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RESUMO

A COVID-19 ¢ uma doenga infecciosa causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, sendo
declarada como uma pandemia pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em margo de 2021,
e que ainda representa uma ameaga a satude publica. Atualmente, alguns medicamentos sao
recomendados pela OMS como abordagem terapéutica no enfrentamento da crise sanitaria.
Dentre eles, o molnupiravir ¢ o primeiro antiviral oral anti-SARS-CoV-2 a obter aprovagao
pelos orgdos sanitarios de diversos paises, inclusive no Brasil. Tendo em vista a natureza
recente das terapias antivirais no combate a COVID-19, assegurar a seguranca e eficacia
apropriadas na producdo desses medicamentos depende da garantia no controle de qualidade
das matérias-primas. O molnupiravir é um pro-farmaco do p-D-N*-hidroxicitidina (NHC), uma
estratégia para aumento da sua biodisponibilidade. Além disso, o NHC ¢ relatado como
subproduto em diversas rotas sintéticas totais e metabdlito do molnupiravir, consideragdes que
evidenciam a necessidade do monitoramento simultdneo de ambas as substancias, no contexto
de produtos farmacéuticos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e otimizar um método
analitico para andlise de molnupiravir em matéria-prima, e aplicar esta metodologia em uma
abordagem investigativa para o seu estudo de degradacao forcada (EDF). Em seu
desenvolvimento, a separacao de molnupiravir e NHC foi avaliada por técnicas de eletroforese
capilar de zona: em solucgdo livre e em fase micelar, utilizando detec¢cdo na regido ultravioleta
em 236 nm. O eletrdlito foi otimizado a partir de um planejamento fatorial 32, no qual avaliou-
se a influéncia do valor de pH e a concentragdo do surfactante na eficiéncia de separag¢do dos
farmacos. O método otimizado consistiu na andlise de molnupiravir por cromatografia capilar
eletrocinética micelar mediante o uso de capilar de silica fundida revestido externamente com
poliimida com comprimento total de 48,5 cm (40,0 cm efetivo), 75 um didmetro interno;
temperatura do cartucho mantida em 25,0 °C; tensdo positiva de 20 kV; injecao hidrodinamica
de 25 mbar por 4 s; eletrolito constituido por solugao tampao carbonato (NaHCO3/NaxCO3) na
concentragdo de 20 mmol L', em pH 10,4; e dodecil sulfato de sédio na concentragio de 60
mmol L!; com tempo total de analise de 12 minutos. Alguns pardmetros de mérito analitico
foram avaliados, de maneira que a seletividade foi certificada, e a exatiddo do método, cujos
valores variam de 91 a 113%, foi estabelecida por ensaios de recuperacdo em trés niveis de
concentracdo. Nao foram encontradas impurezas na matéria-prima analisada. A avaliacao da
estabilidade quimica das formulagdes farmacéuticas ¢ uma tematica da saude publica, visto que

a instabilidade pode reduzir o efeito terapéutico ou expor os usudrios a produtos de degradagao



(PDs) potencialmente toxicos. Com isso, o EDF foi realizado expondo a matéria-prima as
condi¢des de estresse em meio alcalino. A partir da metodologia analitica implementada, até
cinco produtos de degradacao foram detectados. Estima-se que um destes PDs seja o NHC,
considerando a caracterizagao por espetroscopia UV-VIS, demonstrando a potencialidade do
método como indicativo de estabilidade diante do recorte experimental investigado, auxiliando

em outros EDF sob outras condi¢des de estresse, e no desenvolvimento de futuras formulagoes.

Palavras-chave: molnupiravir, NHC; COVID-19; degradacgao for¢cada; Cromatografia

Eletrocinética Micelar.



ABSTRACT

COVID-19 is an infectious disease caused by the SARS-CoV-2 coronavirus, which was
declared a pandemic by the World Health Organization (WHO) in March 2021, and still
represents a threat to public health. Currently, some drugs are recommended by the WHO as a
therapeutic approach to tackling the health crisis. Among them, molnupiravir is the first oral
anti-SARS-CoV-2 antiviral to be approved by the health agencies of several countries,
including Brazil. Given the recent nature of antiviral therapies to combat COVID-19, ensuring
appropriate safety and efficacy in the production of these drugs depends on guaranteeing the
quality control of raw materials. Molnupiravir is a prodrug of B-D-N*-hydroxycytidine (NHC),
a strategy for increasing bioavailability. In addition, NHC is reported as a by-product in several
total synthetic routes and a metabolite of molnupiravir, considerations that highlight the need
for simultaneous monitoring of both substances in the context of pharmaceutical products. The
aim of this work was to develop and optimize an analytical method for the analysis of
molnupiravir in raw materials, and to apply this methodology in an investigative approach to
the forced degradation study (FDS). In its development, the separation of molnupiravir and
NHC was evaluated by zone capillary electrophoresis techniques: in free solution and in
micellar phase, using diode array detection at 236 nm. The electrolyte was optimized using a
32 factorial design, in which the influence of the pH value and the micellar concentration on the
separation efficiency of the drugs was evaluated. The optimized method consisted of the
analysis of molnupiravir by micellar electrokinetic capillary chromatography using a fused
silica capillary externally coated with polyamide with a total length of 48.5 cm (40.0 cm
effective), 75 pum internal diameter; cartridge temperature maintained at 25.0 °C; positive
voltage of 20 kV; hydrodynamic injection of 25 mbar for 4s; electrolyte consisting of carbonate
buffer solution (NaHCO3/Na>CO3) at a concentration of 20 mmol L™, pH 10.4, and SDS at a
concentration of 60 mmol L!; with a total analysis time of 12 minutes. Some analytical
performance parameters were evaluated, so that selectivity was certified, and the accuracy of
the method, whose values range from 91 to 113%, was established by recovery tests at three
concentration levels. No impurities were found in the raw material analyzed. Assessing the
chemical stability of pharmaceutical formulations is a public health issue since instability can
reduce the therapeutic effect or expose users to potentially toxic degradation products (DPs).
Therefore, the FDS was carried out by exposing the raw material to stress conditions in an
alkaline environment. Based on the analytical methodology implemented, up to five

degradation products were detected. One of these DPs is estimated to be NHC, considering the



characterization by UV-VIS spectroscopy, demonstrating the potential of the method as an
indicator of stability in the experimental setting investigated, assisting in other FDS under other

stress conditions, and in the development of future formulations.

Keywords: molnupiravir; NHC; COVID-19; forced degradation; Electrokinetic Micellar
Chromatography.
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1 INTRODUCAO

As duas primeiras décadas do século XXI foram marcadas por viroses novas ou
reemergentes de origem zoonoOtica, com alto potencial pandémico (Meganck; Baric, 2021), e
sdo apresentadas na Quadro 1 (Meo; Klonoff, 2022; Trovato et al., 2020). O aumento da
incidéncia dessas infecdes em humanos, pode estar associado a diversos fatores, a contar com:
a ampliacdo da interface homem-animal-ambiente, seja pela reprodugdo, caga ou atividades
comerciais; mudangas climaticas; globalizacdo e mobilidade; aquisicdo de resisténcia a
medicamentos; precariedade nos servicos de saude; comportamento humano; dentre outros
(Keusch et al., 2022; Piret; Boivin, 2021). Dentro deste contexto, além do impacto nos sistemas
de saude, tais doencgas acarretaram desdobramentos econdmicas, sociais, ambientais, e politicos
de carater global (Trovato et al., 2020), de maneira que a comunidade cientifica, historicamente,
¢ convocada a elaborar respostas rapidas e eficazes no enfrentamento dessas adversidades

(Pedroso et al., 2020).

Quadro 1 — Viroses zoonoticas do século XXI com alto potencial pandémico

Zoonose Epicentro Ano

Surto de influenza A aviaria (HSN1) Asia 2003
Pandemia de gripe A (HINTI) México 2009
Epidemia de Ebola (EBOV) Africa Ocidental 2013
Endemia do virus Zika (ZIKV) Brasil 2015
Epidemia do virus Lassa Nigéria 2018
Epidemia de monkeypox Europa e Africa 2022

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Além destas doencas, ¢ importante ressaltar o aparecimento de infecgdes provocadas
por coronavirus (CoVs), que totalizam sete espécies de CoVs humanos (HCoVs), até entao (Ye
et al., 2020). Esses agentes patdogenos sao denominados como: HCoV-229E, HCoV-NL63,
HCoV-0C43 e HCoV-HKUI1, que provocaram doengas de sintomas moderados. Em contraste,
além do mais recente HCoV identificado como SARS-CoV-2, os demais agentes infecciosos
provocaram doengas altamente patogénicas, como a epidemia da sindrome respiratoria aguda
grave (do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS) causada pelo virus SARS-CoV,
oriunda na China em 2002; e a sindrome respiratéria do Oriente Médio (do inglés Middle East

Respiratory Syndrome, MERS) provocada pelo virus MERS-CoV, proveniente da Arabia
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Saudita em 2012 (Krishna; Pillai; Veettil, 2020; Werneck; Carvalho, 2020), caracterizadas por
apresentarem alta taxa de letalidade, 9,5 e 34,4%, respectivamente no caso da SARS e MERS,

oposto a doenga provocada pelo SARS-CoV-2, cuja taxa equivale a 2,13% (Pustake et al.,
2022).

1.1 COVID-19

Em dezembro de 2019, as autoridades de saide da cidade chinesa, em Wubhan,
notificaram a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) sobre um surto de pneumonia de causa
desconhecida (Lauxmann; Santucci; Autran-Gomez, 2020). Diante disso, os pesquisadores do
Coronavirus Study Group (CSG) identificaram um novo B-coronavirus (B-CoVs), designado
pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (do inglés International Committee of
Taxonomy of Viruses, ICTV) como SARS-CoV-2, acronimo de coronavirus-2 da sindrome
respiratoria aguda grave (Gorbalenya et al., 2020).

Tal enfermidade foi denominada pela OMS como Coronavirus Disease 2019, ou
simplesmente COVID-19 (OMS, 2023a), e atingiu diversos paises com numero significativo
de casos, o que levou essa institui¢ao a decretar o cendrio como Emergéncia de Saude Publica
de Importancia Internacional (ESPII), vigente entre 30 de janeiro de 2020 e 5 de maio de 2023,
e em 11 de margo de 2021 reconheceu o caso como uma pandemia (Chauhan, 2020).

Embora a origem dessa infec¢ao tenha sido declarada inicialmente como zoonotica, sem
identificar satisfatoriamente o animal reservatério, até entao (Ray; Bhattacharya, 2023; Ruiz-
Medina et al., 2022), estudos posteriores demostraram que a transmissao de pessoa para pessoa
¢ a forma mais comum da disseminacao viral, havendo diversos mecanismos de transmissao da
COVID-19 (Rahman et al., 2020), categorizadas em direto e indireto. A transmissdo direta
compreende a transmissdo via aerossois ou formados por goticulas respiratorias; por outros
fluidos e secregdes corporais, por exemplo, fezes, saliva, urina, s€émen e lagrimas; e de mae para
filho. Ja o modo indireto pode ocorrer através de fomites ou superficies (Karia et al., 2020).

Inimeras evidéncias suportam que a transmissao do SARS-CoV-2 ¢ aérea (Wilson;
Corbett; Tovey, 2020), sendo transmitida principalmente quando goticulas respiratorias ou
aerossois, contendo o patégeno, entram em contato com a mucosa nasal, conjuntival ou oral
dos individuos receptores (Arienzo et al., 2023). Embora as defini¢des mais recentes da OMS
estabelecam uma dicotomia entre a transmissdo por via aérea e por goticulas, ¢ importante
destacar que ambas as formas de transmissao viral podem manifestar-se como um continuo de

tamanhos de particulas durante as atividades respiratorias, transportando material viral, e
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apresentarem a capacidade de disseminar-se amplamente no ar, alcangando distancias de até
varias dezenas de metros a partir da fonte de emissao (Leo ef al., 2023; Wilson; Corbett; Tovey,
2020).

A OMS afirma que a transmissao por goticulas ocorre quando uma pessoa infectada
libera goticulas respiratorias contaminadas, de 5-10 um de tamanho, atingindo as mucosas da
boca, do nariz ou dos olhos de outra pessoa em um raio de até um metro, dando inicio a uma
infec¢do no individuo receptor. Segundo Arienzo et al. (2023), a transmissao por goticulas
respiratorias € a principal via de transmissao por contato proximo. Ademais, como possuem
baixa persisténcia no ar, as goticulas caem rapidamente e podem depositar-se em superficies, e
quando tocadas pelas maos do individuo, potencialmente, podem transferir o virus, atingindo
principalmente as vias aéreas superiores pelo contato com o rosto (Arienzo et al., 2023;
Reinhardt, 2022).

O o6rgao também estabelece que os aerossdis sdo caracterizados por apresentarem
particulas com diametro igual ou inferior a 5 pm, e a via de transmissao ocorre quando este ¢
inalado para dentro do sistema respiratorio, ¢ segundo os autores, desempenham um papel
crucial na transmissao aérea, pois essa dispersao de particulas possui maior persisténcia no ar,
atingindo com maior eficiéncia as vias respiratorias inferiores. Embora esse tipo de transmissao
ndo prevaleca a longas distancias, devido ao limite de doses infecciosas vidveis do agente ou
até mesmo pela inativagdo viral, este mecanismo ¢ substancialmente relevante em ambientes
internos com ventilagdo inadequada ou recirculagdo de ar (Arienzo et al., 2023; Reinhardt,
2022).

As investigacdes dos mecanismos de transmissdo se tornam cada vez mais pertinentes
para a implementacdo de medidas de controle e preven¢do da doenga. Com isso, as rotas de
transmissdo da COVID-19 tém sido alvo de discussdes em relacdo a sua importancia e
influéncia na disseminacdo, e alguns estudos apontam rotas alternativas potencialmente
impactantes para a saide publica, seja através do contato com superficies contaminadas ou
fomites, bem como a ingestdo de alimentos e 4gua contaminados; por meio da transmissao
fecal-oral (Arienzo et al., 2023); ou até mesmo pela transmissao vertical (Oliveira et al., 2021;
Shou; Wang; Yang, 2023), dentre outros.

Os sintomas da infec¢ao pelo novo coronavirus variam em um amplo espectro clinico,
desde casos assintomaticos a insuficiéncia respiratdria grave, complicag@o associada a COVID-
19. Em fung¢ao de outras desordens provocadas pela doenga no organismo, a doenca pode levar
o individuo a 6bito. A infeccdo por esse B-CoV apresenta um periodo médio de incubacao de

trés dias, podendo variar de 0 a 24 dias; podendo apresentar um periodo assintomatico que
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abrange o momento da infec¢do até o quinto dia; e, geralmente, o periodo de inicio dos sintomas
clinicos ¢ do quinto ao oitavo dia (Giri et al., 2021).

Na fase aguda, entre 1 e 4 semanas apds o inicio dos sintomas, os pacientes apresentam
geralmente febre, tosse seca, mialgia e dispneia (Shah ef al., 2021). Em alguns casos, na fase
poés-aguda, de 4 semanas a 6 meses apds o inicio dos sintomas (Greenhalgh et al., 2020;
Nalbandian ef al., 2021), a doenca ndo se restringe apenas ao sistema pulmonar, podendo afetar
o0 sistema gastrointestinal, cardiovascular, hematologico, renal, musculoesquelético, enddcrino
(Mehta et al., 2021), neurologico, oftalmoldgico e dermatoldgico (Gupta et al., 2020). Além
disso, a presenga de algumas comorbidades como hipertensao, diabetes, obesidade, doencas
respiratorias e doengas cardiovasculares nos pacientes sdo um fator de risco para as
manifestagdes clinicas graves da doenga (Krishnan et al., 2021).

Um mecanismo subjacente a inflamagao exacerbada em formas graves de COVID-19
foi proposto por Junqueira e colaboradores (2022). Neste trabalho, os autores descrevem que o
SARS-CoV-2, ao entrar no organismo, aciona a produ¢do de um anticorpo especifico chamado
afucosilado, que neutraliza o virus, mas também inicia um processo de fagocitose por células
de defesa, chamadas mondcitos, ativando inflamossomas e resultando na morte das células por
piroptose, estimulando uma cascata inflamatéria. Os autores ressaltam esse anticorpo
afucosilado ¢ produzido apenas em resposta a infec¢ao pelo virus, ndo pelas vacinas contra a
COVID-19, destacando desta forma a importancia da imunizagdo (Junqueira et al., 2022).

Os individuos convalescentes da COVID-19 tém sido acometidos por sintomas
multissistémicos, persistentes, intermitentes, ou tardios, relacionados a sequelas
cardiopulmonares, neurologicas, psicoldgicas, entre outras, relatando perda de memoria,
mialgia, fadiga e dispneia, disfun¢cdo quimiossensorial, como ageusia e anosmia, apds a
infeccdo (Hachul; Almeida; Scanavacca, 2023). Esse quadro cronico da doenga tem sido
denominado “COVID-19 longa”, 'sindrome de COVID-19 pds-aguda', ou ‘sindrome pods-
COVID-19’, e afeta individuos que tiveram uma infec¢ao provavel ou confirmada pelo SARS-
CoV-2, geralmente manifestando-se trés meses apos o inicio da COVID-19 com sintomas
persistentes por pelo menos dois meses, ndo explicaveis por outros diagnoésticos. Fadiga, falta
de ar e disfungdo cognitiva, entre outros, sdo os sintomas recorrentes que afetam a
funcionalidade didria, podendo ocorrer ap6s a recuperagao inicial da COVID-19 ou persistirem
desde o inicio da doenga, ou reaparecer ao longo do tempo, conforme defini¢do da OMS (OMS,
2021).

A sindrome pds-COVID afeta individuos de todas as idades, mas ¢ mais prevalente entre

os individuos de 30 a 50 anos, ndo se restringindo aos sintomas da fase aguda, apresentando
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quadros clinicos de distirbios psiquiatricos, como depressao, ansiedade e sindrome do panico;
miocardites; acidente vascular cerebral; insuficiéncia cardiaca e arritmias; afecgdes genito-
urinarias, gastrointestinais, endocrinologicas, neuroldgicas centrais e periféricas (Hachul;
Almeida; Scanavacca, 2023). Esse cenario indica a importancia na continuidade dos estudos
para melhor compreensao da epidemiologia e patogénese da COVID-19, a fim de subsidiar as
decisdes a cerca da satide publica, contribuindo para o enfrentamento da crise sanitaria global.

Conforme estimado pela OMS, a pandemia de COVID-19 teve um impacto sem
precedentes, com mais de 759 milhdes de casos confirmados e quase 6,9 milhdes de mortes
relatadas globalmente, até¢ 11 de margo de 2023 (OMS, 2023b). No Brasil, considerando o
mesmo periodo, os casos acumulados ultrapassam 37,085 milhdes e as mortes acumuladas
excedem 699,3 mil vitimas (WHO, 2022a). Ainda relativo a esse periodo, embora as estatisticas
sejam influencias por vieses ja conhecidos, do quantitativo global de obitos relatados atribuidos
a COVID-19, 43% foi imputado a Regido das Américas da OMS, tornando-a a regido mais
afetada pela pandemia. As Regides Europeia e do Sudeste Asidtico da OMS representaram,
respectivamente, 32% e 12%. Por fim, as regidoes do Pacifico Ocidental, Mediterraneo Oriental
e Africa da OMS notificaram um percentual de mortes menor, representando, combinadas, 14%
do total global (OMS, 2023b).

Segundo o relatério mais recente da instituicdo para o monitoramento da saude para
atingir os Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel, at¢ 2030, denominado Estatisticas
Mundiais de Saude 2023 (do inglé€s World Health Statistics 2023), com dados referentes ao ano
de 2020, infere-se que que o verdadeiro impacto ¢ ainda maior, pois afetou indiretamente a
mortalidade devido a descontinuidade nos servicos de saude e alteragdes nos padrdes de procura
por assisténcia médica (OMS, 2023Db).

Msemburi e colaboradores destacam a complexidade em estimar o efeito da pandemia
de COVID-19 na mortalidade global, salientando que as estatisticas da OMS estdo imersas em
um cenario de subnotificagdo, também reconhecido pelo 6érgao (OMS, 2023c¢), pois apresentam
inimeros empasses, dado que alguns paises ndo tem acesso aos testes, o que significa que nem
todas as mortes por COVID-19 s3o identificadas. Outros lidam com a incapacidade de
diagnostico diferencial, e por consequéncia, algumas mortes por COVID-19 podem ser
atribuidas a outras causas. Além disso, em algumas nag¢des, a certificagdo de COVID-19 como
causa de morte pode ser inconsistente, dentre outros diversos fatores (Acosta, 2023; Msemburi
etal.,2023).

Neste contexto, o conceito epidemioldgico denominado excesso de mortalidade, ¢ uma

métrica relevante, sobretudo, no contexto da crise sanitaria, pois através dela é possivel medir
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a diferenca entre a mortalidade durante a pandemia e a mortalidade esperada sem o impacto da
pandemia, considerando todos os efeitos sobre a mortalidade (Wang et al., 2022). Diante dos
dados mais recentes publicados pela OMS, o numero total de mortes associadas direta ou
indiretamente a pandemia de COVID-19, descrito como “excesso de mortalidade”, entre 1 de
janeiro de 2020 e 31 de dezembro de 2021, foi de aproximadamente 14,9 milhdes, com intervalo
entre 13,3 milhoes ¢ 16,6 milhdes (OPAS, 2022).

