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RESUMO

Utilizou-se o maleato de enalapril para identificacdo dos produtos de
degradacao através da espectrometria de massas utilizando a técnica de
ionizacao EASI (easy ambient sonic-spray ionization). Essa técnica de ionizacao
ambiente torna a espectrometria de massas uma ferramenta mais simples, pois
para esse trabalho ndo houve preparo de amostra, os ensaios foram realizados
diretamente da superficie do comprimido. Para conhecermos melhor a rota de
degradacdo do maleato de enalapril na formulagcdo, comparou-se dois processos
de fabricacdo dos comprimidos, a granulacédo via Umida e a compressao direta.
Indicando grandes diferengas no perfil de degradacgéo.

A avaliagdo dos produtos de degradacéo foi feita em paralelo utilizando a
técnica de separacao por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
ultra violeta, mostrando o comparativo das respostas da técnica EASI-MS e da
CLAE —-UV. Realizou-se os estudos de acordo com os estudos de estabilidade de
longa duragdo, simulando assim a estabilidade do maleato de enalapril em
comprimidos e um estudo de degradacao forcada com o ataque acido e térmico,
demonstrando a capacidade da técnica em avaliar os estudos de degradacao

forcada.
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ABSTRACT

We used the enalapril maleate to identify the degradation products by mass
spectrometry using the technique of ionization EASI (easy ambient sonic-spray
ionization). This technique makes the environment ionization mass spectrometry a
more simple tool, as for this study there was no sample preparation, tests were
performed directly from the tablet surface. To know the best route of degradation of
enalapril maleate formulation, we compared two methods of manufacture of
tablets, wet granulation and direct compression. Indicating large differences in
degradation profile.

The evaluation of the degradation products was performed in parallel using
the technique of separation by high performance liquid chromatography with UV
detector, showing the comparison of responses of the art EASI-MS and HPLC-UV.
Studies were performed according to the studies of the long term stability, thus
simulating the stability of enalaprii maleate in a compressed and forced
degradation study with heat and acid attack, demonstrating the ability of the

technique of evaluating the degradation studies forced.
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Introducao

1.1. Maleato de Enalapril:

O Maleato de Enalapril tem sua administracao via oral, € um pré-farmaco
utilizado no tratamento da hipertensao e na insuficiéncia cardiaca. Depois de sua
esterificacdo no figado e rim transforma-se em enalaprilato. E um dos
medicamentos mais utilizados no Brasil, sendo um dos distribuidos pelo SUS
(Sistema Unico de Saude), contém mais de 150 apresentacdes, com relagdo aos
fabricantes e a dosagem terapéutica ("

1.1.1. Mecanismo de acao:

A enzima conversora da angiotensina (ECA) é uma peptidil-dipeptidase a
qual catalisa a conversdo da angiotensina | a substancia pressora angiotensina Il
Depois da absorcao, o enalapril é hidrolisado a enalaprilato o qual inibe a enzima
conversora da angiotensina. A inibicdo da ECA resulta na diminuicdo da
angiotensina Il plasmatica que aumenta a atividade da renina plasmatica (em
razdo da remocgao do feedback negativo de liberacdo da renina), e diminui a
secrecdo de aldosterona. A enzima conversora da angiotensina € idéntica a
cininase Il. Portanto, o enalapril pode também bloquear a degradacdo de
bradicinina, um potente vasopressor peptidico. Entretanto, ainda nao foi
esclarecido como isso gera o efeito terapéutico. Apesar de se acreditar que o
mecanismo pelo qual o enalapril diminui a pressao arterial seja essencialmente
pela supressdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, o qual desempenha
importante papel na regulagdo da pressao arterial, o enalapril € anti-hipertensivo

mesmo em pacientes hipertensos com renina baixa .
1.1.2. Farmacocinética:

O maleato de enalapril oral é rapidamente absorvido e as concentracdes
maximas plasmaticas de enalapril ocorrem em uma hora. Com base na

recuperacao na urina, a taxa de absorcao do enalapril do maleato de enalapril oral
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Introducao

€ de aproximadamente 60%. Apds a absorcdo, o enalapril oral é rapida e
extensivamente hidrolisado a enalaprilato, um potente inibidor da enzima
conversora de angiotensina. As concentracoes maximas plasmaticas do
enalaprilato ocorrem 3 a 4 horas depois de uma dose oral de maleato de enalapril.
A excregado do enalapril é principalmente renal. Os principais componentes na
urina séo: enalaprilato, que contribui com 40% da dose, e enalapril intacto. Exceto
pela conversdo a enalaprilato, ndo ha evidéncia de metabolismo significante do
enalapril. O perfil de concentracao sérica do enalaprilato exibe uma fase terminal
prolongada, aparentemente associado a ligagdo com a ECA. Em individuos com
funcdo renal normal, as concentracbes séricas em estado de equilibrio do
enalaprilato foram atingidas por volta do quarto dia da administracdo do maleato
de enalapril. A meia-vida efetiva para acumulo do enalaprilato apés multiplas
doses de maleato de enalapril oral € de 11 horas. A absorcdo do maleato de
enalapril oral ndao € influenciada pela presenca de alimentos no trato
gastrintestinal. A extensdo da absorcao e a hidrélise do enalapril sdo semelhantes
para as diversas doses na faixa terapéutica recomendada .

1.1.3. Farmacodinamica

A administracdo do maleato de enalapril a pacientes hipertensos resulta na
reducao da pressao arterial tanto na posicao supina como de pé sem aumento
significativo da freqiéncia cardiaca. Hipotensdo sintomética postural ndo é
freqUente. Em alguns pacientes a reducéao ideal da pressao arterial pode requerer
varias semanas de tratamento. A retirada abrupta de maleato de enalapril nao foi
associada ao rapido aumento da pressao arterial. A inibicao efetiva da atividade
da ECA usualmente ocorre 2 a 4 horas depois da administracao oral de uma Unica
dose de enalapril. O inicio da atividade anti-hipertensiva geralmente foi observado
em uma hora e as reducdes maximas, em 4 a 6 horas apds a administracdo. A
duracao do efeito é relacionada a dose. Entretanto, nas doses recomendadas,
demonstrou-se que os efeitos anti-hipertensivo e hemodindmico se mantém

durante 24 horas, no minimo®.
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Introducao

O tratamento anti-hipertensivo com enalapril induz regresséo significativa
da hipertrofia ventricular esquerda, preservando o desempenho sistélico do
ventriculo esquerdo. Em estudos hemodindmicos que envolveram pacientes com
hipertensédo essencial, a redug¢ao da pressao arterial foi acompanhada de reducéo
da resisténcia arterial periférica e aumento do débito cardiaco bem como a
pequena ou nenhuma alteracéo da freqiéncia cardiaca. Apés a administracdao do
maleato de enalapril o fluxo sanguineo renal aumentou e a taxa de filtracao
glomerular ndo se alterou. Entretanto, em pacientes cujas taxas de filtracao
glomerular eram baixas antes do tratamento, geralmente ocorreu aumento. A
administracdo crénica do maleato de enalapril para pacientes com hipertensao
essencial e insuficiéncia renal pode estar associada a melhora da fungao renal,
evidenciada pelo aumento da taxa da filtragao glomerular.

Em estudos clinicos de curta duragdo envolvendo pacientes nefropatas com
e sem diabetes, foram observadas reducdes da albuminuria, da excrecao de IgG e
das proteinas totais na urina apés a administragéo de enalapri''l.

Quando administrado com diuréticos tiazidicos, os efeitos redutores da
pressao arterial de maleato de enalapril sdo, no minimo, aditivos. Maleato de
enalapril pode reduzir ou evitar o desenvolvimento da hipocalemia induzida pelos
tiazidicos!"?.

O tratamento com maleato de enalapril geralmente nao esta associado a
efeitos adversos no 4cido urico plasmatico. O tratamento com maleato de enalapril
foi associado a efeitos favoraveis nas fracdes lipoprotéicas no plasma e favoravel
ou sem efeito nos niveis totais de colesterol. Em pacientes com insuficiéncia
cardiaca sob tratamento com digitais e diuréticos, o tratamento com maleato de
enalapril foi associado a reducao da resisténcia periférica e da pressao arterial. O
débito cardiaco aumentou, enquanto a freqiéncia cardiaca (geralmente elevada
em pacientes com insuficiéncia cardiaca) diminuiu. A pressao capilar pulmonar
também foi reduzida'"-?.

A tolerdncia ao exercicio e a gravidade da insuficiéncia cardiaca,
melhoraram. Esses efeitos se mantiveram durante o tratamento crénico. Em

pacientes com insuficiéncia cardiaca leve a moderada, o enalapril retardou a
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Introducao

dilatacdo/aumento e insuficiéncia progressivos, como evidenciado pelos volumes
finais diastdlico e sistdlico do ventriculo esquerdo e pela melhora da fracao de
ejecao. Os dados clinicos demonstraram que o enalapril reduziu a freqiiéncia de
arritmias ventricular em pacientes com insuficiéncia cardiaca, embora o0s

mecanismos subjacentes e a relevancia clinica nao sejam conhecidos'?.
1.2. Estudo de estabilidade :
1.2.1. Parametros de estabilidade

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais
como temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao préprio produto
como propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composi¢ao, processo de fabricagao, tipo
e propriedades dos materiais de embalagem. Os testes podem ser divididos em
trés tipos de estudos:

e Estudo de estabilidade acelerado:

Estudo projetado para acelerar a degradacdo quimica e/ou mudancas
fisicas de um produto farmacéutico em condi¢des forcadas de armazenamento.
Os dados assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa
duracao, podem ser usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em
condicdes ndo aceleradas e para avaliar o impacto de curtas exposicoes a
condicoes fora daquelas estabelecidas no rétulo do produto, que podem ocorrer
durante o transporte.

e Estudo de estabilidade de acompanhamento:

Estudo realizado para verificar que o produto farmacéutico mantém suas
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, e microbioldégicas conforme os
resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa duracéo.

e Estudo de estabilidade de longa duracéo:

Estudo projetado para verificacdo das caracteristicas fisicas, quimicas,

biolégicas e microbiolégicas de um produto farmacéutico durante e,
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Introducao

opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os resultados sdo usados
para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condi¢des de

armazenamento®.

1.2.2. Embalagem

Os estudos de estabilidade devem ser conduzidos com os diferentes tipos
de embalagem, desde sua matéria-prima até suas embalagens secundarias,

definidos na tabela abaixo.

Tabela 1 - Tipo de embalagem usada nos ensaios de estabilidade

Substancia ativa Produto acabado

Os ensaios de estabilidade devem ser | Os ensaios de estabilidade devem ser
conduzidos com a matéria-prima conduzidos com o produto acabado
embalada. O tipo de embalado. O tipo de embalagem deve
embalagem deve ser semelhante ou |ser semelhante ao proposto para a sua
simular o que é proposto para o seu comercializacao.

armazenamento e distribuigéo.

