escalas muito baixas e por serem eventos alargados. Os
resultados de teor e impurezas de ramipril também se mantiveram estaveis para a
mistura M. Todos os dados indicaram que nao houve interagcdo entre o farmaco e
esses excipientes.

As figuras 69 a 70 representam as curvas de DSC e TGA da mistura Ramipril:
Estearilfumarato de sodio: HPMC: Lactose (1:1:1:1), que foi analisada em tempo
zero e apos exposicao a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses.
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& amosc
N 3M DSC, 3,5390 mg

Figura 69: Curvas de DSC da mistura N (Ramipril + Est. + HPMC + Lactose)
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Figura 70: Curvas de TGA da mistura N (Ramipril + Est. + HPMC + Lactose)

As curvas de DSC da mistura N n&o indicam interagéo, pois apesar da fusao
do ativo ter se deslocado devido a presenca do estearil, a entalpia e o perfil
energético mantiveram-se inalterados em todas as amostras. Observa-se 0 pico de
perda de agua da lactose por volta de 150 °C. Os dados de TGA e HPLC

mantiveram-se inalterados durante o estudo de estabilidade.
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4.21.8 Formulacoes completas

A mistura Ramipril: Est.: CMC: HPMC: Lactose foi preparada em concentracdes
usuais de uma possivel formulagéo e foi analisada em tempo zero e ap6s exposicao
a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses, apresentou as curvas de DSC e TGA
conforme figuras 71 a 72.

Figura 71: Curvas de DSC da mistura O (Ramipril: Est.: CMC: HPMC: Lactose)
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Figura 72: Curvas de TGA da mistura O (Ramipril: Est.: CMC: HPMC: Lactose)

Na formulacao completa em proporcao usual dos excipientes (mistura O) nao
foi possivel observar o pico de fusdo do ramipril nessa mistura, pois a quantidade de
ativo € muito pequena em relacdo aos excipientes (~4,5%), sendo notada apenas
pequena perturbacdo na curva por volta de 110 °C referente a esse evento. Foi
possivel notar o pico referente a perda de dgua de hidratacdo da lactose em cerca

de 150 °C e da sua fusdo em ~210 °C, pois a lactose encontra-se em concentracao
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consideravel na mistura (~45%) por ser diluente. Se compararmos de forma geral o
perfil energético da formulacdo manteve-se semelhante em todas as amostras, os
resultados de TGA e HPLC néao sofreram alteracdes durante o periodo de 6 meses,

comprovando que nao ha interagao do ativo com os excipientes avaliados.

Foi realizada mistura prévia de Ramiprii com HPMC na mistura P, contendo
[(Ramipril: HPMC) Est.: CMC: Lactose], e foi avaliada para verificar se essa
alteracdo na ordem de adicdo do componente HPMC ocasionaria melhoria na
estabilidade do produto. Essa formulacdo foi analisada em tempo zero e apds
exposicdo a 40°C e 75 % UR durante 3 e 6 meses, obtendo-se as curvas de DSC e

TGA conforme figuras 73 a 74.
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Figura 74: Curvas de TGA da mistura P [(Ram: HPMC): Est. + CMC + Lac]
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Foi avaliada a formulacdo completa, semelhante a mistura O, porém
misturando-se previamente o ramipril com HPMC, para verificar se esse contato
mais intimo do ativo com esse excipiente melhoraria a estabilidade da formulacao.
De forma geral o perfil energético da formulacdo manteve-se semelhante ao da
mistura O e os resultados de teor e impurezas por HPLC nao apresentaram melhora
em relacdo a mistura sem promover o contato prévio de HPMC e ramipril.

A estabilizacao citada por WILSON (2006) se da por processo de spray-dryer
que ocasiona um revestimento mais uniforme das particulas do farmaco, sendo

obtida melhora na estabilidade da formulacao.