A mortalidade excessiva pode ser calculada como a diferenga liquida entre o
quantitativo de mortes durante a pandemia, medido pela mortalidade observada ou estimada
por todas as causas, e o nimero de Obitos que seriam esperados, tomando como referéncia
tendéncias prévias de mortalidade por todas as causas. Essa estatistica fornece uma
representacao mais objetiva da pandemia em relagao aos dados de mortalidade notificados por
COVID-19 (The Economist, 2021). Conforme apresentado na Figura 1, o contraste entre o
nimero de mortes notificadas por COVID-19 e o excesso de mortalidade, em cada regido,

indica a subestimagdo do impacto da pandemia.

Figura 1 — Total de mortes em excesso por regiao da OMS (OMS, 2023b)

10

Mortes (em milhes)

Regido da Africa Regido das Américas Regido do Mediterréneo Regido Europeia Regido do Sudeste Asidtico  Regido do Pacifico Ocidental
Oriental

Mortes por COVID-18 Mortes em excesso ndo registradas nos dbitos por COVID-19

Fonte: Adaptado de World Health Statistics 2023: monitoring health for the SDGs, Sustainable
Development Goals. (OMS, 2023b) Dados de 1 de janeiro de 2020 a 31 dezembro de 2021.

12 FIM DA EMERGENCIA DE SAUDE PUBLICA DE IMPORTANCIA
INTERNACIONAL (ESPII)

A instituicdo declarou que a COVID-19 ndo mais se caracterizava como uma ESPII
(WHO, 2023a), em 5 de maio de 2023, passados mais de trés anos desde o alerta oficial da

OMS, e que a partir daquela data deveria ser considerada uma questao de satde que precisa de
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aten¢do continua, ou seja, os paises devem realizar a transi¢ao do estagio de emergéncia para o
de manejo da COVID-19 juntamente com outras doengas infecciosas (OPAS, 2023a). O
anuncio do 6rgao nao significa o fim da pandemia de COVID-19, visto que a enfermidade ainda
tem transmissdo transnacional sustentada, causando impacto substancial no nimero de
internacdes e Obitos, todavia uma readequagdo no status de emergéncia global, o que representa
uma alteracdo nos focos dos esforcos realizados para combater a sua disseminacdo (Castro,
2021; Nogueira, 2023). Essa decisdao do Comité de Emergéncia da OMS foi fundamenta apds
analise da tendéncia decrescente nas taxas de mortalidade por COVID-19, a redugdo nas
internacdes hospitalares correlacionadas e nas admissdes em unidades de terapia intensiva,
juntamente com os niveis significativos de imunidade da populagdo ao SARS-CoV-2 (Wise,
2023).

O mais alto nivel de alerta da Organizagao, a ESPII, de acordo com o Regulamento
Sanitario Internacional (RSI), é definida como um evento extraordinario que devido a
disseminagdo internacional de doengas, pode representar um risco para a satde publica em
outros paises; e potencialmente pode demandar uma resposta internacional coordenada e
imediata (Brasil, 2009; Carmo; Penna; Oliveira, 2008). Nao h4a uma defini¢do universal aceita
para o termo pandemia (Singer; Thompson; Bonsall, 2021), mas geralmente ele ¢ compreendido
como um surto epidémico caracterizado por uma ampla distribui¢do geografica, afetando varias
nacgdes, sendo relacionado a distribuicdo geografica de uma doenca e ndo a sua gravidade
(Gomes, 2015; OPAS, 2023b).

A declaragdo de uma ESPII pode provocar ampla repercussao econdmica, politica e
social, como ¢ o caso da COVID-19, levando em consideracao varios aspectos epidemiologicos,
incluindo o potencial de transmissdo, a populagdo suscetivel, a severidade da doenga, a
capacidade de impactar viagens internacionais, entre outros fatores especificos que podem
contribuir de maneira expressiva para a morbimortalidade (Ventura; Aith; Rached, 2021).

Embora exista uma extensa literatura critica sobre o RSI e ao mecanismo de declaragao
de emergéncias da OMS, ¢ interessante ponderar que além da inexisténcia de mecanismos
sancionatdrios que convertam as diretrizes da instituicdo em obrigagdes estatais, entre outras
consideragdes, as declaracdes de emergéncias t€ém como possivel consequéncia a
implementagdo de medidas excepcionais para protecdo da saide publica, o que suscita a
necessidade de reflexdo e equilibrio entre os direitos individuais e o interesse coletivo (Ventura;
Aith; Rached, 2021), pois esta ¢ uma circunstancia que requer a implementagdo imediata de
medidas preventivas, de controle e de contencdo para mitigar os riscos, danos e agravos a saude

ptblica (BRASIL, 2014).
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Como consequéncia a suspensao da ESPII para a COVID-19, segundo Kupferschmidte
e Wadman, a OMS ndo poderd mais exigir as 196 nagdes signatarias seguirem as normas que
regem o alerta, o que implicara em acdes facultativas como: reportar surtos e resultados dos
testes de COVID-19, numero de vacinas e outros dados propicios, o que culminard, segundo os
especialistas, na perda de algumas informagdes sobre a pandemia a medida que seus poderes
de coleta de dados forem reduzidos. (Kupferschmidt; Wadman, 2023; Wadman, 2022).

Embora haja um debate em curso sobre o uso das terminologias "pandemia" e "ESPII"
no contexto da COVID-19, ¢ importante destacar que cada uma delas possui objetivos distintos
e implicagdes especificas. O termo "pandemia" ¢ aplicado quando ha transmissao sustentada de
uma doenga entre diferentes paises e regides, refletindo a disseminagdo generalizada do agente
infeccioso em escala global. Por outro lado, a classificagao de uma doenga como ESPII requer
uma resposta coordenada entre as nagdes para evitar que um surto localizado se torne uma
epidemia de proporgdes globais, conforme relatado pela OMS (WHO, 2023b). Ademais, as
nomenclaturas destacam aspectos distintos da propagacdao e das medidas para mitigar os
impactos da doenga.

E importante ressaltar que os argumentos apresentados aqui, em relagdo as
terminologias atinentes a COVID-19, ndo abrangem todos os aspectos necessarios para uma
compreensdo holistica da situagdo, e ndo ¢ versada neste intuito. Essas questdes sdo amplas e
ainda ndo possuem consenso entre cientistas, governos, agéncias reguladoras e o publico em
geral, como destacado por Singer, Thompson e Bonsall (2021) (Singer; Thompson; Bonsall,
2021). No entanto, a analise dessas terminologias busca trazer elementos que auxiliem as partes
interessadas a compreender a natureza complexa da pandemia de COVID-19, suas ramificagdes
e os desafios enfrentados na implementacdo de estratégias eficazes de controle e prevencgao.

A medida que a comunidade cientifica continua a investigar e aprimorar suas
abordagens, ¢ fundamental que as partes interessadas estejam cientes das nuances das
terminologias empregadas, o que possibilitard uma comunicag@o mais clara e precisa entre os
agentes envolvidos, contribuindo para uma resposta mais coordenada e efetiva diante de futuras
ameacas a saude publica. Neste contexto, a comunidade académica deve permanecer engajada
em explorar temas associados a COVID-19, dado que essa readequacao na classificagao do
status da patologia, pela OMS, ndo diminui a importancia na continuidade dos estudos, levando
em consideragdo que a epidemia global ainda representa uma ameaca a saude coletiva (Phillips,
2021), exigindo investigagdo persistente para melhor compreensao, controle e tratamento da
doenca, sendo cada vez mais relevante o desenvolvimento de ferramentas e metodologias para

implementagdo de novas abordagens medicamentosa mais eficazes. Dessarte, a ciéncia
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continua sendo uma ferramenta essencial no enfrentamento dos desafios complexos
apresentados pela pandemia de COVID-19, e na preparacao para enfrentar futuras emergéncias

de satde publica.

1.3 MEDICAMENTOS NO COMBATE A PANDEMIA DE COVID-19

As infecgdes virais respiratorias sdo responsaveis pela maior parte da morbidade e
mortalidade em nivel global. Todavia, existem diversos grupos de virus que nao sao
rotineiramente alvo de busca, tornando-os negligenciados do ponto de vista de diagnostico e
clinico, inclusive os coronavirus sazonais. Tais virus ndo sdo reconhecidos, por diversas razdes,
como uma importante ameaga a saude publica, e consequente, para muitos deles, ndo ha uma
atencao prioritaria no desenvolvimento de um tratamento antiviral especifico ou vacinas, um
cenario que antecedeu ao surgimento da COVID-19 (Ljubin-Sternak et al., 2021).

Considerando o histoérico de doengas contagiosas do passado, o conceito de quarentena
foi util no combate a propagacao das enfermidades (Gensini; Yacoub; Conti, 2004). Logo, na
auséncia de opcoes medicamentosas eficazes no combate a COVID-19, intervencdes nao-
farmacoldgicas adotadas, em combinacao e simultaneamente, como o isolamento e quarentena,
distanciamento fisico, uso de mascaras faciais e higienizacdo das maos, demonstraram eficacia
no controle epidemioldgico da doenga (Odusanya et al., 2020). No concernente as abordagens
farmacologicas, até entdo utilizadas, grande parte das pesquisas e ensaios clinicos que
investigam produtos farmacéuticos eficazes contra a COVID-19, estdo baseadas em vacinas,
drogas antivirais e anticorpos monoclonais (Akhtar, 2020; Majumder; Minko, 2021; Peng et
al.,2021).

ApoOs a autorizagdo do uso de varias vacinas, no combate a COVID-19, houve uma
melhoria no controle da dissemina¢ao do SARS-CoV-2. No entanto, a circula¢ao de variantes
altamente transmissiveis, como a Delta (B.1.617.2) e¢ a Omicron (B.1.1.529), a
imunosenescéncia relacionada a idade, deficiéncias imunoldgicas, e estilo de vida dos
individuos, sdo alguns fatores que podem ampliar o risco da gravidade da doenca, mesmo em
individuos vacinados. Com isso, o objetivo primordial da vacinagdao ¢ diminuir as taxas de
hospitalizagodes, internagdes em unidades de terapia intensiva e mortes. Assim, assegurar niveis
elevados de protecdo contra futuras ondas de infec¢des por SARS-CoV-2 pode requerer doses
adicionais de vacinas de primeira geracao ou ajustadas para novas variantes. Contudo, € preciso
considerar que parcela da populagdo pode manifestar hesitagdo vacinal, ou pode encontrar

obstaculos ao acesso a essa abordagem profilatica (Rahmabh et al., 2022).
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Os ensaios clinicos que avaliaram a eficacia da terapia com plasma convalescente foram
interrompidos devido a auséncia de beneficios clinicos significativos observados em pacientes
gravemente enfermos, diferentemente dos estudos clinicos para os anticorpos monoclonais
direcionados a proteina spike SARS-CoV-2. Embora, existem muitos outros relatos de sucesso
destes testes clinicos, hd uma desvantagem significativa em uma parcela dessas terapias
imunobiolodgicas para a COVID-19, uma vez que elas ndo sdo implementadas fora ambiente
clinico (Rahmah et al., 2022), visto que, em sua maioria sao injetaveis. Embora nao ha uma
legislacao nacional que estabeleca a relagao de medicamentos injetaveis que podem ou nao ser
administrados nas farmacias e drogarias, essa informacdo deve estar descrita na rotulagem e
bula do produto. Assim, a administracdo de medicamentos de uso exclusivo hospitalar ¢ vetado
em ambientes de farmécias e drogarias, conforme prescrito pela RDC n° 44/09, no paragrafo
unico do artigo 74 (CRF, 2018; GILEAD, 2022).

Considerando o contexto clinico dos sujeitos imunocompetentes, diagnosticados com
COVID-19, em alguns casos, o tempo entre o inicio dos sintomas e a internagdo pode
ultrapassar 10 dias. Nesse cendrio, a aplicagdo precoce de um tratamento antiviral tem sua
eficacia reduzida, pois o paciente pode apresentar baixa carga viral, enquanto que a sua
implementagao tardia, possivelmente, pode levar a um quadro clinico no qual seja necessario o
manejo do desconforto respiratoério, um estado hiperinflamatorio associado com outras
complica¢des da COVID-19. Neste caso, o principal desafio das terapias antivirais reside em
estabelecer uma janela segura e efetiva para iniciar a terapia medicamentosa, considerando
ambos os cenarios, ou seja, a necessidade de rapida implementacao, afim de intervir diretamente
na replicagdo viral, levando em consideragdo que a administracdo tardia de antivirais pode
comprometer a efetividade dessa abordagem terapéutica (Rahmabh et al., 2022).

Dentro deste contexto, sdo imprescindiveis abordagens concomitantes para mitigar o
risco de COVID-19 grave, e reduzir o impacto da doenca nos sistemas de satde, tendo em vista
a possibilidade de uso de medicamentos antivirais orais que possam ser administrados fora do
ambiente clinico, logo apos a detecgdo de infecgio e sintomas causados pelo SARS-CoV-2. E
interessante salientar que o desenvolvimento, teste e autorizagdo desses medicamentos devem
ser vistos como uma estratégia complementar no manejo da COVID-19, ¢ ndo como
concorrentes da vacinacdo (Rahmah et al., 2022).

Entretanto, devido aos desafios farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicoldgicos, a
producdo de novas drogas antivirais especificas para SARS-CoV-2, com seguranga e eficacia
comprovada, podem levar anos. Dessa forma, o reposicionamento de farmacos j& aprovados ou

em estudos clinicos avangados para doencas com mecanismos de agdo similares ¢ uma
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abordagem bem estabelecida, devido a redu¢@o no tempo e custo de desenvolvimento (Ferreira;
Andricopulo, 2020), e tem sido amplamente utilizada na busca por inibidores especificos do
SARS-CoV-2 (Yousefi et al., 2021b). Dentre eles compreendem: interferons; antivirais;
agentes imunossupressores; anti-helminticos; dentre outros (Pandey et al., 2020).

Virios produtos farmacéuticos foram reaproveitados para avaliacdo do potencial anti-
SARS-CoV-2 em ensaios clinicos, incluindo remdesivir, inicialmente desenvolvido para o
tratamento da hepatite C; cloroquina e hidroxicloroquina, medicamentos de uso estabelecido
no tratamento da maldria; tocilizumab, um anticorpo monoclonal usado na artrite reumatoide;
favipiravir, droga anti-influenza; dentre inimeros outros (Rodrigues et al., 2022). Entretanto,
segundo a literatura mais recente, muitos destes estudos ainda ndo apresentaram dados robustos
que demonstrassem a eficacia de alguns desses agentes tanto como profilatico, quanto como
escolha terapéutica para a COVID-19, como € o caso dos antimaldricos (Saha; Bonnier; Chong,
2020), que obtiveram o uso clinico suspenso, considerando os efeitos adversos graves e fatais,
a indisponibilidade de dados suficientes, ou auséncia de eficacia comprovada (Banerjee ef al.,
2023).

Entre os diversos mecanismos de agdo antiviral, levando em consideragdo os complexos
proteicos envolvidas nas etapas de replicacdo do SARS-CoV-2, hd uma gama de alvos para
agentes terapéuticos (Raj et al., 2021), e a priori, qualquer proteina codificada pelo SARS-CoV-
2 pode constituir um alvo valido e promissor. Dessa forma, a compreensao da estrutura, fung¢ao
e alvos celulares dessas proteinas possibilitam a identificacao e reaproveitamento de moléculas
capazes de modular suas atividades, culminando no desenvolvimento de tratamento especificos
e eficazes para a COVID-19 (Rodrigues et al., 2022).

Os analogos de nucleosideos (ANs) (Dutta et al., 2021), derivados sintéticos de purinas
e pirimidinas cuja modifica¢do quimica ocorre no agucar e/ou na nucleobase (Borbone et al.,
2021), mimetizam nucleosideos naturais, ¢ sao usados desde 1963, com a aprovacao do uso de
idoxuridina contra o virus da herpes simples (Sticher et al., 2020). Recentemente, diversos ANs
tem sido estudados como agentes inibidores da replicagdo do SARS-CoV-2, pois danificam a
estrutura da RNA polimerase dependente de RNA (do inglés RNA-dependent RNA polymerase,
RdRp ou nsp12), proteina fundamental para sintese do genoma viral de diversos virus de RNA,
incluindo HCoVs como o SARS-CoV-2 (Tian et al., 2021; Yousefi et al., 2021).

O remdesivir havia sido inicialmente desenvolvido para combater a epidemia de Ebola,
na Africa em 2013, e demonstrou eficacia contra HCoVs, incluindo o SARS-CoV-2, ao inibir
a RdRp. Diante disso, esse medicamento foi o primeiro agente antiviral aprovado para o

tratamento da COVID-19, em pacientes hospitalizados, ainda em 2020, inicialmente em carater
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emergencial pelas agéncias reguladoras de inimeros paises como Estados Unidos, Japio e India
(Chera; Tanca, 2022; FDA, 2023; Lamb, 2020). No Brasil, este também foi o primeiro
medicamento com indicagdo aprovada para o tratamento da COVID-19, pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), em margo de 2021. A administracdo do farmaco ¢ por
infusdo intravenosa (Sandulescu ef al., 2023), com indicacdo terapéutica de pacientes adultos e
adolescentes, que apresentem risco aumentado de progredir para caso grave de COVID-19
(Brasil, 2022a).

Além deste medicamento, o molnupiravir foi o primeiro antiviral oral a ser aprovado
para uso como anti-SARS-CoV-2, em 4 de novembro de 2021 no Reino Unido em individuos
adultos com teste diagnoéstico positivo para COVID-19 e quadro clinico moderado (Syed,
2022); e mais tarde a associagdo nirmatrelvir-ritonavir recebeu autorizacdo para a mesma
finalidade. Atualmente, estes dois medicamentos sdo reconhecidos como os antivirais orais de
primeira geragdo no combate a COVID-19, e sua aprovagdo pela OMS ainda se mantém, até
entdo (Brasil, 2022b; Lamontagne et al., 2020; Sendi et al., 2022; WHO, 2022b). Os dados
atuais indicam que os inibidores RARP e MP™ tém uma barreira maior ao desenvolvimento de
resisténcia do que a observada com anticorpos monoclonais anti-spike (Sendi et al., 2022).

No Brasil, o molnupiravir teve seu uso aprovado em maio de 2022, contudo, com o
encerramento da Declaracio de Emergéncia em Saiude Publica de Importancia Nacional
(Agéncia Senado, 2023), a regulamentacdo da ANVISA — Resolu¢do da Diretoria Colegiada
(RDC) 688/2022 — que estabelecia as diretrizes para a obtencao e manutengao das Autorizagdes
de Uso Emergencial, perdeu a vigéncia. Como resultado, a fim de viabilizar a continuagao da
utilizagdo de farmacos e medicamentos imunobioldgicos aprovados por meio dessas
autorizacgdes, 0 mesmo 0rgao emitiu uma nova diretriz, a RDC 801/2023, que dispde sobre a
regulamentacdo que permite a utilizacdo continua dos produtos farmacéuticos que receberam
autorizagdo para uso emergencial durante a pandemia de COVID-19, como é o caso do
molnupiravir, e também para solicitagdes futuras (Brasil, 2023a). No entanto, ¢ necessario que
as empresas solicitem o registro definitivo desses produtos para que possam continuar a ser
produzidos em territorio nacional (Brasil, 2023b).

Dentro do escopo deste ambiente de constante transformagdo, na Figura 2 sdo
apresentados os antivirais com recomendagdes favordveis para tratamento da COVID-19,
segundo informacgdes compiladas das diretrizes OMS, cuja atualiza¢do mais recente ¢ de 13 de

janeiro de 2023 (Lamontagne ef al., 2020).



36

Figura 2 — Antivirais com recomendag¢ao favoravel para o tratamento da COVID-19, segundo

atuais diretrizes da OMS (Lamontagne et al., 2020)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

E interessante destacar os desafios significativos enfrentados pela comunidade cientifica
ao acompanhar as medidas sanitarias, aprovagdes de farmacos e vacinas relacionadas a COVID-
19. A garantia da seguranca e eficacia dos medicamentos, farmacos ou imunobiologicos, deve
ser uma prioridade, entretanto, a complexidade reside na interse¢do entre o rigor cientifico e o
contexto politico-sanitario global. Na medida em que os pesquisadores se esforcam para
conduzir estudos robustos e alcancar evidéncias solidas, a demanda por uma resposta agil a

pandemia, muitas vezes, contrapde-se com a necessidade de uma avaliagao aprofundada. Além
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disso, a aprovacao dos 6rgdos regulatorios torna-se um processo delicado, influenciado nao
apenas pela analise técnica, mas também por consideragdes politicas e econdmicas. Essa
interacdo complexa ¢ ainda mais acentuada no ambito nacional e internacional, no qual
diferentes abordagens podem gerar divergéncias. A busca pelo equilibrio entre a urgéncia das
demandas e a integridade cientifica ¢ uma tarefa drdua para a comunidade cientifica, ressaltando
a necessidade de transparéncia, colabora¢do e coeréncia em meio a um cendrio dindmico e

desafiador.

1.4 MOLNUPIRAVIR NO CONTEXTO DA PANDEMIA DE COVID-19

O uso emergencial do molnupiravir para o tratamento da COVID-19 foi aprovado pela
ANVISA em maio de 2022, assim como também obteve aprova¢ao no cenario internacional de
diversas agéncias reguladoras, como a Agéncia Reguladora de Medicamentos e Produtos de
Saude (do inglés Medicines and Healthcare products Regulatory Agency, MHRA), no Reino
Unido; Agéncia Regulatéria Europeia (do inglés European Medicines Agency, EMA); Food
and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos (Fenton; Keam, 2022); pela OMS (OMS,
2023d) e estd em uso em outros paises (FIOCRUZ, 2023). No contexto brasileiro, o farmaco
ainda ndo foi incorporado a Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename),
instrumento direcionador para a utilizagdo de medicamentos e insumos no Sistema Unico de
Satude (SUS) (Brasil, 2022¢, 2022d).