1.2.3. Condicoes dos ensaios

O prazo de validade de um produto a ser comercializado no Brasil é
determinado por um estudo de estabilidade de longa duracdo de acordo com o0s
parametros definidos em tabela abaixo. Por ocasido do registro podera ser
concedido um prazo de validade provisério de 24 meses se aprovado o relatério
de estudo de estabilidade de longa duragédo de 12 meses ou relatério de estudo de
estabilidade acelerado de 6 meses acompanhado dos resultados preliminares do
estudo de longa duracgéo, conforme parametros definidos em tabela abaixo®.
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Tabela 2 - Condicoes a testar nos ensaios de estabilidade

Introducao

Temperatura e

Temperatura e

Fornja. Condigao de .| Embalagem umidade umidade Longa
Farmacéutica | armazenamento o A
Acelerado Duracéao
. 40°C £ 2°C/ o
- 0 + 29 °o
sélido 15°C -30°C Semi- | 250, UR +5% | S0 C *2°C/75%
permeavel UR UR = 5% UR
Solido 15°C -30°C  |Impermeavel| 40°C +2°C 30°C + 2°C
L . 40°C £ 2°C/ o
- - 9] + 29 Oo
Semi*s*olldo 15°C -30°C Semll 25% UR + 5% 30°C +2°C / 75%
permeavel UR = 5% UR
UR
Semi-sélido 15°C -30°C  |Impermeavel| 40°C +2°C 30°C + 2°C
. 40°C £ 2°C/
- Semi- 30°C £ 2°C / 75%
* k% - Oo i Oo
Liquidos 15°C -30°C permeavel 75% llJJl:g 5% UR + 5% UR
Liquidos 15°C -30°C  |Impermeavel| 40°C +2°C 30°C £ 2°C
Gases 15°C -30°C  |Impermeavel| 40°C +2°C 30°C + 2°C
Todas as
formas 2°C-8C Impermeavel| 25°C +2°C 5°C £ 3°C
farmacéuticas
Todas as .
Semi- 25°C +2°C /60 o
- 0 + 10
forrrAlas. 2°C-8°C permeavel | % UR +5% UR SC£3°C
farmacéuticas
Todas as
formas -20 °C Todas - 20°C £ 5° -20°C £ 5°

farmacéuticas

* Qualquer recomendacdo de armazenamento em temperatura dentro destas faixas deve constar

de bulas e rétulos. A temperatura recomendada néo exime de que os testes de estabilidade sejam

realizados com as temperaturas definidas nas duas ultimas colunas da tabela.

** Os valores de temperatura e umidade séo fixos e as variagées sdo inerentes as oscilagdes

esperadas pela camara climatica e por eventuais aberturas para retirada ou colocagéao de material.
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Introducao

*** Liquidos e semi-sélidos de base aquosa devem realizar o estudo com umidade a 25% UR ou

75% UR. Caso se opte por 75% UR, o valor da perda de peso devera ser multiplicado por 3,0.

Os ensaios de estabilidade acelerada tém como finalidade acelerar a
velocidade das reacdes de degradagdao quimica e induzir alteragdes fisicas na
substancia ativa/produto acabado. Os seus resultados podem ser utilizados para
prever tendéncias de degradacao durante os ensaios de longa duracao e avaliar o
efeito de desvios pontuais as condicées de conservacao rotuladas como os que
podem acontecer durante o transporte de substancias ativas/produtos acabados.
Os ensaios de estabilidade de acompanhamento devem ser realizados sempre
qgue se verificar uma alteracao significativa na substancia ativa/produto acabado a
qualquer tempo de analise ao longo do ensaio de estabilidade acelerada. Para
substancia ativa entende-se como alteracao significativa o ndo cumprimento das
especificacoes adaptadas. Para produto acabado entende-se como alteracao

significativa qualquer um dos seguintes pontos:

e Uma variagdo de 5% no valor inicial do doseamento ou 0 ndo cumprimento
do critério de aceitacao de poténcia quando se utilizam métodos biolégicos
ou imunulégicos.

e Um produto de degradacao a exceder o seu critério de aceitagao.

e O nao cumprimento dos critérios de aceitacao para o aspecto, propriedades
fisicas e testes de funcionalidade (ex.: cor, separacdao de fases,
resuspendabilidade, dureza, etc.). Em estabilidade acelerada sao
esperadas algumas alteracbes fisicas como, por exemplo, a reducdo da
dureza de um supositério.

e O nao cumprimento dos critérios de aceitacdo para o pH e para a
dissolucdo em 12 unidades, se apropriado para a forma farmacéutica em

estudo.
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1.2.4. Frequiéncia dos testes efetuados:

A frequéncia com que as substancias ativas/produtos acabados devem ser

analisados para averiguacdo da sua qualidade fisica, quimica e quando

apropriado biolégica e microbiolégica, isto é, a sua conformidade com as

especificacdes adaptadas, encontra-se na seguinte tabela: ®

Tabela 3 - Freqiiéncia dos testes efetuados em ensaios de estabilidade

Tipo de ensaio Frequiéncia dos testes efetuados
Longa Duracao 0, 3,6, 12,15, 18 e 24 meses
Acompanhamento 0 e 12 meses (a cada 12 meses)

Acelerado 0, 3 e 6 meses

1.2.5. Avaliacao dos resultados:

A metodologia de avaliagdo dos resultados dos ensaios de estabilidade

considera duas situagdes:

Os resultados mostram um grau minimo de degradacdo e uma
variabilidade entre lotes muito pequena, sendo evidente que o periodo de
re-andlise/prazo de validade proposto é valido para lotes futuros.
Normalmente, ndo é necessario proceder a analise estatistica dos
resultados, desde que a justificacdo para a sua omissao seja considerada
suficiente.

Os resultados ndo oferecem garantias relativamente ao periodo de re-
analise/prazo de validade proposto.Sera necessario proceder a sua analise
estatistica, seguindo as seguintes orientacoes:

- Utilizando os dados de um atributo quantitativo que evidencia um
decréscimo/acréscimo ao longo do tempo (ex.: doseamento/% de produto
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de degradacéao), determinar o tempo para o qual a reta correspondente ao
limite inferior/superior unilateral a 95% do perfil de degradacao intercepta o
critério de aceitacao (ex.: 90% para o doseamento), tal como se exemplifica
na figura 1.

Linha a 95%
confianga

Doseamento (%)

'
'
[
1
'
I
L

Tempo

Figura 1 - Perfil de degradagéo, evidenciando a linha correspondente ao limite
inferior unilateral a 95% de confianca.

- Proceder a este tipo de andlise para cada um dos lotes e aceitar como
periodo de re-andlise/prazo de validade o valor mais baixo encontrado para
o tempo em que se espera que um lote se mantenha dentro do critério de
aceitacao.

- Se os resultados entre lotes evidenciarem uma variabilidade muito
pequena, podera ser vantagem combinar todos os dados numa Unica
estimativa. A analise da variabilidade entre lotes é efetuada através da
aplicacdo dos testes estatisticos apropriados (o nivel de significancia dos
testes, medido pelo valor de p, deve ser superior a 0,25) aos declives e
ordenada na origem das retas de regressao de cada lote.

- Se o perfil de degradacdo nao obedecer a uma funcao linear, outras
funcdes poderdo ser usadas como por exemplo fungdées quadraticas ou
cubicas, em escala aritmética ou logaritmica. Devem ser utilizados métodos
estatisticos para testar a qualidade do ajuste dos dados a linha ou curva de
degradacéao calculada.

24



Introducao

- A avaliagdo dos resultados ndo deverd ser efetuada somente com os
resultados do doseamento, mas também com os niveis de produtos de

degradacao e outros parametros adequados®.
1.3. Estudos de degradacao forcada (stress testing)

Os estudos de degradacao forcada (stress testing) sdo efetuados com o
objetivo de caracterizar a estabilidade inerente a determinada substancia ativa,
identificar os seus produtos de degradacao, estabelecer mecanismos de
degradacdao e validar a capacidade das metodologias analiticas usadas para
avaliar a estabilidade quimica da substancia.

De acordo com a guideline ICH Q1AR os estudos de degradacdao devem
ser conduzidos num unico lote da substancia ativa e devem incluir o efeito da
temperatura, em incrementos de 10°C relativamente a temperatura selecionada
para os estudos de estabilidade acelerada (ex.: 50°C, 60°C, etc.), umidade (75%
de umidade relativa ou superior) quando apropriado, oxidacao, hidrélise (em
solucdo ou suspensao numa gama larga de pH) e luz (no estado sélido e/ou em
solucdo/suspensao; varias condicdes de exposicdo, dependendo da
fotosensibilidade da substancia e da intensidade da fonte de luz usada; tal como
descrito na guideline ICH Q1B). )

Os testes sob acao da luz sdo conduzidos diretamente na substancia e/ou
com esta em solucdo/suspensdo e tém por base as condicbes de exposicao
sugeridas pela guideline ICH Q1B® para a realizacéo de testes de fotoestabilidade
(exposicao total de pelo menos 1,2 milhdes lux.hr de luz visivel e 200watt.hr/m? de
luz ultra-violeta proximo). Dado que o objetivo destas experiéncias é avaliar a
formacao de produtos de degradacao, recomenda-se que se comece por um grau
de exposicao baixo, sendo este progressivamente aumentado até que se atinja os
1,2 milhdes lux.hr. Se mesmo assim se verificar que a substancia nao se
degradou, sugere-se que se aumente a exposicdo até os 6 milhdes de lux.hr.

A degradacao da substancia via hidrdlise € investigada a pH acido, neutro e
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alcalino através da preparacao de solucbes/suspensdes da substancia em estudo
em solucdes de HCI, dgua e solucbes de NaOH, respectivamente. Consoante o
grau de estabilidade da substdncia podera haver necessidade de recorrer a
aquecimento (25°C, 40°C ou até mesmo refluxo).

A inducao de reacdes de oxidacao pode ser avaliada através da preparacao
de solugdes/suspensdes da substancia em estudo em solugées de H.O, ou em
solucdes aquosas contendo um iniciador de radicais ou ions metalicos como o
cobre e o ferro®?).