Para se desafiar o processo de fabricacdo e verificar o impacto da mistura
prévia do HPMC com ramipril, mesmo sem utilizar o spray-dryer, seria interessante
realizar a compressao da mistura, que pode ocasionar aquecimento devido ao atrito

mecanico, levando ao aumento de impurezas, especialmente a impureza D.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel confirmar dados da literatura de
que o ramipril € um farmaco sensivel a temperatura elevada, sendo que seu
principal produto de degradagcao é o ramiprildicetopiperazina (Impureza D da EP).
Em meio alcalino o farmaco demonstrou grande susceptibilidade a se degradar, e
em condi¢des acidas ele degrada com menor intensidade, formando principalmente
o ramiprilato por via de hidrélise. A oxidagdo ocasionou a formagdo de pequena
quantidade de ramiprilato, impureza K e impureza A, além de outros compostos
desconhecidos.

Nos estudos realizados, foi possivel observar que a metodologia descrita na
farmacopeia britanica é adequada para quantificar teor e substancias relacionadas
simultaneamente, sem a necessidade de preparo de amostra diferente para
quantificacao de teor. Essa descoberta possibilita ganho de tempo e economia de
insumos laboratoriais, como solventes, reagentes, além de minimizar os danos

causados ao meio ambiente.

No estudo de estabilidade era esperado que fosse observado aumento
significativo desse marcador de degradacao, formando devido a temperatura de
40 °C por 6 meses, porém nao ocorreu deliberado aumento desse composto e a
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formulagdo mostrou-se estavel, semelhante nas formulagbes com e sem a

realizacdo da mistura prévia com HPMC.

Sera necessario estudo posterior, com exposicao a temperatura mais elevada
(60 °C por exemplo), para avaliagao se apenas misturando fisicamente o HPMC e

ramipril € possivel obter melhoria na estabilidade do farmaco nas formulagées.

Os excipientes em alguns casos representam a maior parte da formulagao, e
quando se trata de ativos susceptiveis a degradacao térmica, como o ramipril, é
importante que apresentem adequada compressibilidade, possibilitando a
compressao direta da mistura, sem que seja necessario 0 processo de granulacao

via Umida e o aquecimento da formulacao para posterior secagem do granulado.

5. CONCLUSAO

A seletividade do método foi desafiada no teste de degradacgéo forgada, em
que foi comprovada a capacidade do método de separar os produtos de degradacao
formados nas condicdes de estresse, e também através da avaliacao das solucoes
padrao dos compostos conhecidos (farmacopeicos), que foram injetados
separadamente e também misturas com o ativo, placebo e amostra. Todos os
resultados obtidos demonstram que o método é indicativo de estabilidade e é capaz
de quantificar todas as impurezas potenciais do produto com as formulagdes
estudadas.

A avaliagdo das misturas de ativo e excipientes expostas por seis meses no
estudo de pré-formulagéo possibilitou concluir que o ativo ramipril ndo interage com
os excipientes Celulose Microcristalina, Lactose, HPMC, Estearil fumarato de sédio,

sendo esses materiais adequados para formulacdes sélidas contendo Ramipril.

Nao foi observada queda de teor significativa nem aumento de impurezas que
comprometesse a qualidade do produto, comparando as amostras expostas a
amostra inicial. Nos dados obtidos pela anélise térmica, foram observadas curvas de
DSC condizentes com o estimado para as misturas, sem grandes altera¢des no perfil
energético e na entalpia de fusdo do ativo, mantendo as devidas propor¢cdes, nao
havendo indicios que nos leve contraindicar o uso de nenhum desses coadjuvantes

da formulacao de ramipril comprimidos.
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Levando em consideragdo as particularidades do farmaco ramipril,
recomenda-se 0 uso de embalagens primarias que nao propaguem calor com
facilidade, sendo evitado o aluminio e outros metais que conduzem com facilidade a
energia. E importante considerar que o material de embalagem para formulacdes
com Rampiril precisa ser de baixa permeabilidade, resistente a umidade, sendo
recomendados plasticos de alta densidade e baixa porosidade, impedindo que a

formulacao seja exposta a hidrélise.