O molnupiravir (MK-4482, EIDD-2801), cuja estrutura quimica ¢ apresentada na Figura
3.A, ¢ um anélogo da citidina cujos relatos na literatura demostraram seu carater promissor
como um agente antiviral de amplo espectro (Cox; Wolf; Plemper, 2021; Painter et al., 2021b;
Rosenke et al., 2020; Sheahan et al., 2020; Wahl et al., 2021). Segundo a nomenclatura da
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), o EIDD-2801 ¢ denominado
isobutirato  de  ((2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(4-(hidroxiamino)-2-oxopirimidin-1(2H)-
iDtetrahidrofuran-2-il)metila, cuja formula molecular corresponde a Ci3Hi9N3O7 (CAS
2492423-29-5) (MERCK, 2022). O molnupiravir ¢ sintetizado sob a forma de p6 fino, branco,
com massa molar de 329,31 g mol!, apresenta valores de pKa equivalentes a-1,70 € 6,71, com

solubilidade em 4gua (5,8 mg mL™") (Annadi et al., 2022).
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Figura 3 — Férmulas quimicas do molnupiravir (A) e NHC (B)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Primeiramente desenvolvido pelos quimicos da DRIVE (do inglés Drug Innovation
Ventures at Emory), uma empresa sem fins lucrativos da Emory University, € posteriormente
licenciada para a Merck e a Ridgeback Biotherapeutics (EMORY NEWS CENTER, 2022). A
substancia B-D-N*hidroxicitidina (NHC, EIDD-1931), apresentada na Figura 3.B, também
sintetizada incialmente pela mesma organizagdo sob a forma de um soélido cristalino branco, ¢
um composto de féormula molecular CoH13N306 (CAS 3258-02-4); de massa molecular igual a
259,22 g mol™'; com solubilidade em agua (34,4 mg mL™') (DRUGBANK, 2022), e valores de
pKa equivalentes a -1,40 e 8,19 (CAS, 2022). Neste contexto, o molnupiravir € um pro-farmaco
do NHC, composto que tem a capacidade de inibir a RNA polimerase do SARS-CoV-2 (Painter
etal.,2021b).

Um pro-farmaco ¢ uma droga com baixo ou nenhum efeito terapéutico, entretanto,
viabiliza o aumento na biodisponibilidade, seletividade, e redugdo da toxicidade em relagdo a
sua forma ativa, que ¢ regenerada através de biotransformagdo enzimatica ou quimica in vivo
(Chung; Ferreira, 1999). Em um estudo recente, contra os virus influenza A e B, o molnupiravir
demonstrou maior biodisponibilidade em relacdo ao NHC quando administrado por via oral,
em furdes e macacos Cynomolgum. Dessa forma, a grande maioria dos testes de eficacia
relatados para estas drogas contra viroses in vivo, geralmente usam molnupiravir, € in vitro, o
NHC (Toots et al., 2019).

Além disso, ha relatos do uso de NHC, na ultima década, como inibidor de diversos
virus causadores de uma série de doencas de interesse para a saide publica, como o virus da
encefalite equina venezuelana (VEEV), virus sincicial respiratorio (RSV), virus influenza A,
virus influenza B (Yoon et al., 2018), virus Chikungunya (CHIKV) (Ehteshami et al., 2017),
Ebola (Reynard ef al., 2015), virus da diarreia viral bovina, virus da hepatite C (Stuyver ef al.,
2003), norovirus (Costantini et al., 2012) e outros HCoVs, incluindo SARS-CoV (Barnard et
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al., 2004), MERS-CoV e SARS-CoV-2 (Painter et al., 2019; Pruijssers; Denison, 2019), e
eficaz contra virus resistentes ao remdesivir (Sheahan et al., 2020).

Segundo atuais instrugdes da OMS, o tratamento com molnupiravir para COVID-19 ¢
recomendado para pacientes nao-hospitalizados com COVID-19 leve a moderado, sobretudo,
com alto risco de internagcdo hospitalar, incluindo algumas caracteristicas como: falta de
vacinagdo, imunodeficiéncias, doencas cronicas e pessoas idosas (Lamontagne et al., 2020).
Terapias antivirais, como o molnupiravir, tem maior eficicia nos estagios iniciais da infecgao,
logo, segundo Institutos Nacionais de Saude (National Institutes of Health, NIH) dos Estados
Unidos, o tratamento deve ser iniciado o mais rapido possivel e dentro de 5 dias ap6s o inicio
dos sintomas (NIH, 2023). Segundo Sendi e colaboradores (2022), isso pode configurar um
desafio clinico, tendo em vista o acesso e o tempo de resposta para diagndstico adequado. Além
disso, os autores expressam que a adesdo ao tratamento pode ser baixa, considerando o
quantitativo de comprimidos que devem ser ingeridos pelo paciente, 4 capsulas (4 x 200 mg) a
cada 12 horas (Sendi et al., 2022). Diversos estudos clinicos ainda estdo em andamentos para
avaliagdo de outras caracteristicas pertinentes ao tratamento anti-SARS-CoV-2 com
molnupiravir (Tian; Feng; Chen, 2023). Outras consideragdes sobre o farmaco sao apresentadas
no Quadro 2.

Tian e colaboradores (2023) realizaram uma revisdo sistematica e meta-analise de
ensaios clinicos randomizados sobre a eficicia e seguranga do tratamento com molnupiravir
para COVID-19, e concluiram que o medicamento pode acelerar a reabilitacdo em pacientes
com a doenga, entretanto, ndo reduz de maneira significativa a mortalidade e hospitalizagao.
Neste estudo, os autores relatam que a administragdo de diferentes doses de molnupiravir, ndo
melhorou de maneira eficaz a taxa de mortalidade em pacientes com COVID-19 quando
comparadas ao grupo de controle. No entanto, destaca-se que a dose de 800 mg de molnupiravir
administrada duas vezes ao dia, por cinco dias, apresentou uma maior eficacia na reducao da
mortalidade, em comparagdo com outras doses do medicamento (Tian; Feng; Chen, 2023).

Em relacdo a seguranca, os autores relatam que o molnupiravir ndo apresentou
diferencas significativas em eventos adversos em comparagdo com o grupo de controle,
indicando um perfil de seguranca adequado. No entanto, alguns pesquisadores levantaram
preocupagdes sobre a capacidade de mutagdo do RNA provocada pelo molnupiravir, que
poderia resultar em mutagdes no material genético dos pacientes. Os autores reconhecem que
tais questionamentos necessitam ser abordados em pesquisas futuras (Tian; Feng; Chen, 2023).
Conforme relatado por Sendi e colaboradores (2022), uma vez que o mecanismo antiviral do

molnupiravir ¢ a mutagénese letal, a Agéncia Europeia de Medicamentos concluiu que a falta
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de potencial genotdxico ndo pode ser definitivamente excluida, embora o risco genotoxico
possa ser considerado justificavel no contexto do beneficio clinico (Sendi ef al., 2022).

Por fim, os autores apresentam algumas limitagdes do estudo elaborado. Observa-se que
ha uma escassez de dados de mundo real (do inglés real-world data, RWD) que poderiam ter
sido incluidos na analise (Liu; Demosthenes, 2022). Além disso, h4d uma lacuna significativa
no tamanho da amostra, nos indicadores de resultado e na populacdo dos ensaios clinicos
randomizados abordados no estudo. Isso limita a abrangéncia e a generalizacao dos resultados
obtidos. Os autores também destacam a impossibilidade de realizar analises de subgrupos com
base em fatores de risco, como idade avangada e status de vacinacdo, o que poderia ter afetado
a precisdo das conclusdes. Essas limitagcdes ressaltam a necessidade de conduzir estudos
adicionais de alta qualidade para confirmar as conclusdes apresentadas (Tian; Feng; Chen,
2023).

Segundo Painter e colaboradores, estudos clinicos de Fase 1 em humanos, apos a
administracdo de molnupiravir, em dose Gnica ou multiplas doses, o NHC apresentou rapida
apari¢ao no plasma, com um tempo médio de concentragdo maxima observado entre 1,00 ¢ 1,75
horas, e teve um declinio com meia-vida geométrica de cerca de 1 hora. Além disso, o tempo
de meia-vida depende da dose, e pode variar de 0,907 a 7,08 h. O molnupiravir ¢ rapidamente
hidrolisado no plasma em NHC, e em seguida, apds distribuicdo em varios tecidos, é convertido
por quinases do hospedeiro, em uma série de fosforilacao (mono, di e trifosfato) em trés etapas,
em NHC-5"trifosfato, o composto ativo que se dirige até a RdRp, enzima essencial na replicagao
viral, e através dessa incorporagao ao genoma viral, conduz ao aumento da taxa de mutagao
viral além de um limite biologicamente toleravel. A meia-vida intracelular do NHC-5'-trifosfato
apresentou variagdo, indo de 3 horas em células Huh-7, uma linhagem celular do figado
humano, até 6,6 horas em tecido pulmonar de camundongo (Painter ef al., 2021b). Ainda
considerando o mecanismo de a¢do, a hidrolise do molnupiravir em NHC, no plasma, ¢
realizada pela enzima CES2 (carboxilesterase 2), cuja distribuicdo em tecidos como rins e
intestinos ¢ significativa. Isso contribui para a eficacia do molnupiravir em locais em que o
virus pode estar se replicando. Além disso, vale destacar que os detalhes completos das quinases
envolvidas na fosforilagao ainda necessitam de mais investigacao (Yan; Yan, 2023).

O mecanismo de acdo anti-SARS-CoV-2 do molnupiravir é apresentado por meio do
esquema da Figura 4. O virus SARS-CoV-2 entra na célula hospedeira por meio do receptor
ACE2 e a traducao RdRp ¢ iniciada pelo ribossomo da célula hospedeira (1). A enzima viral
RdRp ¢ usado para replicar o RNA gendmico viral, processo em que ocorre a competi¢ao entre

o NHC-5’trifosfato e os nucleosideos naturais (2), resultando na incorporagdo incorreta do
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nucleosideo e, consequentemente, causando mutagénese letal do virus (3) (Masyeni et al.,
2022). Alguns autores associam a catastrofe na replicagdo viral ao tautomerismo, N-
hidrolilamina e oxima, presente na estrutura quimica do molnupiravir, que possibilita a
interacdo do farmaco, de maneira simultanea, aos nucleotideos guanidina e adenosina no

processo de replicagdo do genoma do SARS-CoV-2 (Malone; Campbell, 2021).

Quadro 2 - Algumas caracteristicas farmacolédgicas do molnupiravir

Administragdo de 800 mg a cada 12h, sem
Dosagem dependendo da idade e peso o )
adaptacao ao peso para individuos com idade

corporal > 18 anos.

Numero de comprimidos por dose 4 cépsulas (4 x 200 mg)
Duragao do tratamento 5 dias

Influéncia dos alimentos na absor¢ao Nao listado

Adaptagao da dose de acordo com a ‘
Sem ajuste de dose
func¢ao renal

Adaptacdo da dose de acordo com a ‘
. Sem ajuste de dose
funcao hepatica

Contraindicagao Nao listado

Toxicidade embriofetal, toxicidade ossea e
Avisos cartilaginosa; hipersensibilidade aos

ingredientes.

Mulheres: Use contraceptivos durante o

. o _ tratamento e por 4 dias ap6s a ltima dose.
Adverténcia aos individuos com potencial .
Homens: Use contraceptivos durante o

reprodutivo
tratamento, € por um tempo maior que 3
meses apos a ultima dose

Gravides e lactagao Nao recomendado

Efeitos colaterais mais comuns Diarreia, nausea e tontura

Fonte: Adaptado (Sendi et al., 2022).
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Figura 4 — Esquema ilustrativo da inducdo de mutagénese letal por molnupiravir durante a

replicagdo do SARS-CoV-2

Meio intercelular

Receptor ACE2

/ RN v

RdRp '
@TP—MPV compete com

nucleotideos naturais

C
/\M c u A A u U Uu G U
\» 5’ 3,
TP-MPYV ¢ incorporado ao mRNA causando a acumulagdo de
Citoplasma mutagdes ¢ inviabilidade viral

C: citosina, A: adenina, G: guanina, U: uracil, MPV: molnupiravir, TP-MPV: NHC-5'-trifosfato,
ACE2: enzima conversora de angiotensina 2.

Fonte: Adaptado de (Masyeni et al., 2022)

Diante destas consideragdes, os antivirais orais, como pioneiro molnupiravir, oferecem
uma opgao terapéutica contra a COVID-19, sendo de facil manuseio clinico em relagdo aos
anticorpos monoclonais anti-SARS-CoV-2 e ao remdesivir intravenoso, sendo, portanto, objeto

de estudo deste trabalho.
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1.5 BREVE HISTORICO DO MOLNUPIRAVIR

A descoberta e o desenvolvimento pioneiro do molnupiravir ocorreram quando os
pesquisadores liderados por George Painter, diretor da Emory Institute of Drug Development
(EIDD), e CEO da Drug Innovation Ventures at Emory (DRIVE), uma subsidiaria integral da
Emory University, em 2013, estavam a procura de um medicamento antiviral oral para o
tratamento da infec¢dao pelo virus da encefalite equina venezuelana (do inglés Venezuelan
equine encephalitis virus, VEEV) (Tian et al., 2022). A época, haviam muitos relatos da
ocorréncia de casos espalhados dessa zoonose principalmente na América Central e do Sul, de
maneira que essa familia de virus capaz de infectar humanos, foi considerada potenciais armas
biologicas, dado que as infecgdes tem uma alta taxa de mortalidade (Painter et al., 2021a).

Diante disso, para o designio dos cientistas, uma triagem de compostos analogos de
ribonucleosideo contra alfavirus foi realiza pela DRIVE, levando a identificacio da p-D-N*-
hidroxicitidina, denominada internamente pelo grupo como EIDD-1931. Diversos estudos
corroboraram para a hipdtese destes pesquisadores, pois haviam relatos do uso de EIDD-1931
que demonstraram a atividade e perfil de citotoxicidade favoravel em modelos de cultura de
células para este composto como um agente antiviral promissor para o tratamento da infecgdo
provocada pelo VEEV, bem como o virus Chikungunya (Painter ef al., 2021a).

Ainda que considerado um agente antiviral de amplo espectro, estudos demonstraram
que logo apds a administragdo por vial oral, o EIDD-1931 era metabolizado nas células
intestinais de primatas nao humanos (Tian et al., 2022), inviabilizando sua aplicagdo como um
agente antiviral. Tal limitagdo foi contornada por meio da sintese de um pro-farmaco de EIDD-
1931, designado pela DRIVE como EIDD-2801. Essa estratégia promoveu o deslocamento do
farmaco através da parede interna do intestino, sendo entregue com maior eficacia ao sistema
circulatorio de todas as espécies testadas, incluindo primatas nao humanos. Diante disso, o
EIDD-2801, que mais tarde recebeu o nome genérico de molnupiravir, tornou-se um candidato
ao desenvolvimento para uso clinico (Painter ef al., 2021a).

Anteriormente a pandemia de COVID-19, o molnupiravir estava em estagio de
desenvolvimento pré-clinico para o tratamento da influenza sazonal, cuja pesquisa obteve
intervengdo de algumas agéncias de financiamento como a Agéncia de Redugdo de Ameacas
de Defesa (do inglés Defense Threat Reduction Agency, DTRA) e o Instituto Nacional de
Alergia e Doencas Infecciosas (do inglés National Institute of Allergy and Infectious Diseases),
que apoiaram a descoberta e o desenvolvimento do EIDD-2801 como contramedidas ao VEEV,

desde 2016 (Painter ef al., 2021a).
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Todavia, nesse interim, com o agravamento da crise sanitaria provocada pela pandemia
de COVID-19, o plano de desenvolvimento clinico sofreu alteragdes pois os pesquisadores da
DRIVE e do EIDD perceberam que o molnupiravir tinha potencial agao contra coronavirus.
Logo, recursos adicionais seriam necessarios para o devido delineamento da investigagdo.
Diante disso, foi celebrado um acordo de licenciamento com a Ridgeback Therapeutics, uma
empresa de biotecnologia, que assumiu as pesquisas concernentes ao tratamento da infe¢ao por
Influenza, em margo de 2020, e no més consecutivo daquele mesmo ano incumbiu-se pelo
tratamento de infec¢des patogénicas por coronavirus (Painter et al., 2021a). Com isso, para o
tratamento de infec¢do causada pelo SARS-CoV-2 houve um redirecionamento dos ensaios
clinicos de molnupiravir como potencial medicamento terapéutico oral para pacientes com
COVID-19 nao hospitalizados (Tian et al., 2022).

Em maio de 2020, as empresas Merck e Ridgebarck firmam um acordo pelo
desenvolvimento do molnupiravir, iniciando os testes clinicos de fase 2 e fase 3 ainda em
setembro daquele mesmo ano. Entdo, em novembro de 2021, o Reino Unido torna-se o primeiro
pais a aprovar o molnupiravir para o tratamento da COVID-19, seguido dos Estados Unidos
que recebeu a autorizagdo para o tratamento da infeccado por SARS-CoV-2 em dezembro de
2021 (Eastman, 2023).

Segundo Painter, a celeridade com a qual o programa clinico para o molnupiravir se
desenvolveu pode estar associada, dentre outros fatores, a colaboracdo das empresas e
patrocinadores, bem como os esfor¢os das agéncias reguladores dos paises supracitados. Tendo
em vista que em condigdes padrao da industria, o avango dos testes clinicos de Fase 1 para
implementagdo da Fase 2, que levaram nove semanas, se estenderiam por cerca de nove meses
sem essas diligéncias. Outrossim, as caracteristicas favoraveis do molnupiravir em consonancia
com as exigéncias da saude publica, e os estudos previamente realizados que ndo estavam
relacionados diretamente com o campo clinico, ¢ que incluiam testes em distintas doencgas
virais, sdo alguns dos aspectos que corroboraram para a agilidade na implementacao e
elaboracao dos dados necessarios para o avango dos estudos clinicos do molnupiravir (Eastman,
2023).

Uma vez apresentados os acronimos dos farmacos comumente relatados na literatura até
entdo, a saber: MK-4482 e EIDD-2801, nesta dissertagdo o molnupiravir serad designado por
MPV, quando conveniente, e o B-D-N*hidroxicitidina relatado como EIDD-1931, sera

atribuido neste texto somente por NHC.

1.6 SINTESE DO MOLNUPIRAVIR
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Diversos autores ja relataram metodologias de sintese total (ST) (Nicolaou; Sorensen,
1996) para o molnupiravir, tendo como precursores Painter e colaboradores que, em 2019,
registraram duas patentes para ST dessa substincia, processada em cinco etapas com
rendimento global inferior a 17% (PAINTER et al., 2019). Desde entdo, hé variados relatos de
novas propostas para a sua ST, utilizando diferentes materiais de partida, em processos
quimicos, como a D-ribose, uridina, e a citidina (Venkatanarayana et al, 2023), ou
biocataliticos, mediante processos mediados por enzimas (Cruz et al., 2022), ambos, no intuito
de maximizar o rendimento global, visando um menor custo associado a redu¢ao no namero de
etapas (Braga et al., 2021).

Neste contexto, alguns trabalhos relatam a presenga de NHC como um subproduto da
rota sintética proposta, atribuida pelos autores a etapa de desprotegdo do grupo protetor
acetonideo, em meio acido (Fier et al., 2021; Gopalsamuthiram et al., 2021; Steiner et al.,
2020). Diante disso, ¢ imperativo que, no processo de desenvolvimento de métodos analiticos
altamente seletivos, a ocorréncia hipotética desta potencial impureza seja devidamente
considerada em insumos e produtos farmacéuticos, ou em outras matrizes relacionadas ao
molnupiravir.

Mesmo diante dessas possibilidades, matérias-primas provenientes de diferentes
metodologias de ST ndo foram consideras por indisponibilidade de acesso. Logo, no que
concerne a amostra da matéria-prima de molnupiravir utilizada neste trabalho, o protocolo para
sua ST foi descrito por Pereira e colaboradores (2022), envolvendo apenas duas etapas de
preparagdo com 68% de rendimento global méximo. Como indicado pelos autores, conforme
apresentado no Quadro 3, diante das outras metodologias reportadas na literatura envolvendo a
ST a partir da uridina (Dey et al., 2021; Fier et al., 2021; PAINTER et al., 2019), até entdo,
esse protocolo sintético tem como vantagem: o tempo total de duracdo; a aplicagdo de reagentes
comuns, de facil extragdo; bem como a possibilidade de realiza¢do de experimentos em escala
multigrama, com reprodutibilidade satisfatoria. Além disso, o protocolo de purificagdo envolve
apenas extracao liquido-liquido e recristalizacdo na tultima etapa (Pereira et al., 2022),
procedimentos que viabilizam a implementagcdo em larga escala. Dos trabalhos dispostos no
Quadro 3, nenhum dos autores apresentaram informagdes adicionais sobre a formagdo de

produtos secundarios, com excecdo de Fier e colaboradores (2021) (Fier et al., 2021).
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Quadro 3 — Comparagao de rotas sintéticas totais do molnupiravir a partir da uridina

Parametro (a) (b) (©) (d)
Rendimento global <17% 57% 62% 68%
Etapas 5 5 2 2
Tempo total > 40h >35h > 12h 4,5h
Protocolos de Apenas ELL,
‘ SCL ELL SCL o
purificacao recristalizagcao
Formacdo de .
. Insergao de Inser¢do de o Nao foi
Etapa de ativacdo . ' intermediario .
1,2,4-triazol 1,2,4-triazol S necessario
de tiouridina

SCL: separagdo por coluna cromatografica; ELL: extracdo liquido-liquido; (a): (PAINTER et al.,
2019); (b): (Fier et al., 2021); (c): (Dey et al., 2021); e (d) (Pereira ef al., 2022).
Fonte: Adaptado de (Pereira et al., 2022)

O procedimento reportado por Pereira e colaboradores (2022), demonstra que o
protocolo para ST de molnupiravir, obtém uma matéria-prima com pureza acima de 99%, a
partir dos dados relatados de espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear de 'H e
3C (Pereira et al., 2022).