Os estudos de degradacdo forcada devem ser conduzidos com a
preocupacao de individualizar a influéncia de cada um dos parametros, razao pela
qual se devem tomar precaugdes para que nao ocorra a sobreposicao de efeitos.
Como exemplo, podemos referir que os testes de fotoestabilidade em solugcao nao
devem ser realizados utilizando solventes aquosos uma vez que nestes podem
ocorrer reagdes de hidrdlise ou oxidacao. A interferéncia do aquecimento das
amostras expostas a luz pode também ser eliminada através do recurso a
amostras controle isto é, amostras que sao expostas as mesmas condicoes de luz
depois de devidamente protegidas (ex.: envoltas em papel de aluminio).
Para cada um dos fatores em causa, a escolha das condicbes a testar esta
profundamente relacionada com o grau de degradagdo pretendido e o tempo
disponivel para a realizagéo da experiéncia ©7.

De fato, a mesma extensado de degradacao pode ser conseguida utilizando
condicoes mais suaves e tempos de reacao longos ou condi¢cdes mais severas e
tempos de reacdo curtos. O uso de condicobes mais severas pode ter o
inconveniente de alterar o mecanismo das reagdes, causando problemas praticos
na utilizacao de técnicas de cromatografia (TLC, HPLC, GC), ou outras, na analise
das amostras. De qualquer forma, a realizagdo de testes de degradacao sob
condicoes mais severas pode ser bastante util quando o que se pretende é isolar

os produtos de degradacao®”).
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1.3.1. Aspectos praticos na execucao de estudos de degradacao
forcada

O estudo de cada condicdo de stress deve ser conduzido em quatro
amostras, sendo uma um branco conservado em condicées normais, a segunda
um branco submetido a condigédo de stress, a terceira a substancia conservada em
condicdes normais (tempo zero de degradacdo) e a quarta a substancia submetida
a condicao de stress. Os quatro resultados gerados devem ser analisados e

qualquer conclusdao serd consequente de comparacdées entre 0S mesmos.
1.3.1.1. Concentracoes das solucoes:

Um bom ponto de partida para a realizacao de estudos de degradacgao
forcada consiste em usar concentragdes relativamente a substancia em estudo da
ordem do 1mg/ml. Havendo problemas de solubilizagdo, poderdo ser adicionadas
determinadas quantidades de um solvente como o metanol ou acetonitrila até que
se obtenha uma solugéo limpida. Quando mesmo assim, ndo for possivel garantir
a solubilizacao total da substancia, os estudos devem prosseguir com esta em
suspensao. Normalmente, a este nivel de concentracao e utilizando metodologias
instrumentais de sensibilidade adequada (HPLC, GC, etc.) é possivel detectar
quantidades minimas de produtos de degradacao.

e Preparacao das amostras para analise por HPLC:

Varios problemas praticos se colocam quando se pretende analisar as
amostras de uma reagcao quimica de hidrélise ou oxidacdo por HPLC, como por
exemplo, as elevadas concentragcdes dos agentes degradativos que podem
interferir na analise cromatografica e os valores extremos de pH a que
normalmente ndao se podem submeter as colunas de HPLC. Desta forma,
recomenda-se que as solugdes sejam diluidas com um solvente compativel com a
fase moével ou com a prépria fase moével segundo um fator que podera ser até
cerca de 1:100, dependendo da sensibilidade do detector, do volume de injecéo e

da prépria substancia®”.

27



Introducao

1.4. A espectrometria de massas: Conceitos gerais

A espectrometria de massas (MS) constitui uma das técnicas instrumentais
capaz de obter informacado estrutural mais utilizada, com amplas aplicagbes em
diversas areas da quimica, biologia, farmacéutica e tecnoldgicas. No que se refere
a instrumentacao, diversos avancos foram conseguidos nas Ultimas décadas,
tanto no desenvolvimento de novas técnicas de ionizacdo® quanto de
separadores de massas. A MS existe ha quase um século, entretanto, inicialmente
era restrita a analise de gases e substancias com baixas pressdées de vapor e
termicamente estaveis. Desde entdo, foram realizadas muitas inovagdes, como
por exemplo, o desenvolvimento dos analisadores quadrupolo (1953), o
acoplamento com cromatografia gasosa (1957) e os analisadores ICR (1974) ®.0
gue aumentou a capacidade de aplicacdo em diversas areas.

A técnica espectrometria de massas consiste na ionizacdo das moléculas
de interesse, e separacao dos ions formados de acordo com suas deferentes
valores de massa-sobre-carga (m/z) de cada espécie analisada. O valor da razao
m/z, atribuida a um ion, € um numero adimensional, ou seja, a razdo m/z nao é
uma unidade e sim um adjetivo do ion ©. Isto é importante ressaltar, pois o que é
medido em espectrometria de massas € a razdo m/z e nao a massa de um ion em
Da (Daltons). Apenas para ions monocarregados isto ndo se aplica a razdo m/z
reflete a massa fisica do ion.

A MS nao analisa atomos neutros ou moléculas neutras. Antes de
discriminar os ions é necessario, primeiramente, gera-los utilizando um sistema de
ionizacao ou fonte de ions. Os diferentes tipos de fonte de ionizagdo existentes é
um dos fatores que determinam a aplicabilidade da MS "9,

A Figura 2 apresenta um diagrama esquematico de um espectrémetro de
massas. Em geral dividido em cinco etapas: (i) a introducdo da amostra, (i) a
ionizacao das moléculas, (i) a passagem por um analisador de massas que
separa os ions formados de acordo com a razao m/z, (iv) o detector que “conta” os

ions e transforma o sinal em corrente elétrica e (v) o processador que converte a
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magnitude do sinal elétrico em fung¢do da razdo m/z em dados proporcionando um
espectro de massas correspondente®.

Espectrémetro de Massas

~ 1
pode ou nao ! alto vacuo 105-108 mbar
ter vacuo I
Sistema : -
de [ lonizagdo | =, | Analisador | = | Detector
insercao (fonte) I
1
ESI Quadrupolo
e APCI TOF
Bomba MALDI T
com seringa EASI ICR Processamento
El de dados

(programa)

Figura 2. Diagrama esquemaético de um espectrémetro de massas.

A Figura 2 também mostra que o analisador de massas e o sistema de
deteccdo sdao mantidos sobre alto vacuo, o que ndo se aplica necessariamente
aos sistemas de ionizagdo, pois alguns deles estdo a pressao atmosférica, fato
que revolucionou a espectrometria de massas.

A técnica principal de ionizagdo sob pressdo atmosférica foi a ESI
(electrospray ionization), com maior aplicabilidade em amostras dissolvidas em
solventes liquidos. Os sistemas de ionizacdo tem grande poder de determinar a
versatilidade da MS, pois as fontes de ions sdo responsaveis pelos tipos de
analitos que podem ser analisados. InUmeros métodos para gerar ions foram
desenvolvidos ao longo da histéria da MS, desse modo ha métodos de ionizagéao
aplicaveis praticamente a todos os tipos de analitos, tanto para moléculas apolares
e volateis como as fontes de ionizagao por elétrons, Electron lonization (El) e a

ionizacao quimica, Chemical lonization (Cl), quanto a moléculas polares como
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ESI, técnica a pressao atmosférica que transfere ions em solucdo para fase
gasosa, a solidos como MALDI (ionizagdo sob vacuo por dessorcdo de matriz) e
técnicas de ionizacao ambiente como EASI que tornaram a introducdao da amostra
em MS mais simples e pratica®.

Existem diferentes estratégias para se discriminar os ions dependendo do
analisador de massas, 0 mais comum é o monoquadrupolar que possui resolucao
unitaria. Outros que podem ser citados sdo os analisadores de aprisionamento de
ions, ion trap (IT), analisadores por tempo de voo (TOF), ressonéncia ciclotrénica
de ions (ICR), mas existem ainda muitos outros. Cada analisador possui
diferencas de resolucéo e exatidao, sendo utilizado para discriminar as razées m/z
medidas®.

A Figura 3 mostra a diferenca de resolucdo entre dois analisadores de
massas. O analisador de resolucao unitaria mede a massa nominal (Figura 3a),
assim o ion de m/z 249 com resolucao unitaria pode se referir a formula molecular
C20Hg, C1gH7N ou C13H19N3O5.

Ja um analisador de alta resolucado mede a massa exata de cada isétopo
mais abundante (Figura 3b), assim € possivel atribuir formulas moleculares para
cada sinal de acordo com o seu defeito de massa 249,0700 (CxoHg), 249,0580
(C1gH7N) e 249,1479 (C13H19N3O2). Assim, resolucdo pode ser definida como a
capacidade do analisador medir m/z com a menor diferenca possivel da massa-
sobre-carga tedrica, o que possibilita inferir uma a férmula molecular baseada nos
defeitos de massa.

Existem analisadores que possuem resolucao que vao de 5000 a 1000000.
A exatiddo é medida pelo erro calculado em ppm do desvio da medida
experimental em relagéo ao valor de massa teérico, ou seja, indica quao préximo o
valor experimental esta proximo do valor verdadeiro. A alta exatiddo de massa
oscila de valores entre 0,1 a 50 ppm de erro.

Quanto menor for o erro maior é a probabilidade de a formula molecular

atribuida ser a verdadeira®.
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(a) (b)
CyoHy+
CoH,;N+
C3H oN;0,+ C,Hg+ C,oH,N+ C5HoN;O,+
I ] ! !
249 249.0700  249.0580 249.1479
m/z m/z

Figura 3. Esquema ilustrativo da resolucdo em analisadores de massas com (a)
resolucao unitaria e (b) alta resolucao.

1.4.1. lonizacao em condicdes ambiente por EASI MS

Ocorreu na MS nos ultimos anos a introducéo de técnicas de ionizacao que
permitem a dessorcao e ionizacdo de moléculas diretamente da superficie de sua
matriz original no ambiente'%'" (“Ambient MS”). Entre estas técnicas destaca-se a
ionizagao/dessorcao por eletrospray, Desorption Electrospray lonization (DESI) '?),
a andlise direta em tempo real, Direct Analysis in Real Time (DART) ® a probe
de andlise de sélidos a pressdo atmosférica, Atmospheric Pressure Solids
Analysis Probe (ASAP) ¥ e a ionizacdo por eletrospray com desorcdo a laser
assistida por matriz, Matrix-Assisted Laser Desorption Electrospray lonization
(MALDESI) "), No Brasil, Eberlin e colaboradores '® estabeleceram a técnica de
ionizacao ambiente por spray sbnico, Easy Ambient Sonic-Spray lonization (EASI),
primeiramente denominada de ionizacdo/dessorcao por spray sénico, Desorption
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Sonic Spray lonization (DeSSI) e seu acoplamento com interface de membrana,
Membrane Introduction Mass Spectrometry (MIMS) ') e com cromatografia em
camada delgada, Thin-Layer Chromatography (TLC) '®.