Nao foi possivel obter nenhum ganho de estabilidade da formulacao
realizando a mistura prévia de HPMC com o IFA Ramipril, pois a formulagdo sem
realizar mistura prévia com o excipiente ndo apresentou degradagcao maior que a
formulacdo em que se realizou esse contato mais intimo do ativo com o excipiente.
Para avaliar o possivel efeito estabilizador, teriamos que promover um estresse
maior a formulacdo, realizando o processo de compressdo e a exposicao a
temperaturas mais elevadas, para que a Impureza D aumentasse significativamente
e pudéssemos comparar os resultados com maior visibilidade da melhoria de
estabilidade. Com os resultados obtidos ndo se observou melhoria com a mistura
prévia fisica dos componentes, isso pode indicar que somente com o processo de
spray-dryer ocorre efetivo recobrimento das particulas do ativo resultando em melhor

estabilidade do ramipril.

Este trabalho possibilitou desenvolver o conhecimento em analise térmica
e interpretacdo dos dados obtidos, que sédo de alta complexidade, e comprovou-se
que muitas vezes a avaliacado dos resultados depende de dados obtidos por técnicas
complementares, que podem ser por infravermelho, HPLC, entre outras técnicas,
pois somente a avaliacdo visual das curvas de DSC e TGA podem levar a resultados
equivocados. A avaliacdo de teor e impurezas foi fundamental para confiabilidade

dos resultados apresentados.
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ANEXOS

Anexo 1: Calculos de parametros cromatograficos

Fator de Capacidade (K’)

Onde:
K’ = Fator de Capacidade;
Rt = Tempo de retencao;

Vo = Tempo do volume de retardamento (void volume time).

Fator de Assimetria (USP Tailing (T))

Width @ 5% 23.90
] Retention |
f—————————
1 Time - T w
i I 2xF
- ;
d 1
] E :
1
|«— Width @ —p!
I
5%

Onde:
T = Fator de assimetria;
W = Largura do pico a 5% da altura;

F = Tempo do inicio da largura do pico a 5% de altura até o tempo de retengao (Rt).
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Numero de Pratos (USP Plate Count (N))

7 ,./j« “1\4‘ Width @ Tan 20.24
1 £1:X L
/ \'\ I
/ \ " 2
| \, Retention | Rt
| / ¢ Time N N=16x{—
| Y/ \ S ‘
H x | N
1 1.
1 1
1 1
le—— Tangent —p!
Width
Onde:
N = nimero de pratos;
Rt = Tempo de retencao;
W = Largura do pico na linha de base, determinada pela tangente do pico.
Razdo Sinal Ruido (S/N)
j / 2H
s/n=—
h

Onde: H = pico

h = linha de base (h)

Recuperacao do Check

pocy, - APACh mPd_
e ="4pd *mpdcn”®
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Onde:

APdCh = 4rea obtida com a solugdo padrao check;
APd = média das dreas obtidas com a solugdo padrao;
mPd = massa do padrao (mg);

m PdCh = massa do padrdo check (mg);

Resolugao

< Rty

—_ W e — — = =

_ 2,0 (RT2 — RT1)

w1+ W2

Onde:

R = Resolucgdo;

RT1 = Tempo de retenc¢do do primeiro pico;
RT2 = Tempo de retencao do segundo pico;

W1+W2 = Soma da largura da tangente dos picos.
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Anexo 2: Tratamento estatistico da Linearidade

Curva de calibragdo (Modelo linear)

Modelo:

Y=a+b.X

Interseccao (a):

DN D NET
ny xi - (X x)

Inclinagdo (b);

b nY Xi.y, =D X, >V
n-z x{ _(z Xi)2

Coeficiente de Correlagdo (r):

D Xy, —nXxy

TS Sy 0y

Intervalo de Confianca (IC):

IC para o coeficiente linear

IC para o coeficiente angular

at t,_, *(erropadrao de a)

inz

E draiodea=s5s |———
rro padriaodea =s N+ S,

b+ t,_, x(erropadrao de b)

Erro padraode b =

S
V SXX

Onde:

Se= ) (%= )




Anexo 3: Tabelas comparativas para teste F e teste T.