Diante dessas consideragdes, além do aprimoramento nas metodologias sintéticas, o
protocolo reportado para a sintese da matéria-prima de molnupiravir, aplicada nesta
investigacdo, tem alto potencial de implementagdo na induastria farmacéutica, fomentando a

elaboragdo de metodologias analiticas para o controle de qualidade desse insumo.

1.7 DEGRADACAO FORCADA

A comercializagdo de um novo medicamento ¢ regida pelos conceitos de
farmacovigilancia, que vigoraram mundialmente a partir do século XX (Rozenfeld; Rangel,
1988), e que norteiam os parametros que asseguram a qualidade deste produtos, uma abordagem
relativa que leva em consideracdo a relacao risco/beneficio no uso de determinado farmaco
(Botelho; Reis, 2015; MIRCO; ROCHA, 2015). Além da eficacia terapéutica dos insumos
farmacéuticos ativos (IFAs), é preciso garantir a estabilidade das formulagdes farmacéuticas,
definida pela OMS como a capacidade de manter suas caracteristicas quimicas, fisicas,
microbioldgicas e biofarmacéuticas especificadas durante todo o prazo de validade (OMS,

1996).
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A compreensdo dos fatores que afetam a estabilidade ¢ de fundamental importancia para
a saude dos pacientes, visto que sua perda remete a redugdo do efeito terapéutico ou a formagao
de produtos de degradagao toxicos (FACCI et al., 2020). Dessa forma, estudos de estabilidade
quimica fornecem um banco de dados que auxiliam: no desenvolvimento adequado da
formulagdo farmacéutica, a fim de minimizar as interagdes farmaco-excipiente; no
monitoramento de decomposicao toxica; na sele¢do de embalagens que maximizem a vida 1til
do produto; na compreensao das melhores condi¢des de armazenamento e do prazo de validade.
Diante destas informagdes, os 6rgaos regulatorios sao capazes de verificar os parametros da
qualidade desde a produgdo até a manutencdo destes produtos no mercado (Bajaj; Singla;
Sakhuja, 2012; Blessy et al., 2014).

A partir da necessidade de padronizacao, regulamentacdo da produgdo, controle de
qualidade e registro de farmacos para uso humano, o comité criado em 1990, The International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
(ICH), implementou uma série de condutas que foram adotadas pelo setor farmacéutico no
intuito de proteger a saide dos usudrios contra danos causados pela presenca de impurezas nas
formulacdes (Silva et al., 2009). Para facilitar a comercializacdo diante da variabilidade
climatica, houve a separacdo do mundo em quatro Zonas Climaticas (I-IV) na qual cada uma
possui suas diretrizes para condugao dos estudos de estabilidade, dado a dependéncia com os
fatores ambientais. O Brasil pertence a Zona Climatica IV-B, caracterizado pelo clima quente
e muito umido, e desde entdo a legislacao nacional para o registro de medicamentos convergiu
para se adequar as orientacdes das agéncias reguladoras internacionais (Oriqui ef al., 2011).

No Brasil, para a condugao de estudos de estabilidade as indlstrias farmacéuticas devem
seguir as normas vigentes descritas na Resolu¢ao de Diretoria Colegiada (RDC) n°® 318/2019
(BRASIL, 2019a) da ANVISA, desenvolvida com base no guia Q1A (R2) do ICH (ICH-
QIA(R2), 2003), que estabelece os critérios para a realizacao de estudos de estabilidade de
IFAs, conforme a RDC n° 45/2012 (BRASIL, 2012); ou medicamentos, exceto biologicos,
segundo a RDC 53/2015 e 0 Guia 4/2015 (BRASIL, 2017). A RDC 318/2019 prevé a realizagao
de diferentes tipos de estudos, que além dos fatores ambientais levam em consideracao as
proprias condigdes experimentais, sendo subdivididos em: estudo de estabilidade acelerado, de
acompanhamento, de longa duragdo, em uso, reduzido; estudo de fotoestabilidade e estudo de
degradagdo for¢ada (EDF) (FACCI et al., 2020).

Em um EDF hé a exposi¢ao do IFA ou do produto acabado a condigdes de estresse, mais
severas que as condigdes de estabilidade acelerada, sob acdo de agentes externos como: luz,

temperatura, calor, umidade, solu¢do acida, basica, oxidante; e ions metalicos. Preconiza-se que
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nestes EDFs a degradacdo ocorra em extensdo satisfatoria, ou seja, ndo extensiva ou completa
da amostra, a fim de avaliar a formagao de produtos de degradacao (PDs) que compde o perfil
potencial de degradagdo, que podem ou ndo estar presentes durante os estudos de estabilidade
de longa duracao (BRASIL, 2017).

Embora haja diversos guias regulatorios, nacionais e internacionais, acerca da
necessidade e aplicabilidade de EDFs, ndo ha um consenso sobre os endpoints, as melhores
condigdes experimentais considerando o tempo de exposi¢do, a temperatura e concentracao do
agente degradante a que o farmaco ou IFA deva ser submetido. Dessa forma, ¢ preciso
circunspecgdo para obtengdo de um perfil de degradacdo factivel, tendo em vista o carater
estrutural intrinseco de cada IFA ¢ formula¢do avaliada (Da Costa et al., 2018), sendo
recomendada que a quantidade degradada esteja entre 5-20% (Blessy et al., 2014). Diversos
autores ja demonstraram de forma racional a execugao de tais testes (Baertschi; Alsante; Reed,
2011; Blessy et al., 2014; Husain, 2016; Huynh-Ba, 2009), de modo que as condigdes tipicas
de estresse sdo fornecidas pela Série de Relatdrios Técnicos da OMS, n° 929 de 2005 (OMS,

2005), conforme apresentado no Quadro 4.

Quadro 4 — Condigdes tipicas de estresse em estudo de estabilidade de pré-formulagao

Fator de Concentracio
Condicoes Tempo

estresse do IFA

Calor 60 °C 1:1 com diluente  1-10 dias
Umidade 75% de UR ou superior Fase solida 1-10 dias

Acido HCI (0,1 mol L) 2:1 em HCI 1-10 dias

Basico NaOH (0,1 mol L) 2:1 em NaOH 1-10 dias
Oxidagao H202 (3% v/v) 1:1 em H20, 1 — 3 horas

. Lampada fluorescente de iodetos _ .
Fotolise . 1:1 com diluente ~ 1-10 dias
metalicos, Hg, Xe ou UV-B

fons metalicos 1:1 com solugdo ‘
‘ Fe** ou Cu?* (0,05 mol L) ‘ 1-10 dias
(opcional) de ions metalicos

UR — umidade relativa; HCI — 4cido cloridrico; NaOH — hidréxido de sédio; H.O, — perdxido de
hidrogénio.

Fonte: Adaptado de (OMS, 2005).

Os estudos de PDs sdo solicitados pela ANVISA as industrias farmacéuticas no

momento de registro, pds-registro e renovagdo de um medicamento no Brasil, entre outros
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(ARANTES, 2018). Ademais, os EDFs configuram uma etapa fundamental no
desenvolvimento de métodos analiticos indicativos de estabilidade, capazes de quantificar o
IFA sem interferéncia de impurezas, PDs e excipientes (Alsante et al., 2007), caracteristica
prescrita pela ANVISA segundo a RDC 166/17, que dispde sobre validagao de métodos
analiticos (Brasil, 2017a).

1.8 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (do inglés capillary electrophoresis, CE) ¢ uma técnica analitica
de separacdo que tem por fundamento a migracao distinta de ions solvatados, sob a influéncia
de um campo elétrico aplicado em uma solugdo eletrolitica contida em um tubo capilar (Oliveira
etal.,2012).

Em suma, a separagdo ¢ operada em capilares de silica fundida, preenchidos com
solugdo eletrolitica ou eletrdlito de corrida (do inglés background electrolyte, BGE), geralmente
empregando tubos de 15 a 100 um de diametro interno (d.1), de maneira que o uso de capilares
nesta dimensdo, podem aumentar significativamente a dissipagdao de calor, e por sua vez,
minimizar o espalhamento da zona devido a difusdo convectiva (Tavares, 1996). Logo, altas
tensdes podem ser aplicadas, proporcionando separagdes com alta eficiéncia em um curto
tempo de analise.

Além disso, diante de outras técnicas analiticas de separacao convencionais, a CE ¢
vantajosa pois: requer pequeno volume de amostra; pouca quantidade de reagentes,
considerando o uso e descarte, sobretudo de solventes organicos; ¢ essencialmente versatil,
proporcionando a separa¢ao de analitos polares e apolares, ionizéveis, e com peso molecular
distintos (Baker, 1995), porventura simultaneamente; ¢ muitas vezes nao demanda de nenhum
tratamento prévio das amostras antes da injecdo (Oliveira ef al., 2012).

Embora apresente tais vantagens, a CE apresenta algumas limitagdes pois nio ¢
adequada para determinacdo de compostos volateis, apolares e de baixa massa molar, sendo a
cromatografia a gas uma técnica de melhor escolha. Além disso, a analise de polimeros nao-
10nicos de alta massa molar obtém melhor desempenho em cromatografia liquida (De Queiroz;
Jardim, 2018).

Uma representacdo simplificada de um sistema de eletroforese capilar é denotada pela

Figura 5.
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Figura 5 — Representagao esquematica de um sistema de CE
EOF
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Fonte: SPUDEIT et al. (2012).

A técnica de CE também se destaca pela sua simplicidade instrumental, conforme Figura
5, sendo que os principais componentes deste sistema compreendem: fonte de alta tensdo (F)
que estabelece um campo elétrico ao longo do capilar, e é conectada aos frascos reservatdrios
(R1 e R»), contendo o eletrolito conveniente e/ou amostra, por meio de um par de eletrodos (e1
e e2), geralmente de platina. Por sua vez, o capilar, preenchido com o mesmo eletrolito, atua
como contato elétrico entre os reservatorios, funcionando como um canal de migragdo quando
suas extremidades estdo imergidas nas solugdes contidas nos reservatorios. O vetor EOF
representa o fluxo eletrosmoético (do inglés electroosmotic flow, EOF), observado apods
aplicacdo da diferenca de potencial. H4 ainda um detector (D); um computador (C) para
controle, aquisicdo, e tratamento dos dados, que sdo registrados graficamente por meio de um
eletroferograma, mediante a resposta do detector em fung@o do tempo; e cada um dos trés picos
presentes no eletroferograma representam solutos separados detectaveis (Baker, 1995; Spudeit;
Dolzan; Micke, 2012).

Embora ndo esteja representado na Figura 5, devido a simplificacdo na ilustra¢do, o
cartucho ¢ um componente fundamental nas analises por CE, pois minimiza efeitos térmicos,
dado que o capilar ¢ mantido a temperatura constante em seu interior (Tavares, 1996). A
ineficiéncia na dissipa¢do do calor pelo efeito Joule, pode provocar aumento da temperatura

interna do capilar, impactando negativamente o desempenho analitico. Esse efeito pode resultar
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em alteracdes na viscosidade do tampao e, por consequéncia, na velocidade de migracao dos
analitos, comprometendo assim a precisdo e eficiéncia das separacdes realizadas por CE
(Tagliaro et al., 1998).

A adaptagao da modalidade de eletroforese de zona diante da separagdo de uma
variedade de compostos, confere a técnica de eletroforese capilar a disponibilidade de
mecanismos de separagdo e seletividade peculiares, como: Eletroforese Capilar de Zona (do
inglés Capillary Zone Electrophoresis, CZE), sendo este o mais utilizado; Cromatografia
Capilar Eletrocinética (do inglés electrokinetic capillary chromatography, EKC);
Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar (do inglés micellar electrokinetic capillary

chromatography, MEKC); dentre outros (Baker, 1995; Silva et al., 2007; Tavares, 1996).

1.8.1 Principios da separac¢ao de CE de zona em solucio livre

A eletroforese de zona em solugdo livre, realizada em capilares de silica fundida, uma
terminologia menos usual, também ¢ reconhecida como CZE. Embora EKC ¢ MEKC
apresentem suas particulares, os fundamentos tedricos da CZE também se aplicam a ambas as
técnicas (Tavares, 1996).

Em CZE o capilar ¢ preenchido com eletrélito, caracterizado por composicao constante
e alta capacidade tamponante. Apds a inje¢do da amostra, no interior do capilar preenchido,
quando a voltagem constante ¢ aplicada, os solutos migram, em determinada dire¢ao e sentido,
através do capilar em zonas, ou seja, cada zona migra autonomamente, porém a velocidades
constantes. Diante disso, os analitos apresentam taxas de migracao diferenciadas, e a separagao
se processa mediante as mobilidades eletroforéticas caracteristicas (Baker, 1995; Tavares,
1996), havendo a separagdo simultanea de solutos anionicos e cationicos, no entanto, solutos
neutros ndo sao separados entre si.

A mobilidade de uma espécie i6nica carregada (u;) pode ser descrita pela Equacao 1

(Tavares, 1996):

_ |z;e

(1)

Hi

~6mnr;

em que z; representa a magnitude da carga do ion, 1 € a viscosidade do meio, 7; € o raio i6nico

solvatado, e a carga elementar e (Baker, 1995).
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Mediante a influéncia de um campo elétrico externo (E), uma espécie iOnica ird migrar
com velocidade eletroforética (v,,), em cm s, a uma taxa proporcional a sua mobilidade

eletroforética (i), através do eletrolito conforme a Equagdo 2 (Baker, 1995).

Vep = UepE ()

Considerando solutos com distintas mobilidades eletroforéticas, subsequentemente a
aplicag¢do do potencial, o sentido do movimento desses compostos no interior do capilar seria
simplesmente orientado para o eletrodo de carga oposta, em uma situacao descrita pela auséncia
do fluxo eletrosmotico. Logo, anions seriam atraidos pelo anodo, eletrodo carregado
positivamente e ndo atravessariam o detector, retornando ao reservatorio de origem. Como
consequéncia, para analise sincrona de espécies de cargas opostas, duas corridas seriam
necessarias, uma tensao com polaridade para analisar cations, € outra com polaridade invertida,
para monitoramento de anions. Nota-se que solutos neutros nao me moveriam no interior do
capilar em nenhum dos casos (Baker, 1995).

Diante disso, a separacdo das espécies ionizaveis, cations e anions solvatados, e
compostos neutros, em uma mesma corrida por CZE, ¢ fundamentada pela presenga do EOF.
Neste fenomeno, além dos analitos, o eletrolito também se move no interior do capilar sob a
influéncia de um campo elétrico, caracteristica crucial em alguns mecanismos de separagdo em
CE (Baker, 1995), demonstrando que o campo elétrico aplicado ndo ¢ a Unica forca a atuar
sobre os solutos (Landers, 2008). Quando operado em modo normal, o EOF est4 no sentido do
catodo, eletrodo carregado negativamente. Geralmente, a mobilidade do EOF ¢ superior a dos
anions, ¢ dessa forma, os compostos de carga negativa sdo deslocados no sentido do detector.
Logo, a separagao de ions e compostos neutros ¢ viabilizada, entretanto, ndo ha a separagdo de
compostos neutros entre si (Baker, 1995).

A velocidade do EOF (v,,) ¢ representada pela Equacao 3 (Baker, 1995).

Veo = UeoE (3)

A mobilidade eletroosmdtica (p.,), apresentada na Equacdo 4, depende com
exclusividade das caracteristicas do eletrdlito, como a constante dielétrica do tampao utilizado
(), viscosidade, pH (potencial hidrogenidnico), concentracao, e do potencial zeta ({), que é

influenciado pela espessura da dupla camada elétrica e pela carga superficial presente nessa
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interface da parede interna do capilar. A pu,, independe do campo elétrico aplicado (Baker,

1995).

&

i @)

Ueo =

Analisando a composi¢do quimica dos capilares de silica fundida, geralmente
empregados em CE, uma parcela dos grupos silandéis (Si-OH) podem ser ionizados em contato
com o eletrdlito, havendo um acimulo de cargas negativas na superficie interna do capilar.
Como consequéncia, uma distribui¢do nao-homogénea de cargas positivas se acumula nas
proximidades dessa superficie, formando uma dupla camada elétrica. Para intensificacdo desse
processo de ionizagdo, o capilar ¢ lavado com solugdo de hidroxido de sédio, seguido do
eletrolito (Tavares, 1996).

ApOs esse processo, os ions mais proximos da superficie interna do capilar sao atraidos
fortemente pela interagao eletrostatica, compondo a camada compacta da dupla camada elétrica.
A medida em que a distincia radial da superficie anidnica aumenta, a atragio dos cétions
presentes no eletrolito ¢ reduzida, até que esse acumulo de cargas proveniente da atracao
eletrostatica se reduza a concentracao do eletrolito, delimitando a regido da dupla camada
elétrica, denominada camada difusa. Nas imediagdes da regido limite definida por essa camada,
define-se o plano de cisalhamento, e as espécies cationicas ndo sofrem atragdo eletrostatica
significativa da superficie anionica do capilar nessa por¢ao da dupla camada elétrica (Tavares,
1996).

Assim, quando um campo elétrico € aplicado, o ion e a sua esfera i6nica sdo acelerados
até que haja um equilibrio entre a forga elétrica e as forgas de atrito, e a partir de entdo, o ion
migra a velocidade constante. Esse fenomeno ¢ ilustrado na Figura 6, em uma perspectiva
bidimensional. Dessa forma, quando os cations, dessa camada movel, estdo sob influéncia de
um campo elétrico, serdo atraidos no sentido do catodo, polo negativo. Assim, ha o arraste dos
cations junto ao eletrélito, pois a maioria desses cations estdo solvatados, provocando a
migragdo tanto dos compostos quanto do solvente presente no eletrélito, fendmeno que

descreve o EOF (Tavares, 1996).
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Figura 6 — Modelo proposto para descrever a regido da dupla camada elétrica, a interface
capilar-solugao

]
Catodo (1) | planode
1

- ‘O ‘ : &is)alhamento
Oo% O Q)
e ® O Qﬁ) ®
OO | O O | Ob ‘diregéodo
i O O O O solugio
Ore= OL) (ng @
O D S ol

80 O O A
QO OO OO OQO:ca’tionsolvatado |

revestimento interno do capilar

OS¢ |
O =solvente I

i

|

|
|
|
|
i - =anion adsorvido
\ especificamente

camada | .
! camada difusa

| )
5B B

CERE) | compacta |

Fonte: Adaptado de (Bard; Faulkner,' 2011; Tavares, 1996)

A determinagao experimental da u,, pode ser feita mediante a injegao de um composto
neutro, dado que este nao sofre influéncia do E, ou por meio do sinal do EOF, identificado no
eletroferograma. Verificados o tempo de migracdo (t,) do composto neutro ou do EOF,
conhecendo a voltagem aplicada e as dimensdes do capilar, a mobilidade eletroosmética pode

ser calculada de acordo com a Equacao 5 (Baker, 1995):

Lethot

LoV ()

Ueo =

em que L € Lo, s80, respectivamente, o comprimento efetivo e total do capilar; V € a voltagem
aplicada; e t,, € o tempo de migracao do composto neutro ou do EOF.
As espécies i0nicas que migram através do capilar sob influéncia do campo elétrico, sdo

carreadas com mobilidades intrinsecas, dada pela Equagdo 1, cujo valor ¢ diretamente

. -~ . lzile . . . .
proporcional a relagdo carga/raio do soluto (—— ), influenciando de maneira proporcional na

4

magnitude da mobilidade eletroforética. Assim, outra maneira de considerar a mobilidade
eletroforética € por meio da razdo estabelecida entre a velocidade limite (v;) da espécie idnica
e um campo elétrico aplicado (E') de valor unitario. Considerando a defini¢do do campo elétrico
como o quociente entre a voltagem aplicada (V') e o comprimento total do capilar (Lto¢), @ Hep

também pode ser descrita pela Equagao 6 (Baker, 1995).
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Vep  VepLtot 6
Hep = =— (6)
E %4
A partir de entdo, identifica-se que ndo somente a velocidade eletroforética influencia
na migra¢ao do soluto, adquirindo como componente a velocidade eletroosmotica. Desse modo,
a influéncia simultanea da velocidade eletroosmotica e eletroforética pode ser descrita pela

velocidade eletroforética observada (v,s), a partir da Equacao 7 (Baker, 1995).

Vobs = Vep T Veo (7

Como as mobilidades dos ions sao grandezas diretamente proporcionais a sua taxa de
migragdo, conforme Equacdo 2, a mobilidade eletroforética observada (u,ps) também possui a
mesma tendéncia. Diante disso, assim como a mobilidade eletroosmotica, a mobilidade
eletroforética observada também pode ser descrita empiricamente através da inje¢do de uma
solugdo contendo o analito, relacionando as dimensdes do capilar e a voltagem aplicada,
conforme a Equagao 8 (Baker, 1995):

Lethot

= 8
Uobs tobsV ( )

naqual L. s € Ly, sdo, respectivamente, o comprimento efetivo e total do capilar; V € a voltagem
aplicada; e t,,, ¢ o tempo de migragdo do analito.