Na técnica de ionizacdo por EASI a fonte é de facil fabricacdo e ampla
aplicabilidade podendo ser utilizada com qualquer analisador de massas. O

mecanismo de ionizagdo é baseado em Sonic Spray lonization (SSI) (%20

sem
utilizacdo de agentes externos que proporcionem ou auxiliem a ionizagao, tais
como: radiagdo, voltagem ou mesmo temperatura como na maioria das técnicas

21.22) 'O mecanismo de ionizagdo que melhor explica o

de ionizagdo conhecidas'
fenbmeno de ionizacdo por EASI estd baseada na possibilidade de gotas
carregadas, com desequilibrio entre as cargas positivas e negativas serem
formadas no spray sénico (Figura 4). O bombeamento de um solvente polar,
através de um capilar de silica fundida (d.i. 100 pm) com vazéo de 20 pL.min”
junto com vazao do gas de arraste (~3 L.min™"), promove um cisalhamento intenso
com a liberacdo no spray de microgoticulas. Estas microgoticulas tém uma
capacidade bem limitada de acomodar carga e assim apresentam baixa densidade
de cargas com a probabilidade estatistica de ocorrer um desequilibrio tanto a favor
das cargas positivas quanto das cargas negativas. Ao entrar em contato com a
amostra, estas microgoticulas dessorvem moléculas do analito que estdo na
superficie®. A evaporacdo do solvente é favorecida pela energia térmica do
ambiente e por auxilio do gas do spray que age como secante. Apds a dessorgao,
o processo € semelhante a ESI, assim conforme a gota perde solvente, a
densidade de cargas aumenta até um ponto que as forcas de repulsdao vencem a
tensdo superficial e os ions sdo ejetados da gota. Depois de formados, os ions
agora dessolvatados e na fase gasosa alcancam o orificio (da ordem de poucos
micrometros) do cone de amostragem (skimmer). Um campo elétrico na entrada
do cone é responsavel por atrair os ions formados, assim os ions sao guiados ao

analisador de massas®?.
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Figura 4. Esquema do processo de ionizacdo por EASI®®.

A composicao do solvente no spray, a superficie de ionizacao, a pressao do
gas de nebulizacdo e a polaridade do solvente sdo parametros importantes no
desenvolvimento de um método por EASI MS. Estas varidveis podem afetar a
estabilidade do sinal e a repetibilidade das analises. Uma variedade de superficies
tem sido empregada incluindo papel pardo de envelope, placas de cromatografia
em camada delgada e vidro. Normalmente sao utilizados como solvente o metanol
e acetonitrila, puros ou com agua em diferentes propor¢des, com ou sem aditivos
(acido férmico e hidréxido de amoénio) dependendo da caracteristica quimica do
analito e o uso de Etanol como solvente também pode ser aplicadp. Emprega-se
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N2> como gas nebulizador ou ar comprimido com pressdao média de 7 bar ou 100
psi®),

1.4.2. Analisador utilizado: Monoquadrupolar

No analisador monoquadrupolar, 0s ions sado separados por sua
estabilidade de trajetéria em um campo criado por oscilacdes elétricas aplicadas
nos cilindros metalicos®. A Figura 5 mostra esse analisador que é constituido de
quatro cilindros metélicos paralelos nos quais uma corrente elétrica do tipo
continua, direct current (DC) e um potencial de radio freqiéncia (RF) sao
aplicados alternadamente. Os ions produzidos na fonte de ionizagdo sao
focalizados no centro da regido entre os quatros cilindros e atravessam axialmente
0 quadrupolo. Suas trajetérias serdo dependentes do campo elétrico produzido
onde apenas ions de uma razdo m/z especifica terdo uma trajetéria estavel e
chegardao ao detector. A RF é variada para que ions de diferentes razées m/z
obtenham uma trajetéria estavel ao longo do quadrupolo chegando ao detector,
gerando assim um espectro de massas®®®. Apesar da resolucdo unitaria e de ndo
permitir fragmentacgéo, fornece espectros com informacao de alta qualidade e facil

interpretacéo.
lon " Detector

_ Ressonante

lon nao

Ressonante
— |—

@ Voltagens dc e Rf
Fonte U/

Figura 5. Diagrama esquematico de um analisador monoquadrupolar.
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1.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):
1.5.1. Introducao a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes
de uma mistura, realizada através da distribuicao dos mesmos entre duas fases, a
estacionaria e a moével. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra
move-se através dela. Devido a diferenca nos coeficientes de distribuicdo de cada
um dos analitos nas respectivas fases, obtém-se velocidade de eluicdes
diferentes, de tal modo que o composto menos retido na fase estacionaria é eluido
primeiramente.

A separagdo cromatografica baseia-se na migracao diferencial dos
compostos de uma mistura que ocorre devido as diferentes interagdes entre duas
fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionéria, e no alargamento de bandas,
que é dependente de processos fisicos e ndo da diferenca de equilibrio. A
migracao diferencial resulta da diferenca de equilibrio dos analitos entre as duas
fases imisciveis e € determinada pelos fatores que afetam o equilibrio:
composicao da fase estacionaria e temperatura da separacao. Alteragdes nesses
parametros podem levar a mudancas na migracao diferencial. Os principais
processos fisicos responsaveis pelo alargamento de bandas sdo a difusdo de
Eddy, transferéncia de massa de fase modvel, transferéncia de massa de fase
estacionaria e difus&o longitudinal ",

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica analitica de
separagao indispensavel e que tem, a cada dia, se solidificado como técnica
principal de quantificacdo entre os laboratérios de mais diferentes ramos. Um
exemplo dessa ampla aceitagéo é a industria farmacéutica e alimenticia brasileira
gue conta hoje com diferentes marcas e modelos de equipamento configurados
com detectores especificos e universais, injetores com resfriamento, bombas
quaternarias e software capazes de monitorar a aquisicdo de dados e processa-
los de forma simples e eficiente®”. Alguns dos fatores que tém influenciado o
rapido desenvolvimento da aplicacdo da CLAE podem ser o estudo continuo de

35



Introducao

novas fases estacionarias (FE) para aplicacdes especificas para uma determinada
classe de compostos, o facil manuseio do equipamento, a disponibilidade de
material didatico e publicacdes variadas sobre cromatografia.

A CLAE apresenta algumas vantagens frente as outras técnicas analiticas
que também sdo aplicadas no desenvolvimento de métodos e na rotina de um
laboratério de controle de qualidade. O uso de fases méveis (FM) com a utilizacdo
de uma menor quantidade de componente orgéanico e o rapido equilibrio da coluna
apos alteracao de fase movel, seja no modo gradiente quanto no isocratico,
permite uma analise com economia de custos e tempo de analise e também com
melhores separacdes. Os equipamentos atuais de CLAE possibilitam estabilidade
rapida da andlise com excelente repetibilidade do tempo de retencdo, volume
injetado e valores de area. Outra vantagem seria 0 amplo campo de aplicacao
devido a separacao de compostos de diferentes polaridades, massas molares e
funcionalidades. Atualmente ha uma forte desenvolvimento na validagcdo dos
métodos analiticos por CLAE nao tdo observado para outras técnicas, sendo o
campo da seletividade do método e os limites de quantificacdo e deteccédo as
areas de maior estudo como por exemplo os métodos indicadores de estabilidade
que tem sido estudados e aplicados na verificagcdo de possiveis compostos de
degradacao. Uma importante aplicagdo da CLAE é a analise de compostos nao
volateis ou termicamente instaveis, que sao solUveis na fase mével, nessa classe

de compostos sdo encontrados grande parte dos farmacos®”.

1.5.2. Equipamento

Um sistema de CLAE (Figura 6) € composto basicamente por uma bomba,
recipientes com fase movel injetor, coluna cromatografica e detector. Em um
sistema de CLAE a fase mével é bombeada sob alta pressdo a uma vazao
controlada e uma pequena quantidade de amostra é introduzida através da valvula
de injecdo. A amostra passa a ser arrastada pela fase movel, passando pela
coluna, onde ocorre 0 processo de separacao cromatografico. Além desses itens

basicos, porem ndo menos importantes, estdo disponiveis outros mais especificos
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como: desgaseificador para retirada de gases presentes na FM; injetores com
sistema de resfriamento para conservagdao da amostra, forno para as colunas que
podem aquecer e também resfriar a coluna, diferentes detectores ou o0 uso de
detectores em série sendo mais comum o uso dos detectores de fluorescéncia e
ultra-violeta/visivel (UV-VIS) usados em sequéncia por exemplo para
determinacao de hormdnios em anti-concepcionais; sistemas de derivatizacdo
usados apds a coluna para andlise por exemplo de uma mistura de

aminoacidos®”.

INJ ETDR
*

COLUNAS

DESCARTE
DETECTOR

SOLVENTES —

Figura 6. Esquema de um sistema cromatogréfico.

Os sistemas de CLAE disponiveis atualmente e encontrados na maioria dos
laboratérios sado fabricados, principalmente, pelas marcas Waters, Merck,
Shimadzu e Agilent. Alguns desses sistemas apresentam em comum, bombas
quaternarias com a opcao de um quinto canal usado com a solucao de lavagem
da seringa e que também pode ser desgaseificado como 0s outros canais,
injetores automaticos com opgédo de resfriamento e detectores para as mais
variadas aplicac6es. Dentre as variaveis possiveis para uma melhor separacdo em
um sistema de CLAE as propriedades da amostra, fase mével, fase estacionaria e

sistema de deteccdo sdo consideradas as mais importantes®’2®.
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1.5.3. Sistemas de Deteccao

Os sistemas de CLAE podem ser utilizados com diferentes tipos de
detectores conforme a necessidade da aplicacdo desejada. O detector mede de
forma continua alguma propriedade fisica ou fisico-quimica da amostra, ou da
solubilidade que a contém, e envia um sinal para registro, geralmente, diretamente
proporcional a concentragdo do componente na amostra. Uma classificacao geral
que pode ser aplicada aos detectores € com relagdo ao tipo de amostras
aplicadas. Os detectores classificados como universais sdo aqueles em que
podem ser aplicados a todos os tipos de amostras e detectores seletivos séo
aqueles que respondem a uma classe ou tipo de substancias.

Os principais detectores usados em CLAE sao: UV-VIS, fluorescéncia, indice
de refracdo, eletroquimico, espectrometria de massas, espalhamento de luz.
Existem outros tipos de detectores com aplicacdo em CLAE que ndo possuem
aplicacdo como os citados anteriormente, dentre eles estdo o de infravermelho,
dicroismo circular e condutividade elétrica’®’?®.