Tabela F (5% de signficancia)
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vl - T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 20 24 25 30
v2 u
1 16145 199560 21571 22458] 23016] 23390 23677 23888 24054 24183] 24208 24390 24595 24802 24505 24026 25010
2 18.51 18.00 19.15 19.25) 18.30 1833 19.35 18,37 1938 1540 18.40 19.41 18.43 10.45 19.45] 10.46 19 .45
3 10.13] 9 55| 028 912 a.01 £.94 3.89) 8.85 8.81 a.79 8.76 8.74] 8.70 566 8.64 8.63 8.62]
4 771 6.94 §.59 6.39 §.26 616 6.09] 6.04 6.00) 5.06 5.84 591 5.86 5.0 5.77] 577 57|
5 6.61 5.79) 541 5.19 5.05 495 4.83 4.82 4.77] 474 4.70 4.68| 462 456 4.53 452 4 .50
[ 5,99 5.14 476 4.53 430 428 4.1 415 4.10) 4.06 4.03 4.00) 3.04 387 3.84 383 381
T 550 474 435 4.12 3.97 3.87 3.79) 373 3.68] 3.64 3.60 .57 351 344 N 3.40 3.38]
8 5.32| 446 407 3.84) 3.69 358 3.50 344 3,39 3.35) N 3.28] 322 315 312 31 3.08]
] 5.12| 426 386 3.63) 348 337 3.29] 323 3.18] 314 3.10 3.07] 301 254 2.490 289 286
10 4 46| 410 3 3.48) 3.33 322 314 307 3.02] 2108 284 29 285 277 2.74 273 270
11 4.84] 308 350 3.36) 3.20 3.00 3.0 2.95 250 285 282 279 272 265 2.61 260 2.57]
12 475 389 349 3.26) 3N 3.00 2.9 2.85 2.80) 275 272 269 262 254 2.5 250 2.47|
13 4 67| 381 3 3.18] 3.03 292 2.83] 277 271 267 2863 2.60) 253 246 2.42] 241 2.38]
14 4.60 374 334 31 2,06 285 2.76 2.70 2 65| 260 257 253 246 239 2.35) 234 23
15 4 54 163 329 3.06| 2,90 279 271 2 84 259 254 251 2.48) 240 233 2.29| 228 2.25'
16 4 49| 363 324 3.0 285 274 2.66 259 254 249 246 242 235 228 2.24 223 219
17 4 45| 359 320 2.06) 281 270 261 255 249 245 24 2.38] 23 223 219 218 215
18 441 355 316 2.83) 277 266 2.58 251 2 46| 24 2.37 2.34] 227 219 2.15] 214 21
19 434 352 313 2.00| 274 263 254 248 242 238 2.4 231 223 216 21 211 207
20 4 35 349 310 2.87] 27 280 251 245 239 2.35] 2.3 2.28] 2.20 212 2.08 207 2.04]
21 4.32] 347 307 2.84) 268 257 249 242 2.37] 2.32] 2.28 2.25] 218 210 2.05) 205 2
22 4.30) 344 305 2.82 2 66 255 246 240 2.4 230 2.26 2.23] 215 207 2.03 202 1.98]
23 4 28] 342 303 2.80| 2.64 253 2.44] 2.37| 232 227 2.24 2.20 213 205 2M 2.00 1.96)
24 4 26| 340 301 2.78) 262 251 2.42] 2.36 2.30) 2.25] 222 2.18] 211 203 1.98) 1497 1.94]
25 4.24] 3.39) 299 2.76) 260 249 2.40 2.34 2 28] 2.24 2.20 216 2.00 201 1.96] 1.96 1.92]
26 423 3.37] 298 2.74) 250 247 2.39) 232 2.27] 2.22] 218 215 207 159 1.95] 194 1.90]
27 4 3.35 296 273 257 246 2.37] 2N 225 220 2.17| 213 206 197 1.93] 192 1.88]
28 4.20) 334 2595 271 256 245 2.36 229 2.24] 219 215 212 204 1.96 1.91 191 1.87|
29 4.18] 3.33 243 2.70) 255 243 2.35] 228 222 218 214 210 203 154 1.90) 1.89 7.a5|
30 4.17] 3.32] 2892 2.69 253 242 2.33] 227 22 216 213 2.09 201 183 1.89] 1.88 1.84]
35 4.12| 3.27] 287 2.64) 249 237 2.29] 222 216 211 207 2.04] 1.96 1.88 1.83] 1.82 1.79
40 4.08] 3.23] 284 2.61 245 2.34 2.25] 218 2.12] 2.08 2.04 2.00) 1.02 1.84 1.79 178 1.74]
Tabela teste de t
Tabela A.&
Valores de ¢, segundo os graus de liberdade ¢ o valor de o
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Anexo 4: Certificados dos padroes de referéncia
Ramipril USP lote RO19TO