Diante dessas consideracdes, ¢ possivel aplicar tais conceitos no intuito de estabelecer
o valor da mobilidade eletroforética de um composto. Posto que p,, € Uyps SA0 descritas

experimentalmente pelas Equagdes 5 e 8, respectivamente, o valor de 4, € calculado por meio

da Equacdo 9 (Baker, 1995).

Hobs = Hep T Heo 9

Assim como o controle do EOF, a escolha da voltagem positiva e negativa dita a
dindmica das separagdes de cations e anions em CZE (Jager; Tavares, 2001). Quando a
separacdo ¢ conduzida sob EOF “normal”, o EOF esta no sentido do catodo, eletrodo negativo.
Se a extremidade em que ¢ feita a introducdo da amostra possui polaridade positiva na fonte de
alta tensdo, a polaridade ¢ dita normal. Assim, os cations sdo atraidos pelo polo negativo, ¢ a
sua mobilidade eletroforética estara no sentido do EOF, conforme Figura 7.A (Colombara;

Tavares; Massaro, 1997).
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Sob a mesma condi¢do, EOF normal e polaridade “normal”, os anions sdo atraidos pelo
anodo, polo positivo. Assim, as espécies anioOnicas apresentam mobilidade eletroforética com
sentido oposto ao EOF, conforme observado na Figura 7.A. Diante disso, para que os anions
maiores, que sao lentos, atravessem o detector eles precisam ser arrastados pelo EOF, ou seja,
| ,uep| < |ugor|. Anions considerados rapidos, ou moderadamente lentos, deixam o tubo capilar
no sentido do polo positivo assim que o campo elétrico € aplicado e ndo atingem o detector
(Baker, 1995; Colombara; Tavares; Massaro, 1997; Tavares, 1997).

Ainda considerando o EOF normal, a inversdo da polaridade da fonte de alta tensado ¢
uma alternativa para analise de anions rapidos, assim, a introdu¢do da amostra ¢ feita na
extremidade de polaridade negativa na fonte de alta tensdo, e o sistema de deteccdo no lado
positivo, conforme Figura 7.B. A u,,, das espécies anidnicas migram no sentido oposto ao EOF,
mas por se tratar de anions rapidos, eles ainda conseguem atravessar o detector pois | ,uepl >
|teor|, 0 que pode acarretar em um maior tempo de analise (Baker, 1995).

Outra abordagem para a andlise de espécies anidnicas pode ser implementada mediante
a inversdo do EOF, e da polaridade. A inversdo do EOF pode ser feita pela adicdo de um
surfactante cationico ao eletrdlito, sendo comumente utilizados os sais quaternarios de amonio,
conforme ilustrado na Figura 7.C. Neste caso, ha a interacdo eletrostatica entre os grupos
silonato (Si-O") e a cauda hidrofébica da amina quaternaria carregada positivamente, enquanto
a cauda hidrofobica interage entre si. Dessa forma, a cauda hidrofobica também interage com
os anions do eletrolito, que sdo atraidos pelo anodo, polo positivo, invertendo dessa maneira o
EOF quando submetido a agdo do campo elétrico (Baker, 1995).

As estratégias anteriormente discutidas do sistema de CE, se baseiam no modo de
injecdo hidrodinamica, e possibilitam a separa¢do de cations e anions, mas em todas
circunstancias, os solutos neutros migram por a¢ao unica do EOF, ndo havendo a distingao pelo
sistema de detecgdo entre o pico do EOF e dos compostos neutros, visto que este possuem o
mesmo tempo de migragdo, inviabilizando a analise deste tipo de soluto por métodos
eletroforéticos em solucdo livre (Tavares, 1997). Mesmo com a inversdo do EOF e da
polaridade, compostos neutros comigram. Uma vez que a separagdo baseada somente na
diferenca de mobilidade eletroforética dos compostos possui tais limitagdes, outros mecanismos
de separagdo devem ser utilizados, como em MEKC, que se baseia na parti¢ao diferenciada dos

analitos entre uma fase micelar e aquosa (Hancu et al., 2013).
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Figura 7 — Esquema ilustrativo para analise da polaridade da fonte de alta tensdo e sentido do

EOF comumente empregados em CZE
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Fonte: Adaptado (Colombara; Tavares; Massaro, 1997; Jager; Tavares, 2001)

1.8.2 Mobilidade efetiva
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A migracdo de eletrélitos fracos € descrita pelo conceito de mobilidade efetiva (u,f),

pois as duas formas quimicas de uma espécie em equilibrio, a fragao ionizada e nao ionizada,

com mobilidade zero, devem ser consideradas. Diante disso, a partir da defini¢ao de Tiselius a

mobilidade efetiva de uma substancia i presente em uma solu¢ao em diferentes formas quimicas
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Jj, relacionadas entre si por meio de um equilibrio dcido-base rapido, ird migrar sob a influéncia
de um campo elétrico como um tUnico soluto, possuindo p,r dada pela Equagdo 11 (Tavares,

1996):

j
(ker), = ) 13 (11)
1

em que «; € a fungdo de distribui¢do ou grau de ionizagdo ¢ i € a mobilidade i6nica de cada
espécie j.

Os valores de @; dependem da magnitude das constantes de dissociagdo do analito, o
que determina a prevaléncia relativa das j formas quimicas em um intervalo de pH. Assim,
mediante a interpretacao da Equacgao 11, ha uma dependéncia indireta entre a mobilidade efetiva
e o pH do meio, ditado pela composicao do eletrolito (Tavares, 1996).

A curva de mobilidade efetiva de um analito, plotadas pelo valor de p,r em fungdo do
pH do meio, ¢ um excelente indicador teérico da condicdo mais apropriada para efetuar a
separagdo, ou seja, ¢ possivel inferir qual o valor de pH maximiza a diferenga entre as
mobilidades eletroforéticas dos analitos (Tavares, 1996).

A construcao de tais curvas pode ser determinada experimentalmente, observada a
dependéncia com os valores de pKa. Assim, a y.r pode ser calculada mediante a extracdo das
informacdes em uma analise realizada sob condigdes experimentais convenientes, para cada
analito. Os dados pertinentes para o calculo sdo: o t,,, dos analitos e do EOF; voltagem aplicada;
dimensdes do capilar; que sdo utilizadas nas Equagdes 5, 9 e 6, para calcular os valores de ygor,

Hobss € Uep» TEspectivamente. Diante dos valores das fragdes de distribuigdo (a;), a mobilidade
efetiva pode ser calculada com a Equacao 11, considerando que (,ue f)i ¢ a mobilidade efetiva

da espécie i.
1.8.3 Cromatografia capilar eletrocinética micelar

Segundo as defini¢cdes da [IUPAC, a cromatografia capilar eletrocinética (EKC) € uma
das modalidades de CE, cujo mecanismo de separacao, das zonas dos analitos, ¢ baseado na
combinacdo de efeitos eletrocinéticos, eletroforese e eletroosmose, e cromatograficos, interagao
dos analitos com aditivos adicionados ao eletrolito. Esses formam uma fase dispersa com
velocidade distinta a dos analitos, e para promover a separacgao, os solutos ou a fase dispersa

devem possuir carga (Pyell, 2018; Riekkola; Jonsson; Smith, 2004; Silva et al., 2007).
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A Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar (MEKC), técnica desenvolvida por
Terabe e colaboradoes em 1984, ¢ um caso especial de EKC, na qual a (pseudo)fase estaciondria
¢ uma fase micelar dispersa no capilar (Pyell, 2018; Silva et al., 2007). A CZE nao ¢ eficiente
em separar compostos neutros, com isso a MEKC se apresenta como uma técnica vantajosa em
relacdo a CE (Baker, 1995), uma vez que utiliza do mesmo aparato instrumental para a
separacdo de solutos neutros. Dessa forma, a MEKC explora as diferengas de mobilidade
eletroforética para separar ion solvatados, e ao mesmo tempo, a diferenga de distribuicdo do
solutos neutros entre a fase micelar e o eletrolito (Tavares, 1997).

As separagdes cromatograficas, tradicionalmente, se baseiam na diferenga de
distribuicdo dos solutos entre uma fase estacionaria, € uma fase movel, podendo haver mais de
uma fase movel. Assim, rigorosamente, a MEKC ndo ¢ considerada uma técnica
cromatografica, uma vez que ha duas fases: micelar e aquosa, e ambas sao moveis. Além disso,
os analitos se movem sob influéncia do EOF, e ndo através do fluxo induzido pela bomba
(Baker, 1995).

Em MEKC, o tubo capilar ¢ preenchido com eletrélito contendo um surfactante idnico,
cuja concentracao na solu¢ao ¢ mantida acima do limite critico para a formagao de micelas,
conhecido como concentragdo micelar critica (CMC). Quando um surfactante anidnico é
utilizado, como o dodecil sulfato de sodio (do inglés sodium dodecy! sulfate, SDS), ao aplicar
o campo elétrico, a micela ¢ orientada no sentido do anodo através do processo de eletroforese,
sob EOF e polaridade normal. Quando o meio ¢ neutro ou basico, o EOF supera a migracao
eletroforética da micela, resultando em uma migragao atrasada da micela anionica de SDS no
sentido do catodo. Ainda sob essas condi¢des experimentais, um analito neutro se dispersa entre
a micela, pseudofase estacionaria, e a solugdo aquosa circundante, podendo migrar na mesma
velocidade da micela quando incorporado a ela, completamente, entretanto, migra a velocidade
do fluxo eletroosmoético quando esta livre da micela. Consequentemente, a velocidade de
migra¢do do analito é determinada pelo coeficiente de distribuicdo que regula a solubilizagao
micelar (Koji; Shigeru, 1998).

O fator capacidade (k") é razdo entre o quantidade de matéria do soluto em fase micelar

(Nnc), € quantidade na fase aquosa (n,4), dado pela Equagao 10 (Baker, 1995; Terabe ef al.,
1984).
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nmc

k' = (10)

Naq

Considerando um analito neutro, ele deve migrar com uma velocidade situada entre dois
extremos: a Vgor € a velocidade da micela (v,,.). Em outras palavras, o tempo de reten¢ao do
analito (t,) encontra-se limitado entre o tempo de migragdo de um soluto nao retido (t,), € o

tempo da micela (t,,.), conforme ilustrado na Figura 8 (Baker, 1995).

Figura 8 — Intervalo caracteristico de eluicdo em cromatografia eletrocinética micelar

Intervalo util

Solutos parcialmente retidos :
soluto ndo-retido micela

| ‘ | | tempo

% ot ot t e

Fonte: Adaptado (Tavares, 1997)

Experimentalmente, sob condi¢des de analise convenientes, ¢ possivel determinar o
intervalo caracteristico de elui¢do (ICE) em eletrocromatografia micelar ou intervalo util de
separagdo (Tavares, 1997). A anélise do tempo do soluto ndo-retido ¢ feita através da injegdo
de metanol, um composto insoltvel que passa o tempo todo no eletrolito, eluindo em tempo t.
Para determinar t,,. € preciso injetar um composto totalmente soltivel pela micela. No caso do
SDS, ¢ utilizado o composto Sudan III, apresentando k' igual a zero, conforme esquema

apresentado na Figura 9 (Baker, 1995).
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Figura 9 — Ilustra¢do esquematica da MEKC em um capilar
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Fonte: Adaptado (Baker, 1995).

Os quadrados, em azul, indicam solutos que s3o muito soluveis em dgua e ndo sdo
encapsulados pelas micelas, migram na velocidade do EOF e eluem em tempo t,. Os circulos,
em laranja, representam solutos que sdo completamente solubilizados pelas micelas e nao
passam tempo algum na solucdo, migrando a mesma taxa da micela e eluem em um tempo
(tme)- Triangulos representam solutos em particdo entre as micelas e o tampao aquoso,
migrando a um tempo t,., entre t, € t,,., sendo proporcional a hidrofobicidade dos compostos
(Baker, 1995).

Se um surfactante catidnico for utilizado para compor a fase dispersa, havera a inversao
do EOF, e serd necessario inverter a polaridade aplicada, conforme demonstrado na Figura 7.C.
Se somente o EOF for invertido, todos os solutos irdo migrar no sentido do anodo, polo positivo,
ndo atravessando o detector (Baker, 1995).

Embora apresente uma variedade de aplicagdes, a MEKC apresenta algumas limitacdes,
como por exemplo, o uso da técnica em solugdes aquosas contendo um alto teor de solventes
organicos, uma vez que as micelas sdo instaveis nessas condigdes. Solutos com forte carater
apolar ndo sdo separados em MEKC, tendo em vista a forte interagdo com as micelas. Além
disso, a velocidade das micelas depende criticamente das condigdes experimentais de analise,
0 que pode prejudicar o intervalo util de separacdo, demonstrando uma baixa capacidade de

picos em relagdo a outras modalidades de CE em zona, limitando a aplicacdo em matrizes
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complexas. Ademais, exige o controle demasiado das condigdes experimentais para a
reprodutibilidade dos tempos de retengao (Tavares, 1997).

Segundo Baker (1995), ha uma alteragao na nomenclatura do sinal analitico em fun¢ao
das particularidades da técnica. A saida do detector ¢ referida como um cromatograma
eletrocinético micelar ao invés de um eletroferograma, como em CZE (Baker, 1995).
Entretanto, neste trabalho, todos os resultados, independentemente da técnica utilizada, serao

denotados por eletroferogramas.

1.8.4 Deteccao UV-VIS

Embora os sistema de CE sejam compativeis com uma gama de detectores, a escolha
deste componente deve permear alguns critérios como: sensibilidade, seletividade, intervalo
linear de concentragao, e ruido do sinal analitico (Tavares, 1996). Além disso, almeja-se que a
resposta do detector forneca uma relagdo conhecida e reprodutivel com a quantidade ou
concentracao do soluto (Baker, 1995).

Dentre essas possibilidades, os fotodetectores sdo os mais utilizados em CE (Baker,
1995), sendo frequentemente empregado o modo de detecgdo direto. Essa modalidade ¢
adequada quando as espécies de interesse possuem absorcdo significativa da radiagdo
eletromagnética na regido do ultravioleta (UV) e visivel (VIS). Nesse caso, normalmente o
eletrolito de corrida nao deve contribuir de maneira significativa para a absor¢ao nessa regiao
monitorada (Spudeit; Dolzan; Micke, 2012). E interessante destacar que os capilares de silica
fundida apresentam alta transmitancia a luz UV-VIS (190 a 800 nm), permitindo a detec¢do on-
column, ou seja, dentro do proprio tubo capilar, mediante a remogao do revestimento externo
de poliimida, e posterior alinhamento da janela ao sistema de detec¢ao (Baker, 1995).

O principio de deteccao pela absor¢cdo UV-VIS ¢ baseada na lei de Lambert Beer, cuja
absorbancia (A) ¢ dada pela Equagdo 12 (Baker, 1995):

A =ebC (12)

na qual € refere-se a absortividade molar do analito (L mol' cm™); b é o caminho 6tico, dada
pelo d.i do capilar; e C a concentragio do soluto (mol L™"). A absortividade molar depende do
grupo cromoéforo do soluto, do comprimento de onda monitorado, do pH, e da composi¢ao do
eletrolito. Como a resposta do detector ¢ feita pelo monitoramento da absorbancia, uma

grandeza adimensional, ela ¢ apresentada em unidades de absorbancia (UA) (Baker, 1995).
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1.9 METODOS CROMATOGRAFICOS UTILIZADOS PARA DETERMINACAO DE
MOLNIPIRAVIR

Tendo em vista a recente descoberta da agdo do molnupiravir no combate a COVID-19,
e, consequentemente, ganho de notoriedade somente em meados de 2021, ainda ndo ha,
disponiveis na literatura, um conjunto diversificado de metodologias analiticas para sua
determinagdo, sendo realizada em sua maioria por métodos cromatograficos, embora existam
outras abordagens (Kablan et al., 2022; Salman et al., 2022). Logo, esta se¢do tem como escopo
apresentar uma revisdo da literatura daqueles trabalhos que descreveram os critérios de
validacao para analise do fArmaco por métodos cromatograficos.

Em um estudo envolvendo ensaios clinicos para administragio do molnupiravir em
pacientes com COVID-19, foi desenvolvida uma metodologia analitica para a quantificacao
simultanea de MPV e NHC em plasma e saliva humana, destes voluntérios, por cromatografia
a liquido acoplada a espectrometria de massas sequencial (do inglés high performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry, LC-MS/MS). Segundo os autores, na fase pré-
analitica, a fim de prevenir a conversdo do MPV em NHC, as amostras foram mantidas a
temperatura de -80 °C até realizacao das analises. O método validado utilizou a precipita¢ao de
proteinas com acetonitrila, seguido de dilui¢do, como preparo de amostra, ¢ a quantificag¢ao foi
realizada por padronizacao interna, usando padrdo interno marcado com isotopo estavel (do
inglés stable isotopically labelled, SIL), a partir de um modelo de regressao linear por minimos
quadrados ponderados. Os resultados, em conjunto com as amostras controle (do inglés quality
control sample, QCs), demonstraram precisdo e exatiddo satisfatoria para os dois analitos em
ambas as amostras biologicas, entretanto, apresentou baixos valores de recupera¢do nas
amostras de saliva (Amara et al., 2021).

Em outro trabalho, uma metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (do inglés Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography, RP-HPLC) utilizando um detector de arranjo de diodos foi aplicada em um
estudo da permeabilidade intestinal do molnupiravir in vitro com células Caco-2. Além disso,
o método validado foi aplicado para analise do padrao do farmaco apo6s submissdo a condigdes
de estresse oxidativa e hidrolitica em meio acido e alcalino, a fim de demonstrar a seletividade
do método validado, sendo considerado um método indicativo de estabilidade (Regber ef al.,
2022). Uma nova abordagem utilizando a técnica de RP-HPLC-DAD foi propositada para a

determinag¢do de MPV em matéria-prima e formulagdo farmacéutica (Annadi et al., 2022). A
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estratégia descrita anteriormente por Tuba Regber (Recber ef al., 2022), foi comparada com a
nova metodologia, de modo que ndo houve diferenca significativa entres elas.

Uma abordagem simples, eco-friendly, répida e de baixo custo para o doseamento
simultdneo de molnupiravir, favipiravir e ritonavir em matéria-prima e formulagdes
farmacéuticas foi realizada utilizando a técnica de cromatografia de camada fina de alta
resolu¢do (do inglés high-performance thin-layer chromatography, HPTLC), sendo empregada
a deteccdao por densitometria em 289 nm. Para avaliagdo da linearidade, sdo apresentados,
somente, os valores para o coeficiente de determinagio (R?), de modo que este argumento é
considerando insuficiente diante da significancia estatistica do modelo ajustado, quando se
utilizado o método dos minimos quadrados (Danzer; Currie, 1998; Pimentel; Neto, 1996). Este
estudo evoca os principios da Quimica Analitica Verde (do inglés Green Analytical Chemistry,
GAC), demonstrando ndo somente as vantagens da técnica, mas dispondo de métricas
quantitativas para avaliar a conformidade do procedimento analitico com a quimica analitica
verde, por meio da ferramenta AGREE (do inglés Analytical GREEnness), ¢ GAPI (do inglés
Green Analytical Procedure Index) (Saraya et al., 2022).

A escala ecoldgica analitica (do inglés analytical eco-scale), uma métrica pioneira
introduzida em 2012 (Gatuszka et al, 2012), avalia metodologias analiticas realizando
penalizagdes em etapas do método que ndo seguem os principios do GAC (Anastas; Eghbali,
2010; Gatuszka et al., 2012). Duas métricas recentes ganharam destaque: GAPI (Pena-Pereira;
Wojnowski; Tobiszewski, 2020) ¢ AGREE, o primeiro utiliza um pictograma tricolor para
representar etapas analiticas, enquanto que o segundo, mediado por software open-source,
adota um formato de reldégio com 12 se¢des, cada uma representando um principio do GAC.
Ambas as métricas atribuem uma pontuagdo numérica que indica o impacto ecoldgico, na qual
pontuagdes mais proximas de 1 indicam um impacto mais positivo. As cores vermelha, amarela
e verde sdo empregadas para indicar o grau de impacto, com o vermelho representando o nivel
mais elevado (Sajid; Plotka-Wasylka, 2022; Saraya et al., 2022).

Uma metodologia por LC-MS/MS foi aplicada para quantifica¢do de NHC, em plasma
humano, e seu anabodlico bioativo NHC-trifosfato (NHC-TP), a partir de um lisado de células
mononucleares de sangue periférico, sendo necessario o desenvolvimento de métodos distintos
para determinagdo de cada analito, a partir da alteracdo na fase movel e coluna aplicadas nos
métodos. O efeito de supressdo idnica foi observado para ambos os compostos, sendo aplicado
0 uso de padrdo interno para cada analito, NHC-SIL e NHC-TP-SIL. Como o efeito de
supressao para o SIL eram semelhantes aos compostos de interesse, o efeito de matriz deixou

de ser significativo para analise (Parsons; Kryszak; Marzinke, 2021).
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Um método verde, demonstrado pela métrica GAPI, para anélise de dissolu¢dao de uma
formulag@o contendo molnupiravir e favipiravir foi propositado, utilizando a técnica de HPLC-
DAD associada a fase movel micelar. Neste trabalho, além da curva de calibracao, outros
modelos quimiométricos multivariados foram desenvolvidos e validados para quantificagdao dos
analitos. O método cromatografico para o MPV, na formulagao farmacéutica, obteve o mesmo
desempenho que o método quimiométrico (Sharaf et al., 2022).