Na avaliacdo cromatografica para se ter bons resultados analiticos é
necessaria atencao na selecao do comprimento de onda usado na deteccéo. Para
isso € necessario o pleno conhecimento do espectro UV do composto
individualmente. Se ha a disponibilidade do padrdo do analito pode-se medir o
espectro do composto através de um espectrofotobmetro UV-VIS comum,
entretanto, nem sempre é possivel obter o padrao de compostos provenientes da
degradacao dessas substancias. Nesse caso o uso do detector de arranjo de
diodos é muito Gtil por permitir a aquisicdo do espectro de todos os componentes
separados em diferentes comprimentos de onda durante a analise. O espectro
obtido de cada componente separado pode ser usado para selecionar o
comprimento de onda de maxima absorgdo e também a interferéncia de outros
compostos presentes nas amostras que absorvam na mesma faixa do espectro de
190 a 800 nm. Dentre os dados que podem ser obtidos com detector de arranjo de
diodo estdo a pureza de pico e a similaridade de espectros. A pureza de pico é
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avaliada pela comparagdo dos espectros obtidos no inicio, meio e final do pico
cromatografico. Para a avaliacdo da pureza de pico é necessaria a condi¢ao
basica de que os compostos presentes na mistura tenham a separacao minima
necessaria. Outras técnicas de deteccdo como infravermelho (1V), ressonancia
magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (MS) podem ser usados
para garantir a pureza do pico cromatografico®®.

1.6. Processos Farmacéuticos para fabricacao de comprimidos
1.6.1. Métodos de Granulacao

Os Métodos de granulacdo podem ser divididos em dois tipos: Via Umida,
que utiliza um liquido no processo e Via Seca, que nado utiliza nenhum tipo de
liquido.

Na maioria das formulagbes, além das matérias primas tradicionais,
diferentes aditivos podem ser utilizados para proporcionar certas propriedades ou
fatores que inibam (ou ndo) algumas importantes caracteristicas durante o
processo industrial. Pode-se citar plasticidade da massa granulada, boa
compressibilidade, permeabilidade, facilidade de secagem, favorecimento da
resisténcia mecanica, reatividade, coloracdo, entre outras. Esses aditivos podem
ser empregados na forma de pd, homogeneizados a massa ou diluidos na agua
utilizada para a granulagao®.

1.6.1.1. Granulacao via Seca

A granulagdo de particulas ocorre através de altas pressbées. Ha dois
processos principais:
e Prensagem: Uma mistura de p6s € compactada dentro de um molde por
uma prensa, formando um briquete.
¢ Rolos compactadores: A mistura de pds é comprimida entre dois rolos para

produzir uma folha laminada de material (escamas).
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Em ambos os casos, no passo seguinte, utilizam-se técnicas de
desintegracao desses materiais compactados (procedimentos de moagem) para a
obtencdo de granulos que, normalmente, sdo peneirados (classificacao
granulométrica) para separar a fragdo de tamanho desejada. O material, fino e
indesejado, via de regra, retorna ao processo de mistura e compactagao ©%.

Esse método, por via seca, € utilizado para formulagdes de produtos que nao
comprimem bem apés a granulacado via Umida ou quando as formulagdes sao

sensiveis a umidade.
1.6.1.2. Granulacao via umida

Esse método envolve a aplicacdo de um liquido sobre o pd, ou mistura de
pds secos, resultando numa massa umida ou em granulos com uma adequada
umidade. Na maioria dos processos, o liquido utilizado é agua, podendo ser
empregado o alcool etanol ou isopropanol, até uma combinacdo destes.
Obviamente, esse liquido ndo pode ser téxico, ou incompativel com a formulacao,
e deve ser volatil o suficiente para ser removido facilmente em um processo de
secagem. O liquido de granulagédo pode ser usado sozinho ou, mais comumente,
com aditivos dissolvidos em seu meio (também chamado de adesivo, ligante ou
agente de ligacao) e que sao utilizados para promover uma adesao entre as
particulas quando ocorrer a secagem dos granulos.

Solventes organicos sao utilizados quando as formulacbées processadas sao
sensiveis a agua, como uma alternativa da granulagdo via seca, ou quando
necessita de um tempo de secagem muito rapido @39

No método de granulagdo via Umida tradicional, a massa umedecida é
forcada através de uma peneira (malha) para produzir granulos umidos, que
posteriormente sofrem o processo de secagem. Entdo, uma classificacdo
granulométrica é realizada para separar os tamanhos de granulos desejados; os
granulos rejeitados podem ser reutilizados no processo. A massa Umida deve ser
suficientemente plastica e rigida para formar granulos distintos. Se liquido em
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excesso é adicionado, material na forma de macarrao pode ser formado. E se a
mistura é muito seca, nao ocorrera a formacao de granulos.

Os granulos obtidos podem ser coletados em bandejas e transferidos para
um secador, com trés desvantagens:

e (O tempo de secagem é longo;

e Materiais dissolvidos podem migrar para a superficie superior da massa
granulada, ocasionando uma remocdo do solvente (geralmente liquido)
somente na superficie mais externa da massa; e

e Granulos podem se agregar devido a formacao de pontes nos pontos de
contato (dos granulos).

As desvantagens desse processo tradicional de granulacdo sado o tempo
longo para obtencdo do produto final, a necessidade de varios tipos de
equipamentos e ferramentas, além da excessiva perda de massa gerada durante
as transferéncias de fases do procedimento.

Apbs a secagem, é necessaria uma desagregacao dos aglomerados, que
pode ser realizada através de peneiras rotativas ou vibratérias.

Um método alternativo € a utilizacdo de secadores de leito fluidizado, que é
bastante rapido, mantém os granulos separados durante a operagao (reduzindo ou
inibindo os problemas de agregacao), além de evitar a indesejada migracao
intergranular. Muito utilizado quando se requer uma umidade controlada no
granulo final, por exemplo, 6% de umidade na massa granulada para fabricacao

de pisos e revestimentos ceramicos %39,

1.6.1.3. Razoes para Granulacao
1.6.1.3.1. Prevenir segregacao dos componentes da mistura

A segregacao pode ocorrer devido a diferengas nos tamanhos de particulas
ou densidades de componentes da mistura. Geralmente, particulas menores e/ou
mais densas se concentram na base de um recipiente, sendo que as particulas

maiores e/ou com menor densidade se concentram no topo desse mesmo
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recipiente. Uma granulacdo ideal contera todos os componentes da mistura na
proporcédo correta em cada granulo, dificultando a segregacdo dos ingredientes.
Também é muito importante controlar a distribuicdo do tamanho dos granulos,
pois, embora os componentes individuais ndo apresentem segregacao, se ocorrer
uma larga distribuicdo granulométrica na massa granulada, pode ocorrer
segregacdo. Se isto acontecer nos equipamentos que fazem o enchimento de
moldes para a prensagem de pisos ceramicos, resultardo produtos com grandes
variacdes de peso e espessura.

Isto porque estas maquinas sdo controladas e fazem o enchimento através
de volume em lugar de peso. Se regides diferentes no silo de armazenamento (ou
no alimentador do equipamento) apresentarem granulos de tamanhos diversos -
provavelmente com densidades diferentes - um determinado volume em cada

regido vai conter um peso diferente de granulos ©°.
1.6.1.3.2. Melhorar propriedades de fluidez da mistura dos pés

Muitos p6s, devido a seu tamanho pequeno, forma irregular ou caracteristicas
de superficie, sdo muito aderentes (coesivos) e ndo permitem uma boa fluidez.

Baixa fluidez resultara, freqlientemente, numa variagcao de peso indesejavel
no produto final (influenciando a densidade aparente de prensagem), devido ao
abastecimento varidvel dentro dos moldes na producdo de revestimentos
ceramicos. A granulacdo da mistura desses poOs, em determinadas faixas
granulométricas, permite uma melhoria significativa nas propriedades de fluidez

desses materiais 2.

1.6.1.3.3. Melhorar as caracteristicas de compactacao da mistura dos

7

pos

Alguns pos, ou misturas de pdés, sao dificeis de compactar, mesmo quando

um bom aditivo (adesivo ou ligante) é incluido na mistura. Porém, granulos desses
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pds ou misturas de pods sdo, freqlentemente, mais facilmente compactados e
produzem pecas mais resistentes.

Essa propriedade esta associada com a distribuicdo do adesivo dentro do
granulo e em funcdo do método empregado para produzir o granulo. Geralmente,
ocorre uma migracao de aditivos (agua, por exemplo) apds a granulacao, durante
o0 processo de “descanso” dos granulos, resultando numa camada exterior (no
granulo) rica em aditivo ligante. Isto conduz, na compactacao dos granulados, a
um contato direto entre ligantes (camadas externas) o que ajuda na compactacao
desses materiais'®).

Outras razoes:

e Granulacdo de materiais toxicos pode reduzir 0 perigo associado com a
geracdo de pds tdéxicos, principalmente na manipulacdo dos mesmos.
Evidentemente que precaucdes devem ser tomadas durante o processo de
granulacdo (enclausuramento do equipamento) e devem ser obtidos
granulos nao fridveis e com boa resisténcia mecanica;

e Materiais que sao ligeiramente higroscépicos podem aderir (grudar) e
formar grumos dentro de silos de armazenamento. A granulagdo pode
reduzir este perigo, granulos podem absorver menos umidade e
continuarem com uma boa fluidez, necessaria para o prosseguimento do
processo industrial; e

e Granulos, sendo mais densos que o pd ou mistura de pdés que o0s
originaram, ocupam menos volume por unidade de peso. Esse fator é muito

conveniente em casos de armazenamento e transporte.
1.6.1. Compressao direta

O termo compressao direta foi usado inicialmente para a compressao de
compostos, normalmente sais inorganicos, sob a forma de cristais cubicos como:
cloreto de sodio, brometo de sddio e brometo de potassio, capazes de serem
compactados sem a adicdo de outras substancias. Atualmente, o termo

compressao direta é empregado para definir o processo pelo qual misturas de
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principios ativos e excipientes adequados sdao comprimidas diretamente, sem a
necessidade de um pré-tratamento, como ocorre na granulagcao via Uumida ou
seca®".

O desenvolvimento da compressao direta sé foi possivel a partir do momento
em que agentes de compressdo direta, os quais possuem boa fluidez e
compressibilidade, tornaram-se comercialmente disponiveis, sobretudo, a partir da
década de 60. O surgimento de novos excipientes, diluentes para compressao

direta e superdesintegrantes®3%

, ou o aprimoramento das tecnologias de
obtencdo destes® tem proporcionado novas e boas alternativas para o
desenvolvimento dos processos de compressao direta. Contudo, o maior avancgo
ocorreu em virtude das inovacoes relacionadas as maquinas de compressao. A
introducao de sistemas de alimentacao forcada das matrizes e de estagios de pré-
compressao tém facilitado a tarefa de obtencdo de comprimidos por compressao
direta®".