e

L5 Pharmacopeial
Corwenition

Certificate

RAMIPRIL
((25,3a5,6a5)-1-[(5)-N-[(5)-1-Carboxy-3-phenylpropyllalany{loctahydrocyclopenta[b]pyrrole-2-carboxylic acid, 1-
ethyl ester)
USP Catalog No.: 1598303
USP Lot No.: RO19TO
H:-C\| CASMo. 87333-19-5
5 5 | -H Molecular Formula  CagHaN20g
CHgy H - Molecular Weight 416.51
N T——
2 N
H
s o —0OH
(@]

USsEe

L5, Pharmacopeial
Convention

LABEL TEXT

85701 REFERENCE STANDARD

RAMIPRIL 125 mg

Danger! May damage fertility or the unbom child. May causa damage io
organs (cardiovascular system) through prolonged o repeated exposure,

Obdain special instructions before wse, Do not kandle
until all safety precautions hawve been read and
understood. Wear proteciive gloves/protective
clothingleye pratection/face protecton, IF exposed or

Do notdry, For quantitative applications, use a valug of 0,994 mg of
ramagril per mg of malesial on the as ¢ basis, Keep conlamer fightly
closed. Protect from Bght, Store in 2 relrigarator,

ISP, 125601 Twinbrook Py, Rockile, MD, +1-301-881-0665
CAT Ne 1568303 Matarial mfd. in Germany

Lot: BO18TH

concamedd: Get medical advice/attention. Store locked
up. Dispose of contents/zontainer in accordance with
lacallregionalinationalintematianal reguiaticns.

I L Joth

Quality Assurance
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Ramipril CRA USP lote GOH441

USP Certificate

U.5. Pharmacopeia
The Standard of Quality™

Ramipril Related Compound A
LOT GOH441

Molecular Formula

CZ2H3DN205

Molecular Weight
402.48

CAS Number
OH 108313-11-7

LABEL TEXT

USP REFERENCE STANDARD

RAMIPRIL RELATED COMPOUND A 30 mg

(25,323 BaSk1-[{ 312 5)-1-imethoxyc arbomy)-3-phemipropilamnal-1-axoprop]-
octahydracyciopentafjpyrmale-2-carboxylc acid)

(lbtain special instnuctions before wse. Do not handle untl 3 safesy precautions
have been read and understood Weer protective glovesiprotective clothingleye
protection/Tac tion ¥ exposed or concemed Get medic al adviceatention.
Swrelocked up Dispose of cortentscontainer in accordance wih
lncabreginalinationalinterrationdl reguiations

Warning! Suspected of damaging ferbity or the unbom child, May cause camage to organs
(cartiovascular system) through profonged or repeated exposune.