Os nucleosideos sao moléculas com estrutura hidrofilica, majoritariamente neutra em
uma ampla faixa de pH, e com significativa capacidade de absorver luz visivel e ultravioleta
(Struck et al., 2011), o que lhes confere a possibilidade de serem analisados através de técnicas
por eletromigracao, que comumente empregam o sistema de deteccdo UV-VIS. Nesse caso, a
CE possui grande destaque (Kawamura, 2006), de modo que a MEKC ¢ geralmente empregada,
pois a separacdo por CZE nao ¢ adequada para a separagado de substancias neutras, uma vez que
essas espécies acabam migrando juntos no sentido do detector, com a mesma velocidade do
fluxo eletrosmético (Hancu et al., 2013).

Dentro deste contexto, ¢ interessante destacar que nao foram encontrados registros de
trabalhos descritos na literatura, até o momento, envolvendo técnicas analiticas de
eletromigragdo em capilares aplicadas na quantificacdo de molnupiravir e/ou NHC em matéria-
prima, conforme descrito neste trabalho. Logo, a proposi¢ao de metodologias analiticas novas
ou alternativas corroboram com as exigéncias das normativas, acerca da estabilidade de
produtos farmacéuticos, proporcionando maior seguranca e eficacia aos medicamentos (FACCI

et al.,2020).

1.10 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O uso de planejamentos experimentais fundamentados em principios estatisticos € uma
ferramenta que permite otimizar o estudo de um sistema especifico. Ao empregar essa
abordagem, ¢ possivel maximizar a extracao de informagdes realizando um ntimero minimo de
experimentos, a fim de mitigar o tempo e custo envolvido neste processo. A descricdo desses
sistemas pode ser abordada por uma multiplicidade de técnicas, entretanto, cada uma possui um
objetivo diferente. Portanto, a escolha dentre elas ¢ uma decisdo do pesquisador, que se orienta,
substancialmente, daquilo que ¢é preciso saber quando os experimentos estiverem terminado

(Neto; Scarminio; Bruns, 2001).
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As principais técnicas empregadas em planejamento de experimentos sdo apresentadas
no Quadro 5. Neste estudo empirico, cada ferramenta proporciona niveis distintos de

conhecimento sobre o sistema investigado.

Quadro 5. Abordagens convencionais para otimizagao

Objetivo Técnica

Triagem das variaveis significativas Planejamentos fracionarios
Avaliacdo da influéncia das varidveis Planejamentos fatoriais completos

Construgdo de modelos empiricos Modelagem por minimos quadrados

o Metodologia de Superficie de Resposta
Otimizagao
(MSR) e simplex

Constru¢ao de modelos mecanisticos Dedugao a partir de principios gerais

Fonte: Adaptado (Neto; Scarminio; Bruns, 2001).

Os planejamentos fatoriais completos sdo utilizados, essencialmente, quando
presumimos conhecer quais varidveis possuem maior influéncia sobre o resultado experimental,
diferentemente dos planejamentos fracionarios que sao utilizados no intuito de triagem. Além
disso, eles sdao aplicados em contextos que incluem um pequeno nimero de variaveis, sendo
capazes de avaliar também as interagdes entre elas (Neto; Scarminio; Bruns, 2001). Neste
contexto, a propriedade de interesse ¢ compreendida como a resposta do planejamento
experimental, e os fatores sdo as variaveis que influenciam nessa resposta. Assim, o pesquisador
deve ter o controle dos fatores, sejam quantitativos ou qualitativos, e presumir que estes fatores
sdo pertinentes ao objetivo pretendido com aqueles experimentos (Neto; Scarminio; Bruns,
2001).

Para executar um planejamento fatorial completo devem ser realizados experimentos
em todas as possiveis combinagdes dos niveis dos fatores, no qual cada combinacao define um
ensaio. Considerando a existéncia de n niveis para cada fator k do planejamento, ao todo serao
necessarios n* ensaios experimentais, no minimo, pois para estimar o erro experimental serdo
necessarios efetuar mais experimentos, mediante a repeticdo dos ensaios. Uma estratégia
comumente utilizada consiste em estimar o erro através de np. repetigdes no nivel central do

planejamento (Neto; Scarminio; Bruns, 2001).
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Uma investigacdo na qual ha dois fatores e trés niveis, pode ser feita considerando um
planejamento fatorial completo 32, com triplicata no ponto central, na qual temos que n = 3,
k =2, npc = 2, e n® = 9, totalizando 11 ensaios experimentais, de modo que o niimero total

de ensaios, nr, ¢ definido pela Equacao 13.

nr = nk + Npc (13)

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Neste tipo de planejamento a codificagdo das varidveis facilita a manipulag¢ao dos dados,
considerando a possibilidade da constru¢ao de modelos empiricos por meio da MRM, embora,
o processo de otimizacao por planejamentos fatorais ndo esteja condicionado a esta etapa da
modelagem, visto que, a significancia quimica e a significancia estatistica sdo priorizadas em
conformidade com o objetivo da investigagdo.

Diante disso, o codigo, §, de cada nivel, y, dos fatores pode ser calculado por meio da

Equagao 14 (Neto; Scarminio; Bruns, 2001):

6_)(_nm
T n,—n; (14)
2

na qual ng, n; representam respectivamente os valores superior e inferior dos niveis do fator k;
n,, ¢ a média aritmética dos valores de ng, n;.

Fonte: Adaptado de (Neto; Scarminio; Bruns, 2001).

Assim, para posterior elaboragdo da matriz de coeficientes de contraste, matriz contendo
todos os ensaios codificados, cada fator k apresentara n cddigos. Ao nivel inferior de cada
variavel ¢ atribuido o valor -1, ao nivel intermediario 0, e ao nivel superior equivale a +1 (Neto;
Scarminio; Bruns, 2001), resultados obtidos através da Equacao 14. Os ensaios codificados sao

apresentados na Figura 10.
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Figura 10 — Distribui¢ao dos 9 ensaios experimentais de uma matriz de coeficiente de
contraste para um planejamento fatorial completo 32, representada pela regido do quadrado

com as coordenas normalizadas
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

A aplicacdo de planejamentos fatoriais completos ¢ apresentada como foco no
desenvolvimento deste trabalho, uma vez que nao ha relatos na literatura da otimizacao de
nenhum eletrolito aplicado na separagdo dos farmacos apresentados por CE. Além disso, a
escolha deste tipo de planejamento ¢ fundamentada pelo conhecimento prévio dos fatores que
influenciam na dindmica das separacdes por eletroforese capilar, considerando as caracteristicas
dos farmacos apresentados € os mecanismos de separacdo, bem como o0s parametros
instrumentais. Neste contexto, a aplicacdo desta ferramenta permite avaliar, de maneira
simultanea, a influéncia da composicdo do sistema eletrolitico na separacdo, bem como

discriminar quais fatores sdo relevantes, e as interacdes entre eles.

1.11 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Os métodos analiticos sdo ferramentas fundamentais para assegurar os atributos da
qualidade do produto, no entanto, para alcangar os padrdes necessarios ¢ essencial que esses
métodos analiticos passem por um processo de validacdo adequado. A validagdao analitica
consiste em uma abordagem formal, documentada, e sistematica que avalia a capacidade de um

método analitico em produzir resultados precisos, confidveis e reprodutiveis (Marson ef al.,
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2020), e deve ser realizada sempre que houver a necessidade de demonstrar que as
caracteristicas de desempenho deste método sdo compativeis com os requisitos regulatérios
exigidos para aplicagdo almejada (Eurachem, 2014; INMETRO, 2020). No contexto de analises
quimicas farmacéuticas, a validagao deve ser refeita, por exemplo, se houver alteragdes na rota
sintética do IFA for alterada, composi¢do do produto acabado, ou no procedimento analitico
(Pedersen-Bjergaard, Stig| Gammelgaard; Halvorsen, 2019).

Os critérios quantitativos que definem o escopo ¢ a eficiéncia do método analitico sao
elucidados por meio das figuras de mérito, € a estimativa desses parametros, ou seja, 0 processo
de validagdo, varia de acordo com a técnica analitica utilizada ou com o protocolo de validagao
adotado (Ribeiro ef al., 2008). Neste contexto, ha uma diversidade de resolugdes e guias para a
validacao de métodos analiticos, propostos pelas principais agéncias reguladoras do mundo.

Na década de 1990, as agéncias regulatorias dos Estados Unidos, Japao, e Unido
Europeia se organizaram por meio da Conferéncia Internacional sobre Harmonizagao (do inglés
International Conference on Harmonisation, ICH), a fim de estabelecer padrdes para os
parametros e metodologias aplicados na validagdo, no contexto de pesquisa e desenvolvimento
de produtos farmacéuticos (Ribeiro et al., 2008). Na mesma época, a International Union of
Pure and Applied Chemstry (IUPAC) também produziu um guia para validagdo, levando em
considera¢do as normativas da AOAC International, ICH, e Eurachem (Thompson; Ellison;
Wood, 2002). No contexto brasileiro, tais diretrizes sdo apresentadas pela ANVISA e o Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).

Dentro deste contexto, existem diversas definicdes descritas na literatura para o termo
validagdo, tornando-o, portanto, um conceito sem uma definicdo especifica (BRITO et al.,
2003), todavia, as agéncias reguladoras supracitadas convergem em sua acepgao, tendo em vista
o avanco das normativas e congruéncia transacional na busca pela melhoria da qualidade,

conforme apresentado no Quadro 6 (Ferreira, 2018).
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Quadro 6 — Defini¢do sobre validagdo segundo as autoridades regulatorias

Orgios reguladores Definic¢ao do termo “validagao”

“Processo de demonstrar que um procedimento analitico ¢

FDA
adequado ao pretendido proposito”. (FDA, 2015)

“Processo de defini¢do de um requisito analitico e confirmagao
Eurachem de que o método em questao tem capacidades de acordo com o

que sua aplicacao requer”. (Eurachem, 2014)

“Demonstra que o método analitico é adequado ao proposito

planejado”. (ICH, 2022)

ICH

“a validacao de métodos faz uso de um conjunto de testes que
avaliam as suposic¢des nas quais o método analitico se baseia e
IUPAC estabelece e documenta as caracteristicas de desempenho de um
método, demonstrando se ¢ adequado para uma finalidade

analitica especifica”. (Thompson; Ellison; Wood, 2002)

“Avaliagao sistematica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias
ANVISA o o
objetivas de que os requisitos especificos para seu uso

pretendido sdo atendidos”. (Brasil, 2017b)

“Confirmagao por exame e fornecimento de evidéncia objetiva
INMETRO de que os requisitos especificos para um determinado uso

pretendido sao atendidos”. (INMETRO, 2020)

“Ato de provar e documentar que qualquer processo,
OMS procedimento ou método realmente e consistentemente conduz
aos resultados esperados".(OMS, 2006)

Fonte: Adaptado de Ferreira (2018) (Ferreira, 2018).

Dentro deste cenario, as defini¢des dos parametros de desempenho analitico, figuras de
mérito, por parte das agéncias reguladoras, nacionais e internacionais também sdo distintas,
demonstrando a auséncia de um procedimento normatizado que estabeleca a execugdao da
validacao de métodos instrumentais de separagao (Ribani et al., 2004).

De acordo com Ribani et al. (2004), a validagdo pode ser delineada em dois tipos:
validagdo completa e validagdo laboratorial. O primeiro procedimento engloba minuciosamente

todas as caracteristicas de desempenho, e ¢ conduzido por meio  de um estudo
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interlaboratorial para verificar a reprodutibilidade da metodologia proposta, sendo aplicado em
diversos laboratdrios. Por outro lado, o segundo procedimento, conhecido como validagdo
laboratorial, ¢ implementado nas fases iniciais do desenvolvimento de metodologias e também
na divulgacao de artigos, no qual se avaliam exaustivamente todas as caracteristicas de
desempenho da validacdo. Tais abordagens s3o cruciais para garantir a confiabilidade e a
precisdo dos resultados obtidos em estudos cientificos (Ribani et al., 2004).

No Brasil, as metodologias consolidadas para validacdo de métodos analiticos sao
baseados em modelos de calibragao univariada (Valderrama; Braga; Poppi, 2009), e as figuras
de mérito geralmente consideradas para validacao de métodos de separagdo sdo: seletividade,
linearidade e faixa de aplicacdo, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificacao,
e robustez. (Ribani et al., 2004). Neste trabalho foram avaliados os parametros de seletividade,
precisdo, exatidao, limite de deteccdo e limite de quantificagdo. Segundo legislagao da
ANVISA sobre métodos analiticos, a validagdo parcial deve analisar, a0 menos, os parametros

de precisao, exatidao e seletividade. (Brasil, 2017b).

1.11.1 Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade de um método analitico em identificar ou quantificar, de
modo inequivoco, o analito na presenca de outros componentes com potencial interferente, tais
como impurezas, produtos de degradacdo, constituintes da matriz, ou bem como outros
compostos com propriedades similares que possam eventualmente estar presentes (Brasil,
2017b; Marson et al., 2020; Ribani et al., 2004). Assim, esses possiveis interferentes ndo devem
influenciar na resposta analitica do composto de interesse, em métodos quantitativos (Brasil,
2017b).

Diante disso, a seletividade ¢ o parametro que deve iniciar o desenvolvimento analitico
e validagdo, pois assegura que a resposta analitica seja exclusivamente do composto de
interesse, caso contrario, a linearidade, exatiddo e precisdo estardo comprometidos (Marson et
al., 2020; Ribani et al., 2004).

A seletividade pode ser avaliada de diversas maneiras: comparacao o sinal analitico da
matriz isenta do analito com a matriz adicionada com padrdo desta substancia, sendo que, nesse
caso, o método serd seletivo se nenhum interferente eluir no tempo de retengdo da substancia
de interesse, havendo a separagdo eficiente dos pares criticos na amostra. Outra abordagem

pode ser feita considerando o uso de detector de arranjo de diodos ou espectrometro de massas,
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comparando o espectro do pico obtido na separacdo da matriz com o de um padrio,

demonstrando a pureza do composto no sinal analitico (Ribani ez al., 2004).
1.11.2 Precisao

O parametro precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, padrdes ou amostras semelhantes, preparados conforme
descrito no método analitico a ser validado (Brasil, 2017b; Ribani et al., 2004). Essa
caracteristica de desempenho expressa “o grau de concordancia entre os resultados de uma série
de medidas realizadas para uma mesma amostra homogénea em condi¢des determinadas”
(Valderrama; Braga; Poppi, 2009). Esse parametro pode ser avaliado mediante a dispersao dos
resultados, sendo calculada pela estimativa do desvio padrao relativo (do inglés Relative
Standard Deviation, RSD) da série de medi¢des, também denominado coeficiente de variagao

(CV), conforme Equagdo 15 (Brasil, 2017b; Ribani et al., 2004):

RSD (%) = %100 (15)

em que s € o desvio padrao amostral; e X a média amostral dos resultados experimentais, sendo
ambos estimadores dos respectivos parametros populacionais.

A precisdo pode ser expressa por distintas abordagens: repetibilidade, precisdo
intermediaria ou reprodutibilidade. Em todas essas maneiras, os critérios de aceitacdo devem
ser definidos e fundamentos com base nos seguintes aspectos: objetivo do método; variabilidade
intrinseca do método; concentracdo de trabalho; ¢ concentragdo do analito na amostra
(BRASIL, 2017¢).

Por repetibilidade entende-se “a concordancia entre os resultados de medig¢des
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medi¢ao” (Ribani et
al., 2004), e que devem ser feita em uma unica corrida analitica, ou seja, o “conjunto de
medi¢des efetuadas em um grupo de amostras em intervalo de tempo pré-determinado, sob as
mesmas condi¢des”, tais como: procedimento; analista; instrumento usado e as condigdes
instrumentais; local; e repetigdes em um curto intervalo de tempo (Brasil, 2017b). Segundo
recomendacdo da ANVISA, sdo necessarias, no minimo, nove determinagdes, considerando o
intervalo linear do método analitico, distribuidas em trés niveis de concentragdo: baixa, média
e alta, com trés réplicas auténticas em cada nivel; ou 6 seis réplicas auténticas a uma

concentragcdo proxima ao valor esperado (Brasil, 2017b). Na auséncia de ensaios genuinos, o
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parametro estara sendo utilizado para avaliar somente a precisdo instrumental (Ribani et al.,
2004).

A precisao intermedidria expressa “a proximidade entre os resultados obtidos da analise
de uma mesma amostra, no mesmo laboratério, em pelo menos dois dias diferentes, realizada
por operadores distintos” (Brasil, 2017b), indicando se ¢ possivel obter os mesmos resultados
dentro do mesmo laboratorio (Ribani et al., 2004). As diretrizes da ANVISA preconizam o uso
das mesmas concentracdes ¢ do mesmo numero de determinagdes descritas na avaliacdo da
repetibilidade (Brasil, 2017b).

Por fim, a reprodutibilidade “¢ o grau de concordancia entre os resultados das medigdes
de uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢des variadas”, isto ¢, diferentes equipamentos,
analistas, e laboratérios (Ribani et al., 2004). Essa abordagem ¢ admissivel em estudos

colaborativos ou na padronizacao de métodos analiticos para inclusdao desses em compéndios

oficias (Brasil, 2017b).

1.11.3 Exatidao

A exatidao de um método analitico simboliza o nivel de concordancia observada entre
os resultados individuais do método, em investigacdo, em relagdo a um valor aceito como
verdadeiro (Brasil, 2017b; Ribani et al., 2004). A exatidao deve ser verificada com nove
determinagdes, no minimo, abrangendo o intervalo linear do método analitico, distribuidas em
nivel baixo, médio e alto de concentracao, com trés réplicas auténticas em cada nivel (Brasil,
2017b).

Para andlise da exatidao de métodos analiticos, os processos comumente empregados
sdao: utilizacdo de materiais de referéncia certificados; comparagdo entre o método sob
investigacdo e um método de referéncia (validado); adi¢do de padrdo; e ensaios de recuperacao
(Ribani et al., 2004).

A recuperagdo ¢ a “propor¢ao da quantidade da substincia de interesse, presente ou
adicionada na porg¢ao analitica do material teste, que € extraida e passivel de ser quantificada”.
O procedimental desta estratégia envolve a adicdo de solucdo padrao do analito, em
concentragdo conhecida, a amostra, processo denominado fortificacdo ou spiking. Com isso, a
recuperagdo ¢ expressa pela relagdo percentual do quantitativo medido do analito, na amostra,
em relacdo ao spiking (Ribani et al., 2004).

Neste trabalho, a recuperagdo foi a estratégia adotada para inferéncia da exatidao, a

partir da fortificagdo das amostras com solu¢des padrdo do analito, a partir da Equacdo 16:
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Agsp — Ay
R% = ———= (16)
Ap
em que R% ¢ o percentual de recuperagdo, A4, p € a area do analito na amostra com adi¢ao de
padrdo, A4 corresponde a area do analito na amostra, e Ap diz respeito a area do padrao (Faria;

De Souza; De Oliveira, 2008).

1.11.4 Limite de deteccao

O limite de detecg¢do (LD) representa a menor concentragdo do analito que pode ser
detectada em uma amostra, porém, nao necessariamente quantificada, utilizando um protocolo
experimental especifico (Brasil, 2017b; Ribani et al., 2004). Segundo defini¢ao da [UPAC, o
LD ¢ a menor concentracdo de analito na amostra analisada que pode ser confiavelmente
distinguida de zero (Thompson; Ellison; Wood, 2002).

O valor de LD pode ser analisado pelas seguintes abordagens: método visual, método
relacdo sinal-ruido, e método baseado em parametros da curva analitica (Brasil, 2017b; Ribani
et al.,2004).

A determinagdo de LD pela relagdo sinal-ruido ¢ realizada pela comparacao entre: os
sinais medidos dos ruidos dos brancos, linha base do sinal analitico; e a partir de amostras em
baixas concentragdes conhecidas do analito, afim de estimar a concentracdo minima em que
esse analito pode ser detectado (Ribani et al., 2004). Segundo o INMETRO, o critério de
aceitagio estabelecido para esta figura de mérito ¢ uma relagdo sinal-ruido 3:1 ou 2:1. E
interessante salientar que a regido do ruido do branco deve ser a mesma do sinal medido na
amostra. (INMETRO, 2020).

Neste trabalho, o LD foi avaliado pela relagao sinal-ruido e calculado pela Equagao 17:

3. Sp- CA
LD = —— (17)
Hmax - Hmin
na qual s, ¢ o desvio padrdo amostral da linha base, C4 ¢ a concentragao do analito, H,,,, € a
altura méxima do pico do analito e H,,;;, ¢ a altura minima do pico do analito (Faria; De Souza;
De Oliveira, 2008).

Independentemente da abordagem estabelecida para estimar o valor de LD,

considerando aquelas preconizadas pelos compéndios oficiais, este deve ser confirmado por
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meio da andlise de amostras auténticas (independentes) no mesmo nivel de concentracdo do
LD, a partir de 6 réplicas. Se algum dos ensaios ndo for detectado, significa que o LD

possivelmente estd subestimado, sendo necessario sua reavaliagdo (INMETRO, 2020).

1.11.5 Limite de quantificacdo

O limite de quantificagao (LQ) representa a menor concentragao do analito presente em
uma amostra que pode ser determinada sob um determinado procedimento experimental, com
precisdo e exatidao apropriadas (Brasil, 2017b; ICH, 2022; Ribani et al., 2004).

Assim como o LD, o valor de LQ também pode ser avaliado por meio do método visual,
da relacao sinal-ruido ou da relagdo entre a estimativa do desvio padrao da resposta (que pode
ser a estimativa do desvio padrao do branco, da equacdo de regressdo ou do coeficiente linear
da equagdo) e a inclinacdo da curva analitica (Ribani ef al., 2004). Os mesmos procedimentos
para determinacao da relacao sinal-ruido de LD podem ser adotados para a determinagao desta
abordagem no LQ, entretanto, utilizando-se como critério de aceitacao para a estimativa do LQ
uma relagao sinal-ruido de 10:1 (INMETRO, 2020).