O método em questao esta baseado em duas etapas: mistura e compressao.
A compressao direta vem ganhando uma importancia muito grande devido as suas
vantagens: simplificacdo e reducdo de etapas, equipamentos, validacdo de
processos e consumo de energia. A vantagem mais significativa, em termos de
qualidade dos comprimidos obtidos, esta no fato do método ndo necessitar de
umidade e aquecimento, inerentes aos processos de granulacdo Umida, nem altas
pressdes de compressio, inerentes ao processo de granulagao®’.

O sucesso no desenvolvimento de formulacbes de comprimidos por
compressao direta também depende de consideragdes cuidadosas em relacao as
propriedades dos excipientes, visando otimizacdo da compressibilidade e fluidez
da mistura de po6s. A escolha dos excipientes é extremamente critica. Fatores tais
como: compressibilidade, fluidez, tamanha e distribuicdo das particulas, umidade,
densidade aparente, compatibilidade com o farmaco, solubilidade no trato
gastrintestinal, estabilidade, custo e disponibilidade, influenciam na escolha dos
diluentes para a compressao direta. Em muitos casos, estes excipientes sdo mais

caros quando comparados com os diluentes empregados na granulacédo via
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umida. Portanto, estudos de pré-formulacdo sdo essenciais para alcancar bons
resultados®".

Formulacbes de comprimidos de liberacdo convencional devem ser
desenvolvidas com o objetivo de se alcancar dureza adequada, sem a
necessidade de forca de compressao excessiva e, a0 mesmo tempo, assegurar
rapida desintegracao e dissolucdo dos ativos. Ou seja, as misturas destinadas a
compressao direta devem possuir compressibilidade adequada®'3°.

Em funcdo do menor tamanho das particulas encontradas em misturas para
compressao direta, a fluidez passa a ser um problema mais sério do que na
granulacdo Uumida, onde o proprio formato do granulado ja proporciona maior
fluidez. Quando a quantidade de substancia ativa € pequena, o problema pode ser
superado pela escolha adequada de um diluente que possua fluidez adequada.
Entretanto, quando a quantidade de principio-ativo corresponde a maior parte do
peso final do comprimido, 0 uso de deslizante ou promotores de escoamento,
além da escolha cuidadosa do diluente, se faz necessaria ".

Weels e Aulton®® afirmaram que as propriedades de compressdo da maioria
das substancias ativas sao extremamente pobres e necessitam da adicdo de
auxiliares de compressao. Os autores salientam que quando a dose € inferior a
50mg, os comprimidos podem ser normalmente preparados por compressao direta
com a adicdo de modernos agentes de compressao, entretanto, para doses
maiores, o método preferido é a granulagdo umida.

A lubrificacdo de misturas de pds para compressao direta € uma etapa mais
complicada do que na granulagao classica. Segundo Shangraw ©"; os problemas
associados com a lubrificacdo podem ser divididos em duas categorias: a) o tipo e
a quantidade necessaria para produzir lubrificacdo adequada; b) o efeito softening
dos lubrificantes, ou seja, a reducéo da dureza dos comprimidos causada pelo uso
de estearatos alcalinos como lubrificantes. Em funcdo do menor tamanho das
particulas das misturas para compressdo direta, concentracbes maiores de
lubrificantes s&o necessérias, aumentando a magnitude do efeito softening, no
caso dos diluentes ndo apresentarem fragmentacdo ou comportamento plastico na

compressao.
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Weels e Aulton®® argumentam que o material a ser comprimido deve ser
plastico, ou seja, ser capaz de sofrer deformacao permanente, além de certo grau
de fragmentacdo. O mesmo autor apresenta um procedimento para a avaliagao
das propriedades de compressao de farmacos.

Shangraw®" conclui que a duracdo da lubrificacdo é muito mais critica na
compressao direta do que na granulacdo umida, e que a lubrificacdo de misturas
para compressao direta é um dos problemas mais complexos e dificeis
encontrados pelo farmacéutico formulador. O autor recomenda ainda que o uso de
estearatos alcalinos como unico lubrificante para algumas formulacées de
compressao direta seja evitado, e que o tempo de lubrificacdo ndo exceda a cinco
minutos para se evitar o efeito de impermeabilizacdo e o efeito softening destes
lubrificantes sobre os comprimidos.

Banker e Anderson © citam que, embora o processo de compressao direta
apresente importantes vantagens, alguns fatores podem limitar o emprego deste
método como: a) diferencas de tamanho entre as particulas ou as densidades
aparentes do farmaco e adjuvantes podem levar a segregacao ou estratificagcao,
principalmente quando o farmaco se apresenta em pequenas dosagens; b)
misturas para compressao direta com baixa compressibilidade podem originar
comprimidos com baixa dureza e alta friabilidade; ¢) misturas para compressao
direta com baixa fluidez podem causar variacées no peso médio dos comprimidos

ou mesmo inviabilizar a operagdo de compressao.
1.6.2.1. Vantagens da compressao direta

Gohel et. al ® descrevem uma revisdo sobre as principais vantagens da
compressao direta, dentre elas figuram a economia, pois requer menos etapas no
processo, ou seja, menos equipamentos, menor espago e menos tempo, 0 que
leva a uma reducdo nos gastos de fabricacdo dos comprimidos. A compressao
direta € apropriada para principios ativos sensiveis a umidade e ao calor, pois
elimina as etapas de molhagem e secagem, aumentando a estabilidade dos

mesmos. Comprimidos produzidos por compressdo direta tém menor
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probabilidade de mudancas no seu perfil de dissolugcado e no seu armazenamento,
quando comparados com os comprimidos produzidos por granulacdo por via
umida. Isto é extremamente importante porque os compéndios oficiais exigem
especificacoes da dissolucao da maioria dos farmacos.

A desintegracdo ou a dissolucdo limita a absorcdo no caso dos principios
ativos pouco soluveis preparados por granulacdo via umida. Os comprimidos
preparados por compressao direta desintegram o principio ativo em particulas, em
vez de granulos, que entram diretamente em contato com o liquido dissolutor,
levando,em alguns casos, a uma dissolugcdo mais rapida. Por ser um processo
mais agil, reduz-se a possibilidade de contaminagéao cruzada, estando em melhor
acordo com as Boas Praticas de Fabricagcdo. Devido as poucas operacdes, a
validacdo e as exigéncias da documentacdo sao reduzidas. A possibilidade de
crescimento microbiano é minima nos comprimidos preparados por compressao

direta, devido auséncia de agua®”.
1.6.2.2. Limitacoes da compressao direta

A compresséao direta € mais propensa a segregacao devido a diferenca na
densidade entre os principios ativos e os excipientes. O estado seco do material
durante a mistura pode induzir uma carga estatica e conduzi-lo a segregacao. Isto
pode favorecer problemas como: variacdo do peso e uniformidade de conteudo.
Os excipientes diretamente compressiveis sdo produtos especialmente
produzidos, patenteados e co-processados, obtidos pela secagem em pulverizador
(atomizacao), secagem em leito fluidizado, rolo ou por co-cristalizacao. Isto resulta
em produtos relativamente mais caros do que os produtos originais. A maioria dos
excipientes para compressdo direta pode acomodar somente 30-40% dos
principios ativos mal compressiveis, 0 que significa um grande aumento no peso
final do comprimido e os comprimidos grandes podem gerar dificuldade na

momento da administragéo via oral ®4.
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Objetivo

2. Objetivo:

e Estudar os produtos de degradacdo do maleato de enalapril direto do
comprimido;

e Estudar diferentes processos de fabricacdo de comprimidos;

e Aplicar uma metodologia rapida;

e Obter informacgdes estruturais dos produtos de degradacgéao;

e Avaliar a capacidade da técnica EASI no estudo dos produtos de

degradacéo forcada;
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Capitulo

3.1. Titulo:

Direct Monitoring of Drug Degradation by Easy Ambient
Sonic-Spray lonization Mass Spectrometry: The case
of Enalapril

Phellipe H. AmaraF, Raquel Fernandes® , Marcos N. Eberlin* and Nelci F.
Héehr*

4Departament of Clinical Pathology, Faculty of Medical Sciences, University of
Campinas - UNICAMP, SP, Brazil

®ThoMSon Mass Spectrometry Laboratory, Institute of Chemistry, State University
of Campinas, 13084-971, Campinas SP, Brazil

3.2. Abstract

Using enalapril maleate as a test case, the ability of ambient mass spectrometry,
namely via easy ambient sonic-spray ionization mass spectrometry (EASI-MS), to
perform direct monitoring of drug degradation has been tested. Two manufacturing
processes were investigated (direct compression and wet granulation) and the
formation of degradation products were measured via both EASI-MS and HPLC-
UV for a total period of 18 months. Both techniques provide comparable results
which indicates that direct analysis by ambient mass spectrometric techniques
presents a viable alternative for drug degradation monitoring with superior
simplicity, throughput and reliability (no sample manipulation) and comparable
quantitative results. In terms of qualitative monitoring, the full mass spectra with
intact species provided by EASI-MS allows for comprehensive monitoring of known

and unknown (or unexpected) degradation products.

KEYWORDS Ambient mass spectrometry, sonic spray ionization, drugs, drug

degradation products.
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3.3. Introduction

Stability of a pharmaceutical formulation is a major factor affecting the
quality of drug products and their efficacy.! Drug stability is mainly affected by the
exposure of the product to environmental conditions such as temperature, humidity
and light. Its chemical composition and the physical-chemical properties of
excipients and active ingredients and their relative quantities in the formulation as
well as the manufacturing process and conditions of storage and transportation are
also major factors influencing drug stability. Metabolites created in the human body
are also crucial for overall efficacy and safety of a drug. In modern pharmaceutical
drug discovery and development, it is of crucial importance to identify unknown
compounds arising from impurities or degradation with the highest possible
confidence because of their potential pharmacologic effects on humans.?*

Recently, a set of techniques known collective as ambient ionization mass
spectrometric techniques* have been developed and applied with success to the
direct analysis of drug formulations.® We have also introduced an ambient
ionization technique, namely easy ambient sonic-spray® ionization (EASI)’ and
tested it for direct drug analysis with superior simplicity and signal-to-noise ratios.®
EASI produces a bipolar stream of charged droplets and is also attractive for being
inherently free from electrical or discharge interferences and of greater simplicity
since it requires no voltage, temperature or irradiation assistance, and with Venturi-
pumping.® Herein we tested whether ambient ionization mass spectrometry, as
exemplified by EASI, applied direct to the drug formulation without any sample

preparation or pre-separation, would provide reliable monitoring of drug
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degradation as compared to the more conventional monitoring performed via
HPLC-UV using drug extracts. Enalapril maleate, a drug that acts as angiotensin
coverting enzyme inhibitor and constitute one of the major drugs used to treat
essential and renovascular hypertension and congestive heart failure, as used in
commercial formulations as a test case. Two manufacturing processes were also

compared.