4

#3 5
— D net dry. Keep cantaner tightly clased. Pretect fram ight. Stare in a refrigeratar Efe
=2 e
— USP, 1260 Twmbrook Phy, Rockde, MD, +1-2014 g<zg
=3 CAT Ko, 1586314 Material méd in Germany i
— Intentionslly aver-iabeled for GHS compliance Eig

USP certifies that the USP Reference Standards Committee, in accordance with their rules and procedures,
determined that this USP Reference Standard lot is suitable to assess compliance with the monograph standards for
which it is specified. The critical characteristics of this lot are usually determined independently in three or more
laboratories, including USP, government, academic, and industrial collaborators.

I & Joth

QA Director
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Ramipril CRD USP lote R002S0

US

U5, Pharmacopeial
Corvention

Certificate

RAMIPRIL RELATED COMPOUND D

(Ethyl (5)-2-{(35,5a5,805,9a5)-3-methyl-1,4-dioxodecahydro-2H-cyclopental4, 5]pyrrolof 1, 2-a]pyrazin-2-yl)-4-
phenylbutanoate)

or
(Ramipril Diketopiperazine)

USP Catalog No.: 1598347
USP Lot No.:  RO0250

CAS No.: NfA

W Molecular Formula: CyyHypN2Oy

Molecular Weight: 398.50

LS. Pharmacopeial
Comvention

LABEL TEXT

e |

£ g

3 2 Usr_} REFERENCE STANDARD ==
%3 ——
i 3 RAMIPRIL RELATED COMPOUND D 20mg =
|-13 -] (Ethyl (S)-2-{(35 5a8 BaS 9aS)-3methyl-1,4-dioxodecahydro-2H- —
g % cyclopental4 Slpyrrola[1,2-a)pyrazin-2-yl)-4-phenylbutancate ) E —
I o o —
i % ¢ (Ramipril Diketopiperazine) —
H £ . —
3 § £ Donotdry. Keep container tightly closed. Pratect from light.  Store in a refrigerator E —
L - —
§ 3 E USP, 12601 Twinbrook Pkwy, Rockville, MD, #1-301-881-0666 =
538 % CAT. NO,1528347 Material mfd. in Germany _

Ing £ Joth

Quality Assurance




Anexo 5: Declaracoes de autoria e de bioética e seguranca

L] 5 a
CODRDENADORIA DE POS-GRADUACAD
é‘r)f'. INSTITUTD DE BIOLOGIA \!
] "' Universidade Estadiszl de Campinas [ =
&\ Caixa Postal 5109, 13083-970, Campinas, 5P, Brasi ‘i

UNICAMP Fone (19} 3521-6378, email: cpgib@unicamp.br

DECLARACAD
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Em observancia ao §5° do Artigo 1° da Informagdao CCPG-UNICAMP/001/15,
referente a Bioética e Biosseguranga, declaro que o conteiudo de minha
Dissertagao de Mestrado, intitulada *ESTUDO DE PRE-FORMULACAO DE
RAMIPRIL COMPRIMIDOS, VALIDACAO PARCIAL DE METODOLOGIA,
AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE FARMACO E EXCIPIENTES E
ELUCIDACAO DAS VIAS DE DEGRADACAQ", desenvolvida no Programa de
Fos-Graduagdo em Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioatives do Instituto

de Biologia da Unicamp, ndo versa sobre pesquisa envolvendo seres humanos,

animais ou temas afetos a Biosseguranga.

A7

Assinatura: _ f Rt /7:;5,;«-;;;__ Prof. DR. Paulo César Pires Rusa
Mome do(a) orientador(a):- Br. Paulo César PiresRosa Mallcas 304741

Faculdade de Ciéncias Famachulicas
[JHICANP

Data: 16/08/2017
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Declaragio

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujsitos a
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dispositivos da Lei n.” 9.610/88, nem ¢ direito autoral de gualguer editora.
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