Diante dessas consideragdes, neste trabalho, o LQ foi avaliado pela relag¢ao sinal-ruido

e calculado pela Equacao 18:

10.s,.C,
LO = _~2Spla (18)

Hmax - Hmin

em que s, € o desvio padrao amostral da linha base, C4 ¢ a concentragdo do analito, H,,,, ¢ a
altura méaxima do pico do analito e H,,,;;, ¢ a altura minima do pico do analito (Faria; De Souza;

De Oliveira, 2008).

1.11.6 Calibraciao

Na determinagdo de um analito, a sua concentragdo em uma amostra nao ¢ uma grandeza
observavel, sendo monitorada de maneira indireta mediante registro de outras grandezas,
associadas as propriedades fisico-quimicas do sistema. Diante disso, ¢ necessario estabelecer
uma relagdo que associe as medidas experimentais com a concentracao do analito, processo

denominado calibragao (Pimentel; Neto, 1996).
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Sob esta otica, o processo de calibragdo pode ser compreendido em duas etapas.
Inicialmente pela etapa descritiva, na qual as medidas experimentais realizadas em padrdes
analiticos, de concentracao conhecida, sao utilizadas na elaboracdo do modelo que relaciona a
grandeza monitorada com a concentragao do composto de interesse. Na segunda etapa, a parte
preditiva, esse modelo ¢ utilizado para inferir sobre a concentragdo de um analito em outras
amostras, a partir dos sinais analiticos registrados dessa nova realidade amostral (Pimentel;
Neto, 1996). Com isso, a calibracao inclui a selecdo do modelo, isto €, a especificagdo da sua
forma funcional, a estimativa dos parametros do modelo e dos erros associados a essas
estimativas, e a validacdo do modelo (Barros Neto; Pimentel; Aratjo, 2002).

Ao que diz respeito a descricdo da fun¢do do modelo, no contexto de validacdo de
métodos analiticos, alguns procedimentos de calibragdo sao comumente empregados, como:
padronizacdo externa; padronizacao interna; superposi¢ao de matriz; e adi¢ao padrao (Ribani
et al., 2004), de tal modo que esses métodos de calibragdo, na etapa preditiva, devem levar em
consideragdo as propriedades fisico-quimicas dos padrdes analiticos e da amostra; os
pressupostos estatisticos para construgdo da relacdo matematica, chamada de curva analitica;
bem como a aplicabilidade, custo, tempo de andlise, técnica analitica, exatidao requerida
(Pimentel; Neto, 1996), quantidade de amostra disponivel, e a ser analisada; impacto da fase
pré-analitica; faixa de concentracdo esperada para o analito; interferentes (Skoog; Holler;
Crouch, 2018), ou até mesmo se a fungao ¢ linear, ou se passa pela origem (Thompson; Ellison;

Wood, 2002), dentre outros fatores.

1.11.7 Linearidade

A linearidade representa a habilidade que um método apresenta em fornecer resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito, dentro de um intervalo
especifico de concentragdes na qual o método sera aplicado (ICH, 2022).

Para a determinagao da linearidade, é recomendado um minimo de cinco concentragdes
distribuidas de forma adequada ao longo da faixa; no entanto, concentragdes adicionais podem
ser necessarias para modelos mais complexos. Outras abordagens devem ser justificadas (ICH,
2022).

Diversas abordagens para o método de adicao padrdo sdo possiveis (Bader, 1980), e sua
aplicabilidade depende do objetivo e contexto analitico. Dentro desta perspectiva, uma

alternativa as curvas analiticas tradicionalmente utilizadas, o uso da adi¢cdo padrdao de ponto
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unico (do inglés single-point standard addition, SPSA) ¢ um procedimento de calibracao
aplicavel ao contexto no qual a faixa esperada de concentracdes do analito é pequena (Harvey,
2000) (Cardone; Palermo; Sybrandt, 1980; De Souza ef al., 2020).

Alguns trabalhos na literatura fizeram uso dessa metodologia (De Oliveira Neves; Leal
de Oliveira, 2020; De Souza et al., 2020; Do Nascimento et al., 2023; Neves; De Oliveira,
2020), uma condi¢do de contorno a analise da linearidade em uma faixa de concentracdo, como
de costume. O método de SPSA garante uma relagao linear entre a concentracdo do analito e o
sinal analitico, entretanto, avaliado em unico nivel de concentracao. Nao obstante, o0 aumento
no niamero de niveis na calibragdo pode aumentar a precisdo e exatidao. Diante dessas
consideracdes, o método de SPSA ¢ um método simples e rapido, além de levar em

consideragdo o efeito de matriz na construcao do modelo.
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2 OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho consiste em desenvolver e otimizar um método por
cromatografia capilar eletrocinética micelar com deteccao direta por arranjo de diodos (MEKC-

DAD) para andlise e estudo de degradacgdo forgada do molnupiravir.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

a) otimizar o eletrélito de corrida através de um planejamento de experimentos para
analise do molnupiravir e NHC;

b) avaliar os parametros de validagdo para o método analitico otimizado;

c) avaliar o desempenho da metodologia analitica na detec¢do dos produtos de

degradacao gerados sob as condigdes de estresse em meio alcalino.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesta sec¢ao sao detalhados os materiais e métodos utilizados no decurso deste trabalho.

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes e padrdes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e a agua
foi purificada por deionizagdo (Sistema Milli-Q, Millipores, Bedford, USA). Metanol (MeOH)
grau UV/HPLC, hidréxido so6dio P.A. (NaOH) e acido cloridrico (HCI1) P.A. foram adquiridos
da Dinamica (Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); Tris(hidroximetil) aminometano P.A. (Tris),
bicarbonato de sodio P.A. (NaHCO3), carbonato de so6dio anidro P.A. (Na,CO3), tetraborato de
sodio anidro P.A. (TBS) (P6) (NaxB4O7), fosfato de sddio monobasico anidro P.A. (NaH2PO4),
fosfato de sodio dibasico anidro P.A. (Na2HPOys), peroxido de hidrogénio P.A. (H20z) e dodecil
sulfato de sodio (do inglés sodium dodecyl sulfate, SDS) da Vetec Quimica Fina (Duque de
Caxias, Rio de Janeiro, Brasil).

Os padrdes de NHC e molnupiravir foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo,
Brasil), grau HPLC com pureza superior a 98%. As solucdes estoques individuais de NHC e de
MPV na concentragdo de 500 mg L™ foram preparadas em 4gua deionizada ou solugio tampdo,
com pH ajustado no valor de interesse, e estocadas em geladeira. As misturas dos padrdes dos
farmacos, NHC e MPV, descrita como solugao MIX, foram preparadas no dia da inje¢ao a partir
da dilui¢do conveniente dos estoques, em agua deionizada.

A matéria-prima de molnupiravir foi fornecida pelo Grupo de Pesquisas em
Metodologias Sintéticas (GPMS), vinculado ao Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora, cujo protocolo de desenvolvimento foi reportado por Pereira e
colaboradores (2022) (Pereira et al., 2022).

A solucdo aquosa de NaOH na concentragio de 1 mol L' foi preparada para o
condicionamento do capilar e limpeza entre as corridas. Neste ultimo procedimento, também
foi provida a solucdo de HCI na concentragdo de 1,0 mol L.

A solucao estoque do fosfato (NaH,PO4/Na;HPO4), em pH 7,2, foi preparada na
concentra¢io de 200,0 mmol L em 4gua deionizada, e armazenada em geladeira. No dia da
realizacdo dos ensaios foi diluida para concentragdo pertinente, em dgua deionizada.

A solucao estoque do tampao Tris/HCI, em pH 8,2, foi preparada na concentragao de
200,0 mmol L!/100,0 mmol L' em 4gua deionizada, e armazenada em geladeira. No dia da

realizacdo dos ensaios foi diluida para concentragdo conveniente, em dgua deionizada.
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A solugdo estoque do tampao borato, em pH 9,7, foi preparada na concentragao de 200,0
mmol L (50 mmol L' de TBS), em 4gua deionizada, e estocada em geladeira. No dia da
realizagdo das analises foi diluida concentragdo apropriada, em agua deionizada.

A solucao estoque do tampao carbonato NaHCO3/Na>COs, em pH 10,4, foi preparada
na concentragio de 200,0 mmol L™! em 4gua deionizada, e armazenada em geladeira. No dia da
realizacdo dos ensaios foi diluida para concentragdo conveniente, em dgua deionizada.

A solugdo estoque de dodecil sulfato de sddio foi preparada em agua deionizada na
concentragio de 250,0 mmol L', e estocada em geladeira. No dia da realizagdo dos ensaios foi

diluida para a concentragdo adequada do estoque, em dgua deionizada.

3.2 PREPARO DE AMOSTRA

As solugoes estoques de matéria-prima de molnupiravir na concentracdo nominal de 500
mg L' foram preparadas 4gua deionizada, e estocadas em geladeira. No dia da realizagio das

analises foram diluidas pra concentragao conveniente, em agua deionizada.

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Nesta secdo sdo descritos os procedimentos experimentais implicados no

desenvolvimento deste trabalho.

3.3.1 Eletroforese Capilar

Os experimentos por eletroforese capilar foram realizados, integralmente, em
equipamento Agilent Technologies modelo 7100 CE (Palo Alto, Califérnia, EUA), disponivel
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. O dispositivo ¢ equipado
com detector de arranjo de diodos (do inglés diode array detector, DAD) e software de
aquisi¢do, controle e tratamento de dados ChemStation A.06.01 (Agilent Technologies, Palo
Alto, EUA).

Ainda sobre os experimentos mediados por -eletroforese capilar, os capilares
empregados foram de silica fundida revestido de poliimida (Polymicro Technologies, Phoenix,
EUA) com comprimento total de 48,5 cm e 40,0 cm de comprimento efetivo, 75 pm de didmetro
interno (d.i) e 375 um de didmetro externo (d.e). Além disso, a temperatura do cartucho foi

mantida a 25 °C e o sistema operado sob polaridade normal com aplicagdo de voltagem
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constante de + 20 kV, e inje¢do hidrodindmica das amostras a 25 mbar por 4 s. As analises
foram realizadas em comprimento de onda de 236 nm e 240 nm.

O planejamento experimental foi realizado sob as condi¢des experimentais descritas
anteriormente, bem como o método otimizado.

Testes posteriores a etapa de otimizag¢ao foram realizados em capilares de silica fundida
revestido de poliimida (Polymicro Technologies, Phoenix, EUA) com comprimento total de
68,5 cm e 60,0 cm de comprimento efetivo, 50 um de diametro interno (d.i) e 375 um de
diametro externo (d.e). Isto ¢, modificou-se somente as dimensdes do capilar (comprimento
total e efetivo, e o d.i) anteriormente empregado, mantendo as demais condi¢des experimentais

conforme ja haviam sido descritas.

3.3.2 Espectroscopia de absor¢ao ultravioleta-visivel

Os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS), dos padrdes dos
farmacos de molnupiravir ¢ NHC, foram obtidos experimentalmente no espectrofotometro
Ocean Optics modelo USB2000+XR1-ES, disponivel no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora, usando cubetas de quartzo de caminho 6ptico igual a 1,0
cm. Em paralelo, em todas andlises realizadas por eletroforese capilar, os espectros de absor¢ao
na regido do ultravioleta foram obtidos a partir do sistema de detec¢do por arranjo de diodos

inerente ao aparelho.

3.4 PROCEDIMETO ANALITICO

Todas as solugdes cujo valor de pH foi ajustado foram mediadas em pHmetro digital
Digimed modelo DM-22, utilizando o eletrodo modelo DME-CV1, disponivel no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Para a utilizacdo de um novo capilar foi realizado um condicionamento total de 80
minutos (min), fracionado em flush de 40 min de solugdo aquosa de NaOH 1 mol L™, seguido
por 20 min de 4gua deionizada e, por tltimo, 20 min da solugdo do eletrolito de trabalho.

Em um novo dia de trabalho, no inicio das analises, o capilar foi condicionado com
solugdo aquosa de NaOH 1 mol L™! por 20 min, 4gua deionizada por 10 min e eletrélito por 10

min, respectivamente.
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Em testes iniciais, a limpeza intercorrida do capilar foi realizada com flush de solucao
aquosa NaOH 1 mol L! por 1 min, flush de 4gua deionizada por 1 min e flush de solucdo do
eletrolito por 1 min.

A limpeza do capilar entre as corridas foi efetuada na devida ordem: solugdo aquosa de
NaOH 1 molL"', 4gua deionizada, solugdo de HCI 1,0 mol L', 4gua deionizada e eletrélito, com
flush de 1 minuto cada, totalizando 5 min de condicionamento intercorrida.

Ao final do dia de trabalho, o capilar foi submetido ao condicionamento final, descrito
pela seguinte sequéncia de lavagem: solucdo aquosa de NaOH 1 mol L' por 10 min e dgua
deionizada por 10 min. Posteriormente, o capilar permaneceu dentro do cartucho e a parte do
equipamento de eletroforese capilar.

Os eletrodos de platina foram lavados, ao inicio e fim de cada dia de trabalho, com
alcool isopropilico e metanol, nesta ordem, por 15 min cada em banho ultrassonico a
temperatura ambiente, conforme rotina de trabalho implementada pelo Grupo de Quimica
Analitica e Quimiometria (GQAQ), do Departamento de Quimica da UFJF.

As micropipetas utilizadas eram calibradas amiude a fim de mitigar os possiveis erros
sistematicos, levando em consideracao a exatidao e precisao das analises.

A cela de deteccdo foi lavada, regularmente, com 4alcool isopropilico em banho
ultrassonico por 15 min.

Todas as vidrarias utilizadas foram lavadas em lavadora ultrassonica por essa ordem: 15
min em detergente Extran MA 02 na propor¢ao de 10 mL do mesmo para 2 L de agua, 15
minutos com agua e alcool comercial na propor¢ao de 10 mL para 2 L de agua, terminado o

processo pelo enxague por 5 vezes com agua deionizada.

3.5 DEGRADACAO FORCADA EM MEIO ALCALINO

O estudo da degradagdo forgada do molnupiravir foi conduzido expondo a matéria-
prima do farmaco as condic¢des de estresse, como teste inicial, por hidrolise alcalina, conforme

descrito no Quadro 7.

Quadro 7 - Procedimento de degradacao utilizado nas diferentes condigdes do estudo de

degradagdo forgada

Fator de estresse Agente de degradacdo Temperatura Coleta
Hidrélise alcalina | Solugdo de NaOH a 0,1 mol L' ambiente Oh, 2h, 8h e 10h
Fonte: Adaptado de Farias (2020).
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3.5.1 Preparo da solu¢io degradante alcalina

A solucio estoque do hidroxido de sddio foi preparada na concentragio de 1 mol L' em
agua deionizada, e armazenada a temperatura ambiente. No dia da realizacdao dos ensaios foi

diluida para concentracdo conveniente, em agua deionizada.

3.5.2 Procedimento da degradacido, em meio alcalino

A solucdo estoque da amostra de matéria-prima foi preparada com concentragdo
nominal de 550 mg L', e diluida com solugdio degradante, para a concentragio tedrica de 250
mg L, valor equivalente a concentragiio do padrio utilizada na otimiza¢io do método.

Para isso, uma aliquota de 228 pL da solugdo estoque de matéria-prima, foi adicionada
em vial Aambar de 2 mL. Em seguida, a solucio estoque de NaOH 1 mol L™! foi diluida para 0,1
mol L', e 50 uL desta solugio de foi adicionado ao vial, e 222 uL de 4gua deionizada foram
adicionados a mistura a fim de completar o volume final de 500 pL. Apds a homogeneizagao
da solugdo em vortex, por 30 s, o vial foi levado ao equipamento para andlise utilizando o

método analitico otimizado.

3.6 TRATAMENTO DOS DADOS

Os softwares utilizados para o tratamento estatistico dos dados foram: Excel, incluso no
pacote da Microsoft Office 2019 Professional Plus 2019, e OriginPro 2018 SR1 b9.5.1.195
(OriginLab Corporation, Northampton, MA 01060, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta se¢do sao descritos os resultados dos experimentos conduzidos para o
desenvolvimento da metodologia analitica, etapa que envolve a adaptacdo de metodologias
previamente validadas, ou proposi¢do original a partir da aplicagdo de conhecimentos para
desenvolver um método adequado (Eurachem, 2014). Diante dos conceitos de equilibrio-
quimico, curvas de mobilidade efetiva, ¢ mecanismos de separagdo em técnicas de
eletromigracdo em capilar, diversos métodos por CE de zona foram implementados, sendo

permeados por um processo de otimizacdo utilizando planejamento de experimentos.

4.1 SELECAO DO COMPRIMENTO DE ONDA

Nos experimentos de eletroforese capilar, a fim de selecionar o comprimento de onda
mais apropriado para realizar a detec¢do do molnupiravir e NHC, foram avaliados os espectros
de absorcao na regido UV-VIS de ambos os farmacos obtidos por espectrofotdmetro, com
cubeta de 1,0 cm de caminho 6tico. Na Figura 11 sdo apresentados os espectros de absorcao de
ambas as substancias, e pode-se afirmar que nas proximidades de 236 nm esta compreendido o
comprimento de onda (A1) 6timo para a detecgdo, isto é, aquele que apresenta maior intensidade
do sinal da absorbancia. E interessante salientar que os espectros de absor¢do dos analitos sdo
essencialmente similares, refletindo as caracteristicas estruturais de ambas as moléculas,
considerando a presenca dos mesmos grupos cromoforos significativos para a absortividade
molar, no comprimento de onda mencionado, possivelmente associado a presenca do grupo 4-
(hidroxiamina)pirimidin-2(1H)-ona ou N(4)-hidroxicitosina. Portanto, como ambos os
farmacos possuem absortividade molar significativa, em 236 nm, A com maximo valor de
absorbancia, deliberou-se que todos os experimentos por eletroforese capilar seriam realizados

utilizando a detecgdo direta no comprimento de onda em questao.
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Figura 11 — Espectros de absor¢ao do molnupiravir (vermelho) e do NHC (azul), na

concentragdo de 18 mg L' e 14 mg L', respectivamente

1.0 HO,  OH

[ "5 Q
/A\/ O\/\ )\N/\N
o o \\/ o

H

Absorbancia
o
(4]
1

0.0
T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

4.2 TESTES PRELIMINARES DE SEPARACAO POR CZE

O éxito na separacdo dos analitos por CZE tem como parametro critico o eletrdlito
utilizado, visto que a variagdo no pH do tampao que compde o eletrolito pode modificar o fluxo
eletrosmotico (EOF) ou a mobilidade efetiva, p,r. Diante disso, uma estratégia interessante
para verificar em qual intervalo de pH a separagdao seria bem sucedida, o que significa
identificar onde a mobilidade efetiva de cada um dos analitos se diferencia, poderia ser feita
mediante o estudo da curva de s versus pH (Legendre; Ferrance; Landers, 2007; Spudeit et
al., 2016).

Com essa motiva¢do, a fim de obter a curva de mobilidade efetiva do NHC e
molnupiravir, foi realizado o estudo da mobilidade eletroforética destes analitos, Uyyc € Uypy,
respectivamente, apos a inje¢do da solucdo aquosa contendo uma mistura dos padrdes dos
farmacos (solugdo MIX), na concentragdo de 250 mg L™ cada, em diferentes eletrolitos. As
condi¢des experimentais utilizadas para a determina¢do da mobilidade eletroforetica, ., dos
analitos foram idénticas para os distintos eletrolitos avaliados, e os eletroferogramas do
eletrolito (linha marrom), do metanol (linha azul), e da mistura dos padrdes dos farmacos,

solugdo MIX, (linha preta) sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 — Eletroferogramas da solugdo MIX com diferentes eletrolitos avaliados por CZE

L] 8]
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Os eletrolitos avaliados foram solugdo tampao fosfato, em pH 7,2 (A); solug¢do tampao Tris ¢ HCI, em
pH 8,2 (B); solugdo tampao TBS em pH 9,7 (C); solucdo tampao carbonato, em pH 10,4 (D); na
concentragdo de 20,0 mmol L! para todas as solugdes, diluidas a partir das suas respectivas solugdes
estoque. Condi¢des de analise: capilar de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm efetivo); 75 pm d.i,
375 um d.e; inje¢do hidrodinamica 25 mbar por 4,0 s; deteccdo em 236 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

E interessante salientar a partir da Figura 12, que diante das condigdes experimentais
definidas, ndo houve separagdo dos farmacos por CZE, tendo em vista que o tempo de migragao
dos analitos sdo iguais em todos os eletrolitos avaliados. Dessa forma, para facilitar a
representacdo do calculo das mobilidades eletroosméticas de ambos analitos, Uygc, € Uppyss
ambas serdo denotadas apenas por ,ps, assim como o tempo de migragdo do NHC, tyyc, ©
molnupiravir, typy, sendo descritos somente como t,,g, considerando a mistura de farmacos
como um unico composto, atentando-se para o perfil de separagao.