3.4. Experimental

3.4.1. Chemicals

Formic acid, methanol, acetonitrile and phosphoric acid were purchased
from Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brazil) and used without further purification.
Deionized water was obtained from a MilliQ (Millipore, Billerica, MA. USA)

purification unit.

3.4.2. Mass spectrometry

The EASI-MS experiments were performed in a mass spectrometer (LCMS-
2010EV-Shimadzu Corp., Japan) equipped with a home-made EASI source
described in detail elsewhere.® To produce the sonic spray, an acidic solution of
methanol (0.1 v%) at 20 uL min™, and N, (100 psi) were used. Experiments were

performed in the positive ion mode.
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3.4.3. High Performance Liquid Cromatography

The HPLC — UV is equipped with a 215-nm detector and a 4,6-mm x 25-cm
column that contains 5 um packing L7. The column temperature was maintained at
50 °C, and the flow rate was of 2 mL min™. The injection volume was 50 pL. The
buffer solution was prepared as follows: 1,38 g of monobasic sodium phosphatein
was dissolved in about 800 mL of water, and the pH was adjusted to 2.2. with
phosphoric acid, followed by dilution with water to 1000 mL, and mixing. The
mobile phase was a mixture of the buffer solution and acetonitrile (75:25). 10
tablets were used to prepare a ca. 0,2 mg mL" aqueous solution of enalapril
maleate. The buffer solution was added in a 2:1 ratio, the mixture was sonicated
for 15 min, and shaked by mechanical means for 30 min, followed by dilute with the
buffer solution to volume, shaked again, and sonicated for additional 15 mins. The
resulting mixture was filtered (0.45um filter). HPLC quantitation of enalaprilat and

diketopiperazine (DKP) were done using USP standards.

N, or Air

\ EASI(+)-MS ;m o

Figure 1. Shematic illustration of the EASI-MS monitoring of drug degradation.
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3.5. Results and Discussion
Drug degradation was followed for a total period of 18 months, and analysis
was performed every 3 months. Figure 2 shows the EASI(+)-MS for a fresh

enalapril tablet (20 mg of enalapril maleate in a 200 mg + 5 % total weight) as well

as representative spectra for a tablet after 12 and 18 months during natural aging
at controlled conditions (climatic chamber at 40 ° C and 75% relative humidity). For
the fresh tablet (Figure 2a), the active drug, namely the protonated enalapril
molecule [M + H]" of m/z 377 as well as its sodiated molecule [M + Na]* of m/z 399
are the two predominant ions. But two known degradation products of enalapril
(Scheme 1),"" namely enalaprilat as the [M + H]* ion of m/z 349 and
diketopiperazine (DKP) as [M + Na]* of m/z 381 are also detected for the fresh
formulation indicating degradation by hydrolysis and dehydration during
manufacturing by the wet granulation process. Lactose, the major excipient, is
also detected as [M + Na ]* of m/z 365, which is also beneficial for the monitoring
of formulation and its stability. The other excipients (sodium bicarbonate, amide,
silicon dioxide, magnesium stearate and iron oxide) are not detected by EASI(+)-
MS.

After an year inside a climate chamber at 40 °C and 75% relative humidity,
as expected, the abundance of the enalapril ions of m/z 377 and 399 decreases,
with the subsequent increase of the relative abundances of the ions of m/z381 and
349, whereas that from the lactose excipient (m/z 365) remained quite unaltered.
After 18 months (Figure 2), however, degradation is quite severe and the enalapril
ions of m/z 377 and 399 are much reduced in abundance whereas those for

elaprilat (m/z 349) and diketopiperazine (m/z 381) are now dominant. Interesting,
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EASI-MS is also able at this point to detected further degradation products via the

ions of m/z 252 and 331. Scheme 2 depicts two possible structures for these

products of 251 and 330 Da.
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Figure 2. EASI-MS for enalapril manufactured by the wet granulation process at
different periods of stability in a climatic chamber at 40 °© C and 75% relative
humidity.

Figure 3 shows the EASI-MS data for degradation monitoring for tablets
manufacted by the direct compression process, via which the formulation is not
exposure to high temperature or humidity. As compared to Figure 2, very similar
spectra were obtained, but with some substantial differences in terms of
degradation extent. For the fresh sample, only the enalapril (m/z 377 and 399) and

lactose (m/z 365) ions are detected with no signs of degradation. After 18 months

of prolongated exposition to humidity and heat (climate chamber at 40 °C and 75%
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relative humidity), the relative abundances of the enalapril ions decrease and those
of the degradation products enalaprilat (m/z 349) and DKP (m/z 381) increase, but
to lesser extents than those observed for the tablets manufactured by the wet
granulation process. Note that the further degradation products detected via the
ions of m/z 331 and 252 in Figure 2 (18 months) are not seem in Figure 3 (18

months).
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Figure 3. EASI-MS for enalapril manufactured by the direct granulation process at
different periods of stability in a climatic chamber at 40° C and 75% relative
humidity.
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Figure 4 shows a typical HPLC-UV chromatogram for an extract from a pool
of 10 tablets of enalapril manufactured via the wet granulation process after 12
months of prolonged degradation. Note the peak for enalapril at 3.8 min and those
for its widely known degradation products enalaprilat at 1.9 min and DKP at 11.7
min. The peak at ca 1 min is due to maleic acid. Using USP standards and by
constructing the corresponding calibration curves, quantitation was performed and

the results are summarized in Figure 5, see below.
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Figure 4. HPLC-UV chromatogram for a methanolic extract from a poll of 10
tablets of enalapril maleate produced by the wet granulation process after 12
months of prolonged degradation a climatic chamber at 40 ° C and 75% relative
humidity.

Figure 5 compares the degradation profiles obtained by both the HPLC-UV
and EASI-MS monitoring. Note that for HPLC-UV, quantitation was performed via
classical procedures using USP standards for the degradation products. For EASI-
MS, semi-quantitation is performed via direct comparison of relative abundances

assuming equal ionization efficiencies. Although there is a small quantitative
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difference, qualitatively both profiles are quite similar indicating the usefulness of

EASI-MS for direct monitoring of the degradation profile of this drug.
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Figure 5. Comparison of degradation profiles obtained by HPLC-UV (upper panel)

and EASI-MS (lower panel) monitoring.
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Figure 6 shows EASI-MS data for tablets manufactured using the wet
granulation process and exposed to accelerated and severe degradation
conditions, that is: a) high acidic media as simulated by dropping a drop of an
aqueous 1N HCI solution directly on the top of the tablet and letting it dry at
ambient conditions and b) high temperature as simulated by exposing the tablet to
100 °C for 4 hs. As compared to the prolonged degradation (Figures 2 and 3),
EASI(+)-MS is able to detect two additional degradation products via the ions of
m/z 313 and 303. Although secure characterization of these degradation products
would require a more extensive structural investigation, Scheme 2 depicts two
possible structures corresponding to [M — H,O — EtOH] of 312 Da and [M — CO -

EtOH] of 312 Da.
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Figure 6. EASI-MS for enalapril manufactured by the wet granulation process and
submitted to accelerated and drastic acid (concentrated HCI) and thermal (100° C
for 4 h) degradation.
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3.6. Conclusions

Using enalapril maleate as a test case, the ability of EASI-MS to monitor
drug degradation directly from intact tablets has been demonstrated. As compared
to classical HPLC-UV monitoring, EASI-MS has been shown to be able to provide
similar qualitative and quantitative results with much superior speed and simplicity
and with no need of sample preparation and pre-separation, and without inherent
risks of contamination and artifacts associated with these procedures. Although the
test case evaluated herein points to the viability of ambient ionization mass
spectrometry to directly monitor drug degradation, the generality and robustness of
the approach should be ideally tested with a comprehensive set of chemicals from
different classes of drugs such as antibiotics, steroidal hormones and vitamins. For
most commercial drugs, however, a simple preliminary test could be easily
performed by analyzing an extensively degraded tablet and evaluating the
ionization efficiencies of known degradation products. Due to ion suppression
effects, it is also predictable that EASI-MS should work best for polar drugs forming
as polar or more polar degradation products. Fortunately this seems to be a

common feature of many commercial drugs.
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Conclusao

4. Conclusao Geral:

Assim conclui-se que a espectrometria de massas com a fonte de ionizacao
EASI é capaz de avaliar o perfil de degradacdo do maleato de enalapril em
comprimidos tanto em um estudo de estabilidade quanto nos estudos de
degradacao forcada, sem a necessidade de qualquer preparo prévio das
amostras. O estudo foi realizado diretamente do comprimido, mostrando que o
método de fabricacdo de comprimidos mais eficiente na estabilidade do maleato
de enalapril comprimidos é a compressao direta, por ndo envolver o processo de
aquecimento e umedecimento prévio da formulagdo necessarios na granulacao via
Uumida, assim os produtos de degradacdo formados apresentou-se intensidades
menores, promovendo maior estabilidade quimica da substancia ativa. Os
resultados obtidos pela técnica EASI-MS foram comparados com os dados de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultra violeta, mostrando
resultados similares Portanto o estudo dos principios ativos e de seus processos e
suas formulacbes é de extrema importancia na fabricacdo de produtos com
qualidade.
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J-huwuu“ﬂmamﬂ&mumﬂpﬂhihm
of the license, no part of the Myterials may be oopesd, modfied, adapted (except for minor
reformatting reguirsd by the new Publication], tensiybed, meprodeced, transhermed or distributed,
N vy MOFM OF By By MRANE, 550 Hi SRMVETReE workl May D M Eadad on T MElanss
withon® the pricr permission of the respective coprpright owner. Yo may nat alter, remowe o
SEPEFESS N 30y MANNET any CopyTight, Trademani or other notices displeyed by e Myberals. You
may BoT license, rent, sail, loan, lease, pledge, offer 88 SEDunTy, Tansher oF §Esign the Haterials,
ar ey of tha Fagivil granted 19 vou henbuhiddr & any oEhei phricn.

4. The Materials and all of the intellechsal propesty righis therein shall at all times remain e
exciugive property of Johin Wikey & Sons Inc of one of S related companies (WILEY) or thear
nEGECtive Ioehson, ahd your mbaraet therain @ only that of hawing possestsn of and the Aght to
reprocsce e Materiak pursuant to Section 2 herein during the continusamsoe of this Agreement.
Yoid agres that you own o Fhght, tile o intenest in or to the Materals or any of the intelkectuesl
progesy fghes thensin. You shall have B rights hergunder gther than the Ioense & provided for
abown in Saction 1. No nght, koenta or imterest o any trademark, trade Aamae, Sarvion M or
other branding (*Marks") of WILEY or itz licensors s granted herswsnder, and you agree that you
shall not assest any Suech right, license or inbenest with respect hereto.

5. NEITHER WILEY NOE TS LICENSORS MAKES ANY WARRANTY OR REPEESENTATION OF ANY
KiMD TO YOU OR ANY THIRD PARTY, EXPRESS, IMPLIED OR STATUTORY, WITH RESPECT TO THE
HATERIALS DR THE ACCURACY OF ANY INFORMATION CDNTAINED IN THE MATERIALS,
THCLUDING, WITHOUT LIMITATION, ANY [MPLIED WARRANTY OF MERCHANTABILITY,
ACCINLACY, SATISFACTORY QUALITY, FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE, USARELITY,
INTEGRATION Oft NOM-INFRIMGEMENT AND ALL SUCH WARRANTIES ARE HERESY EXCLUDED Y

WILEY AND ITS LICENSDORS AND WATVED BY WO,

ﬁ.mrlm"ﬂﬂﬂﬂﬁwum emimediately woon breach of ths
Agresment by you.

7. o ghall el mn Py, defand Shd hokd hamnlesd WILEY, its Lcendors and thair redpsot v
directors, officers, agents and employees, from and agassst any actual or threatene claims,
demands, caeces of action or proceedings arising from any breach of this Agreement by you.

8. IM N0 EVENT SHALL WILEY OR [TS LIOENSORS BE LIABLE TD YOU OR ANY OTHER FARTY OR
ANY OTHER PERSON DR ENTITY FOR ANY SPECIAL, CONSEQUENTIAL, INCIDENTAL, THDIRECT,
EXEMPLARY OF PUNITIVE DMAMAIGES, HOWEVER CALISED, ARTSIMG OUT OF OR IM CONNECTION
WITH THE DOWHLOADING, PROVISIOMING, VIEWING OR USE OF THE MATERIALS REGARDLESS
QF Tell FORM OF ACTION, WhTTHER FOR REACH OF CONTRACT, BRELACH OF WARRANTY,
TORT, NEGLEGENCE, INFRINGEMENT O DTHERWISE (IMCLUDIMNG, WITHOUT LIMITATION,
DAMASES RASFD DN LOSS OF PROFITS, DATA, FILES, USE, BUSINESS OFFORTUMITY DR
CLAIMS OF THIRD PARTIES]), AMD WHETHER O NOT THE PARTY HAS BEEN ADVISED OF THE
POSEIRILITY OF SUCH DAMAGES, THIS LIMITATION SkALL APPLY NOTWITHETANDING ANY
FAILLRE OF ESSENTLAL PURPOSE OF ANY LIMITED REMEDY PROVIDED HEREDN.

9. Shaisid By provision of This Agresment e Reid by 5§ Cown of Dmpetent jursdicnon 1o be
ilggal. anvalid, of whanioronabis, That proveian Dhall be Seambd amanded 6 S 08 Aadity 08
possibie: the same economic effed as the original provision, and the legaiiEy . valdity and
enfiorceability of the remaining provisions of this Agreement thall not be afected or impaired
ThereDy.

10. The Fallure of edtfver party o enforoe any tenm or condRion of this Agresment shall not
constitute 3 waiver Of eliver pErty's right o enforoe sach and ewery Demm and Comdition of this

Agresmant, Mo Dresch ander IRt areement SRall by desmad wadved OF ExCussd Dy sither RarTy
unless fudh wahvr of condent & N witing sgned by the paaty granting tuch wadetr Or Consent.
The waiver by or consent of a party to 2 breach of any prowision of this Agresment shall mot
opersie o be Consinesd a5 3 w=aiver of or Consent to any ofher oF Subsequeent bresch by swch

CEhET Py,
11. This Agressment may not be assigned (Inchuding by operation of law or othersise) by you
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‘wikheiilt WILEY'S rior wWiiisn Conssnt.

11, Aay fea reguired for thit Darmeasas ghall be fah-rmfundabls after ity (10) Sy from
rECERDL.

13, Thesst e Sl CoMAERONGS ToQetier with C0s Bllling and Payment TEMS Sl condfions
| Rl B OO DR Feideh | FOF IHE GADFE SOMEEMENT DETwoan wou BNd WILEY ohncermefg
this koens|ng trassaction and | in the abeence of fraud | fupertades all prior agresments and
representations. of the parties, oral or written. This Agreement may not be amended exoept i
writing signed by both partes. This Agreement shall be binding upon nd inwre o the benefis of
The pETIeS' SUCCESIONE, Egal represematives, and authomnzed amsgns.

14, In the event of any conficl between your cbigations etablshed by thete terms and
conditions and those estabiished by OO0 s Billing and Payment terms and condithons, these benms
and conditions shall prevail.

15, WILEY aupreiily rédaresd 5l nghti Aol Spaciically ranted i the membington of || ] tha
licemse details provided by wou and acoepbed in the course of this lloensing trarsactson, (11 these
terms and conditions and (6] O0Cs Biling and Payment termes and comditions.

16, Thig Agreemant will be woad If the Type of Use, Fommat, Orculaticn, of Requemor Type wat
misrepresented Auring the Boensing prmoete,

17. This Agreement chall be governed by and comstrued in »ooondance wiikh the es of the Soabe
of Mew York, USA, withool regands to such SENBE'S conflct of w naes. Any legal aovion, St o
proceeding Briteg cul of of relating o thesa Terme and Condfiond of the hraach theraos shall ba
ingtituted in & cowrt of competent jurtsdiction in Mew York Cownty in the State of Mew York n the
Unitesd States of America and each party herety oonsents and suhmits o the personal jurisdiction
af sech court, 'waives any objection to venue in Such Court and Consents to servioe of process by
fmﬂ'ﬂlﬂﬂﬂﬂl. EtUMN PECEIRE fequéested, AT Che I5ST Knowd sd0ness of Such paiTy.

Wiley Open Access Terms and Conditions

Al research armckes published in Wiksy Open Aoness jourmsss are fully open acoess: immedisneshy
freedy avallabhe b nesd, download and share. Arockes arg pulilished under the terma of 1he
Wﬁﬂmn;mm
reprodusction 0 any mediam, proviced the original s prmperty citesd and & not used for
coimmernal purposes. The Boense i subject to e Wiley Open Access Terns and Cond Hions:

Wity Dpen ADDEST AMMICES SMe protecied by copyTight and &ne pOSied D MEpOSEOMEs ANl sebdles
W BCEOMIANCE wAn the berms of the [reative Commons ANEnRON Moa Commarcsl Licenss. At

cofpyediting, and publishing. Repositonies mmumtmmaumn
incoFporating any publisher-suppled AMENdMEnts oF METRToNS |55l Subs EquenTsy.

Wikey Dpen ACCESE ST Bre AlSo SvBmanke wimnoul Charge on 'Wiley s publishing platiom,
‘Wikey Onling Library o a0y fulcmiaor giles.

Use by mon-cosmimenclal ssers
Far mef -o0 eifdrcas] Al Ml -promotiansl purpsies indhvidell wiers May So0eis, aownlosd, oopy,
and data-mine the conbent subjedt to the folioming conditions:

» The suthory' mewal righis @ nol compromied. These nphis inciad: the nght of Tl TE s T
*pitribution” - i mphi for e sulior to be adontiled w wech ) ssd “wiegriy {-ru o i muihor nod o

hﬂ:-:-:ﬂ.-'ﬁ.:--:::hﬁ-hmnlu gimd"hmh

_Hq_n:n*lﬂlh poiicees. of U owner of thal coniesl
» Hzicle copsm s oped denhebd ol e sl fewaed sl educasos

parposes, 4 link w ik hibhographi cilabos | authir, e b, volume, s,
sumben, O] and the lisk o the defmre publobed wrson os .;Dnlhl.h:p“h&d.
morbices: =nd deec] smmers musi pod be deleed
'-—.h*ilpummﬂhﬁ h.-uhtlr‘,
quhl-_ “Ths & mn unolficis ganslaion of = ariicle Sl e wod o 3 ﬂ!ﬂlﬂl‘h
rmuuwﬂhl_h*
comme rrisl ~forprefit T sranaEstions
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U of Wi Agcess princies for oomeercisl p-nm:m-;ppnmm!
qh;ﬂhh-ﬂ-ﬂh sshipt 10 2 fee. Commenaal purposes mchade:

« Uopwiag of downloadsag of srtickes. of lsnking io such aftces fof furiet nedninbaton, wie o lioneng,

« Copving, downdoading or by 2 s or wwvice the mcopaorsles sdverssang wilh ssch comtent

The Schunec of moporaion of aMeck cobel i offie f works of wrvices (ol Bl nofmal guolaoss
-ﬂ-w:d.m.rlhuhlrrﬂﬁh for sae ot luensiar, for & ke B e ample 3 complzon
mrﬂ“ﬂﬂ incigsion in & sy i
- Ulﬂ:ﬂ:c_!-:m mmﬁm:ﬁ:mrhh{lﬂmh

= |Lmiking i afScke conienl in e mails w-dstnibuied for jonal, marketing or edecabonal papoees.
« Ll for G purposes of monewry reward by messs of sale. resale. Borace. loan, el or other fors of
commerial suplodtalion =ch e marketing prodecis

- Hﬁ:pﬁﬂi&-}ﬂ;lnﬂ -fli:hlmbpﬂ-dfll::ﬂ:mlﬂ'ibim-

Diher Terms mmd Condybomes:

BY CLICKING ON THE *1 AGREE = BOX, YO ACENOW]EDGE THAT YOU HAVE EEAD ANIY
FULLY UNDERSTAND EACH OF THE SECTIONS OF A KD PROYISIONS SET PORTH IN THIS
AGREFMENT AND THAT YOU AR IN ACRERMENT WITH AND A RE WILLING TO ACCEPT ALL
OF YOUIR ORLDGA TIONE AS SITT FORTH IN THIS A GREEMENT.

w7

If you would like to pay for this icense now, please remit this lkcense along with your
paymani made payable s “"COPYRICGHT CLEARANCE CENTER™ stharwite you will bs
imvolond within 48 hours of the lioense date. Payment showld be in the form of a check
o manty srder referencing your soownt number and this invosce number
BLNES00T410613.

OnCE you MeDtive your involoe for this order, you may Py your invoeoe by credil card.
Flease follow imstructions provided at that tma.

Maka Paymont Tap
Copyright Clearance Center
Dapt DO1

F.O. Box B43006
Boston, ML 022E4- 3006

For sugQestions or Comments rogarding this onder, contact Rightslink Customser
Buppdrll cuilomarcarg Poopyright com &0 + 1-877-012-B841 (tall frea in thi UB) or +1-
ST8-646-2IFTT.

‘Gratis lcemses [referencing $0 in the Total feld) are free. Please retsin this printabde
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