O calculo das mobilidades fie), Uops, € @ mobilidade do fluxo eletrosmotico, fysm, foi
respaldado pelas Equagdes 6, 9 e 5 (Baker, 1995), nessa ordem, e os valores podem ser

visualizados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Valores extraidos dos eletroferogramas para o calculo da mobilidade eletroforética

dos farmacos

Eletrolito tobs teor ey
(20,0 mmol L) (min) (min) 107 (cm? st v
Tampao fosfato, em pH 7,2 3,342 3,368 0,374
Tampao Tris/HCI, em pH 8,2 2,981 3,075 1,652
Tampao TBS, em pH 9,7 2,694 2,081 -17,690
Tampao carbonato, em pH 10,4 2,449 2,254 -5,720

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

E interessante destacar os valores negativos, apresentados na Tabela 1. Tais valores de
mobilidade eletroforética para os analitos, podem ser racionalizados por meio da Equacao 9.
Algebricamente, u,,, < 0 significa que o analito se move em diregdo contraria ao EOF, diante
das condic¢des experimentais avaliadas: EOF e polaridade normal. Outra maneira mais intuitiva
pode ser mediante analise dos eletroferogramas da Figura 12.C e D, em ambos, o EOF possui
um tempo de migra¢do menor (pico azul), evidenciando que eles migram até o detector com
velocidade maior que a dos analitos. Além disso, € observado o aumento nos dos valores da g,
dos analitos a medida em que ha o aumento no valor de pH do meio, conforme esperado.
Entretanto, o valor da mobilidade eletroforética em tampao TBS, pH 9,7, possui valor
discrepante, em magnitude, em relagdo aos demais, possivelmente associado ao acumulo de
cargas na formagdo da dupla camada elétrica, no interior do capilar, devido a formacao de
complexos i6nicos do tampao. Enquanto que em 7,2 < pH < 8,2, os analitos tem mobilidade
positiva, migrando com velocidade eletroforética na dire¢do do catodo, mesmo sentido do EOF.
A magnitude destes valores estd em conformidade com perfil dos eletroferogramas, pois o pico
do EOF esta junto ao pico dos analitos.

Na separagao de compostos que possuem carater de eletrélito fraco, deve-se considerar
a contribuicdo da molécula ionizada e a ndo ionizada, com mobilidade zero; a fragdo de
distribuigdo de todas as espécies, a, € a mobilidade eletroforética do analito, uep. Para o calculo
da distribuicao das espécies presentes nos equilibrios quimicos do sistema acido-base diprotico,
conforme Bronsted—Lowry, a partir de solu¢des aquosas de NHC e o molnupiravir, os valores

de ay, @, e a, sdo dados pelas equacdes 19, 20 e 21, nesta ordem (Skoog, 2006):
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10—2pH

- 19
10-2PH 4 10-PKal1Q-PH 4 10-Pkal](Q-pkaz (19

4]

B 10—pH10—pka1 (20)
1= 10-2pH 4 10-PKa110-PH 4 10-Pkal](-PKa2

10—pka1 10—pka2

- 21
10-2PH 4 10-PKal1Q-PH 4 10-Pkal](Q-pkaz D

2%)

em que ag, @ € a, representam a distribuicao das espécies cationica, neutra e anionica, nesta
ordem, presentes nos sistema acido-base de cada um dos analitos, em um dado valor de pH. As

constantes de dissociagdo acida dos analitos sdao pK,; € pK,,.
Na Figura 13 ¢ apresentado as curvas de distribui¢do das espécies de NHC em fungao
do pH, sendo possivel inferir que em pH inferior a 6,0 a forma neutra ¢ a espécie predominante

da molécula, e em valores de pH superiores a 8,0, a espécie anidnica prevalece.

Figura 13 — Valores a para cada espécie de NHC em fung¢ao do pH.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Considerando o mesmo silogismo para o molnupiravir, em pH inferior a 4,0 a espécie

predominante ¢ neutra, enquanto que em valores de pH superiores a 9,0, a espécie aniOnica
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prevalece, conforme valores a para cada espécie de molnupiravir em funcdo do pH,

apresentadas na Figura 14.

Figura 14 — Composic¢ao de solu¢des de molnupiravir em fungao do pH.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Dessa forma, outra maneira de avaliar a separacdo dos analitos pode ser feita pelas

curvas de mobilidade efetiva em funcdo do pH, conforme Figura 15.

Figura 15 — Curvas de mobilidade efetiva para o NHC e o molnupiravir em fungao do pH.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Diante dos dados até entdo apresentados, parece haver uma informagao conflitante entre
o perfil de separagao dos farmacos e a informagao que pode ser extraida tanto das curvas de
distribuicdo (Figuras 13 e 14), quanto das curvas de mobilidade efetiva (Figura 15), para ambos
os compostos. E possivel observar na Figura 15, que entre valores de pH 6,0 e 9,0 a separagdo

dos farmacos seria possivel por CZE, dado a diferenca de mobilidade efetiva entre os analitos.
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Entretanto, este comportamento nao € observado nos eletroferogramas apresentados na Figura
12.

E interessante salientar que os calculos envolvidos, neste trabalho, na construgdo das
curvas de mobilidade efetiva ndo conseguem descrever e abranger todos os fendmenos fisico-
quimicos que se procedem no interior do capilar, no momento da separagdo, o que pode
influenciar diretamente nos valores das mobilidades efetivas de cada espécie. Neste sentido,
mais estudos seriam necessarios para corroborar com a hipotese dos sistemas de complexagao
que poderiam ser formados a partir da matriz dos tampdes, ¢ interacao destes com os analitos,
sobretudo no uso de TBS, evento que pode estar ocorrendo neste sistema eletrolitico. Além
disso, outro questionamento pertinente seria avaliar quais os valores mais adequados das
constantes de dissociagdo acida (Ka) dos analitos, mediante titulagao potenciométrica, uma vez
que os valores disponiveis na literatura sao baseados em célculos teoricos. Assim, os valores
das constantes de dissociacdo 4acida interferem diretamente nos calculos das fracdes de
distribuicdo das espécies () predominantes em diferentes intervalos de pH, que por sua vez,
modificam o perfil da curva de mobilidade efetiva dos compostos de interesse.

Dessa forma, as curvas de mobilidade efetiva da Figura 15 ndo descrevem, nas
condigdes experimentais avaliadas, o perfil de separagdo dos analitos, conforme os
eletroferogramas da Figura 12, levando a conclusao que nao houve éxito na separacao dos
farmacos por CZE. A separagdo ¢ uma agremiagdo de duas estratégias: maximizagdo das
diferengas entre as mobilidades efetivas dos solutos e minimizacao das causas de alargamento
das zonas. Assim, uma possivel alternativa, em referéncia a primeira abordagem, seria a adi¢ao
de agentes tensoativos i6nicos na composi¢ao do eletrélito a fim de alterar a mobilidade dos

analitos.

4.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Neste contexto, o estudo da otimizacdo da composicao do eletrélito foi realizado a partir
de um planejamento fatorial 3%, sendo utilizados padrdes dos farmacos molnupiravir e NHC, a
fim de investigar qual eletrolito proporcionaria o melhor perfil de separagao entre esses analitos.
Os fatores avaliados foram o valor de pH, a partir de solugdes tampdo distintas com
concentragio fixada em 20,0 mmol L', e a concentracdo de SDS, havendo trés niveis para cada

fator, conforme matriz de planejamento descrita na Tabela 2.
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Tabela 2 — Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 32

Niveis
Fator
-1 0 +1
Tris/HCI TBS NaHCO3/Nax;COs3
1  Solugio tampdo (20,0 mmol L)
(pPH=382) (pH=9.7) (pH=10,4)
2 Concentra¢do de SDS (mmol L) 20,0 40,0 60,0

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Neste caso, entende-se como condi¢cdo 6tima aquela com melhor perfil de separacgao
entre todos os picos evidentes no eletroferograma em estudo, de modo tautdcrono, € no menor
intervalo de tempo possivel. Dessa forma, pode-se elucidar tanto o carater qualitativo, pelo
perfil de separagdo, quanto o viés quantitativo, através da resolucdo cromatografica, para a
variavel resposta do planejamento fatorial em questao, dispondo de tais estratégias conforme
necessarias.

O viés quantitativo do perfil de separacdo poderia ser analisado mediante a resolucao
cromatografica, entretanto, devido ao ICE limitado pela cromatografia capilar eletrocinética
micelar (MEKC), hd uma alteragdo na expressao utilizada para o calculo da resolugdo
cromatografica convencional. Dessa forma, de acordo com Nishi e Terabe (Terabe; Otsuka;

Ando, 1985), a resolucdo em MEKC ¢ dada pela Equacdo 22:

V-1 ks N[ 1 e
Re = T( ¢ ) <1 + ké) 1+ (", )k =

A , . k3 ..
sendo N a eficiéncia representada como o numero de pratos tedricos, ¢ = k—f a seletividade, na
1

qual os indices 1 e 2 subscritos fazem referéncia a ordem de elui¢do dos analitos; ty ¢ o tempo
de retengdo de um marcador neutro ¢ k' o fator de capacidade ou coeficiente de partigdo dos
analitos.

Quando o tempo de migrag¢do da micela (¢,,.) ¢ muito maior que o tempo de migragao
do fluxo eletrosmético (t;), o ultimo termo da Equacdo 22 (entre parénteses), tende ao valor
unitario, reduzindo a equacao a cromatografia convencional, conforme Equacao 23 (Terabe et

al., 1984).
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-2 ()

Outro desdobramento dessa relacdo ¢ observado pelo fator capacidade de um analito

neutro, dada pela Equacao 24.

k= T (24)
o t
to=(1-"/t,..)

Quando t,,. ¢ muito maior que o tempo de retencao para um analito neutro (t,), a

expressao do fator de capacidade é equivalente a utilizada em cromatografia, de acordo com a

Equagao 25 (Terabe et al., 1984).

t, — to
=T

k' (25)

Contudo, quando se trata de um soluto eletricamente carregado, o fator capacidade ¢
descrito pela Equagdo 26 (Baker, 1995), na qual p,, representa a mobilidade eletroosmética,

Uep a mobilidade eletroforética do analito, na auséncia de micela, € fi,, a mobilidade da micela.

’ .ueo/’uep -1
e T
L=""

Com isso, a fim de analisar os pares criticos de dois picos consecutivos

(26)

quantitativamente, seria necessario injetar além de um marcador de fluxo, como MeOH, para
obtengao de t,, um marcador neutro como Sudan III, para obten¢ao de t,,. para os diferentes
eletrélitos de corrida avaliados. Rigorosamente, o calculo da resolu¢do em MEKC implicaria
em um maior numero de experimentos na avaliagao da separagdo entre molnupiravir e NHC,
analitos eletricamente carregados nas condi¢des estabelecidas. Uma vez que a finalidade do
planejamento experimental ¢ angariar as melhores condi¢des juntamente com um numero
reduzido de experimentos, optou-se por efetuar um julgamento qualitativo do perfil de
separagdo, a partir do planejamento experimental desenvolvido (Hancu et al., 2013).

Diante destas consideragdes, nesse planejamento, a analise dos padrdes dos farmacos
foi realizada a partir de uma solugio aquosa MIX, composta por 250 mg L™! de MPV e 250 mg
L' de NHC, mediante a diluigdo das respectivas solugdes estoque de 500 mg L. Além disso,

os experimentos de eletroforese capilar foram realizados com 3 injegdes consecutivas da
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solugdo MIX, e do metanol, como marcador do tempo de retencdo do fluxo eletrosmoético, uma
vez que se deseja evidenciar as diferencas de mobilidade do EOF e dos analitos, uma condigao
que limitava a separacao por CZE.

Os parametros de analise foram mantidos constantes para todos os niveis experimentais:
capilar de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm efetivo); didmetro interno e externo do
capilar: 75 pm e 375 um, respectivamente; injecdo hidrodinamica de 25 mbar por 4,0 s;
deteccao em 236 nm e 240 nm. O condicionamento intercorridas de 5 min foi definido em flush
de solugdo aquosa NaOH 1 mol L™ por 1 min, flush de 4gua deionizada por 1 min, flush de
solucdo HCI 1 mol L™ por 1 min, flush de 4gua deionizada por 1 min e flush de solugio do
eletrolito por 1 min.

Isto posto, a matriz de coeficientes de contraste para o planejamento fatorial 3% é
apresentada na Tabela 3, totalizando 11 ensaios experimentais, com triplicata no ponto central,

cujos eletroferogramas sao expostos na Figura 16.

Tabela 3 — Matriz de coeficiente de contraste para um fatorial 32

Ensaio” Concentrag¢do de SDS (mmol L) Solugcdo Tampao
A (2) -1.00 -1.00
B (11) 0.00 -1.00
C(5) 1.00 -1.00
D (8) -1.00 0.00
E (3) 0.00 0.00
F (6) 1.00 0.00
G 4) -1.00 1.00
H (10) 0.00 1.00
1(7) 1.00 1.00
J (1) 0.00 0.00
K (6) 0.00 0.00

A ordem de execugdo dos experimentos ¢ denotada pelo algarismo entre parénteses.
Niveis: Concentragdo de SDS (mmol L): (-1) 20; (0) 40; (1) 60. Solugdes tampao (20 mmol L1): (-1)
tampao Tris/HCI em pH = 8,0; (0) tampao TBS em pH = 9,0; (1) tampao carbonato (NaHCO3/Na,CO3)
em pH = 10,0.

Fonte: Proprio autor.

A ordem dos experimentos foi apresentada na Tabela 3, pois almejava-se avaliar o
planejamento considerando ferramentas estatisticas. Entretanto, a significAncia quimica

prevaleceu na otimizagdo. Conforme apresentado na Figura 16, o carater qualitativo se mostrou
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satisfatorio para a escolha do melhor perfil de separagdo dos analitos. Assim, uma avaliacao
mais criteriosa de cada nivel experimental ¢ descrita a seguir.

Nos ensaios D, E, J, K e F correspondentes ao eletrélito contendo SDS na concentragao
de 20,0, 40,0, 40,0, 40,0 e 60,0 mmol L', respectivamente, juntamente com solucdo tampio
TBS 20,0 mmol L', em pH 9,7, ndo houve separacido dos analitos em nenhum dos niveis de
SDS avaliados, considerando a auséncia de dois picos no eletroferograma. Neste contexto, a
intensidade do sinal analitico, em cada ensaio, e a separagao incompleta entre os picos do ensaio
F corroboram para tal afirmacao.

Em contrapartida, os analitos foram separados em todos os ensaios com solucdo tampao
Tris/HC1 20,0 mmol L', em pH 8,2, na composi¢io do eletrélito. Nestas condi¢des (A, B e C),
embora a separacao entre os analitos tenha sido eficiente (em azul), um dos analitos possui o
mesmo tempo de retengdo que o fluxo eletrosmético (EOF), evidenciado pela sobreposi¢ao do
pico de metanol (laranja) com um dos analitos (em azul), comportamento observado em todos
os fatores de SDS considerados (A - 20,0; B - 40,0 e C - 60,0 mmol L). Com isso, tais
caracteristicas inviabilizam a utilizacao destas condi¢des de analise.

Em todos os ensaios realizados com eletrolito em pH 10,4 (G, H e I), contendo solugao
tampdo carbonato (NaHCO3/Na,CO3) 20,0 mmol L', a separacio entre os analitos pode ser
considerada eficiente, de modo que separacao entre o NHC e MPV, ¢ entre os dois analitos € o
fluxo eletrosmoético aumentam a medida em que a concentragdo de SDS se torna maior na
composi¢ao do eletrélito. Entretanto, a baixa resolugdo, ainda que identificada de maneira
qualitativa, entre o pico do analito com menor tempo de retencdo e o fluxo eletrosmotico,
observado no ensaio G, ndo demonstra um perfil de separagao satisfatorio.

Ao avaliar a os eletroferogramas referente aos ensaios H e I, o ensaio | apresenta maior
resolucao entre todos os picos de forma simultanea, havendo uma separacao eficiente entre o
pico do analito com menor tempo de retengdo (pico 1), em azul, e o pico alusivo ao fluxo
eletrosmotico (EOF) indicado pelo metanol (laranja), juntamente com o aumento da resolucao

entre os pares criticos, entre o pico 1 e o analito com maior tempo de retengao (pico 2).
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Figura 16 — Eletroferogramas dos 11 ensaios experimentais (A-K) do planejamento fatorial 3,

conforme Tabela 3
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Condicdes de analise: capilar de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm efetivo); 75 um d.i, 375 pm
d.e; injecao hidrodindmica 25 mbar por 4,0 s; deteccdo em 236 nm. Em azul a solugdo MIX, contendo
a mistura dos padrdes de MPV e NHC na concentra¢do de 250 mg L', e em laranja metanol.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Além disso, no ensaio I o aumento da resolugdo entre os farmacos nao acarretou um

aumento no tempo total da corrida. Dessa forma, este ensaio define a condi¢do mais adequada
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para obtencao do melhor perfil de separagdo entre os farmacos, diante do recorte experimental
estudado.

No intuito de identificar a ordem de migragao dos analitos no eletroferograma do ensaio
I, os padrdes dos farmacos foram injetados separadamente sob as condigdes experimentais
otimizadas, conforme apresentado na Figura 17. O NHC (linha preta) e MPV (linha vermelha)

apresentaram tempo de retencgdo typyc de 2,598 min, typy de 3,349 min, respectivamente.

Figura 17 — Eletroferogramas dos analitos NHC (linha preta) e MPV (linha vermelha)

utilizando o eletrolito otimizado

MPV
NHC

55 mAU

S «\Vi__)tt b(f

tempo (min)

*pico nao identificado. Condicdes de analise: capilar de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm efetivo);
75 um d.i, 375 um d.e; inje¢do hidrodindmica 25 mbar por 4,0 s; detecgdo em 236 nm. A solugdo de
NHC (linha preta) na concentra¢do de 250 mg L', e MPV (linha preta) na concentragdo de 250 mg L!.
Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Assumindo o carater anionico de ambas espécies, a ordem de migra¢do dos compostos,
conforme eletroferogramas da Figura 17, pode ser racionalizada mediante a interacdo das
micelas de SDS com os analitos, quanto maior a extensao da associagdo entre soluto/micela
maior o tempo de retencao dos solutos (Tavares, 1997), isto é, o MPV possui maior interagao
com as micelas anionicas do que o NHC, e por isso, possui maior tempo de reten¢do. Estudos
envolvendo técnicas computacionais de simulacdo em dindmica molecular seriam uma
possibilidade para a compreensao mais apurada dos mecanismos de formacao dos complexos

de inclusdo, que poderiam ser formados no equilibrio de parti¢ao, dos farmacos, entre as
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micelas e o tampao de carbonato, e por consequéncia, a sua influéncia na separagdo destes

compostos em MEKC.

4.4 TESTE COM TROCA DAS DIMENSOES DO CAPILAR

Um estudo apds a otimizagao do eletrolito foi propositado, a fim de avaliar a influéncia
na separacao dos analitos, sobretudo na linha base, a partir das alteracdes nas dimensdes do
capilar, aumento no comprimento (total e efetivo) e redugdo do d.i. Diante destas consideragoes,
neste estudo, a andalise dos padrdes dos farmacos foi realizada a partir de uma solugdo aquosa
MIX, composta por 250 mg L' de MPV e 250 mg L' de NHC, mediante a diluigio das
respectivas solugdes estoque de 500 mg L.

Os ensaios foram conduzidos em capilares de silica fundida revestido de poliimida, com
comprimento total de 68,5 cm e 60,0 cm de comprimento efetivo, 50 um de didmetro interno
(d.1) e 375 um de diametro externo (d.e). As demais condi¢des instrumentais e procedimentais
dos parametros otimizados foram utilizadas: temperatura do cartucho mantida em 25,0 °C,
voltagem positiva de 20 kV (modo normal); injecdo hidrodinamica de 25 mbar por 4s; eletrdlito
constituido por solucdo tampao carbonato (NaHCO3/Na>CO3) na concentragdo de 20 mmol L
!, em pH 10.4, e SDS na concentragio de 60 mmol L'; detec¢io em 236 nm; tempo total de
analise 22 minutos. O condicionamento entre as corridas foi estabelecido em flush de solugcao
aquosa NaOH 1 mol L™ por 1 min, flush de 4gua deionizada por 1 min, flush de solugdo HCI 1
mol L™ por 1 min, flush de 4gua deionizada por 1 min e flush de solucio do eletrdlito por 1 min.
Na Figura 18, pode ser observado os eletroferogramas do estudo da modificagao nas dimensoes

do capilar.
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Figura 18 — Eletroferogramas da solu¢do MIX para avaliacdo da troca das dimensdes do

capilar
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Condicdes de analise: capilar de 68,5 cm de comprimento total (60,0 cm efetivo); 50 pm d.i, 375 pm
d.e; inje¢ao hidrodindmica 25 mbar por 4,0 s; deteccdo em 236 nm.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A partir dos eletroferogramas da Figura 18.A, € possivel inferir que houve um aumento
na resolucdo da separagdo dos analitos, entretanto o tempo total de analise ¢ aproximadamente
duas vezes maior em relagdo ao método previamente otimizado, reduzindo a frequéncia
analitica. Além disso, houve uma piora na estabilidade da linha base, aumentando
significativamente a relagdo sinal/ruido, sobretudo nas imediagdes dos picos dos analitos,
conforme apresentado na Figura 18.B. A reducdo no caminho Otico também afetou a
intensidade do sinal analitico, conforme esperado, entretanto, isso afeta negativamente a
sensibilidade analitica. Diante destas consideracdes, sob o recorte em investigacdo, um novo
processo de otimizagao seria necessario. Com isso, o uso de capilares de silica fundida revestido
de poliimida, com comprimento total de 48,5 cm e 8,0 cm de comprimento efetivo, 50 um de
diametro interno (d.i)) possuem melhor desempenho analitico do que os capilares em
investigacdo, sendo portanto empregados nas andlises subsequentes, juntamente com as

condigdes as demais condigdes experimentais previamente estabelecidas.
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4.5 REPETIBILIDADE DO ELETROLITO

A repetibilidade do eletrolito otimizado foi avaliada através da inje¢do de uma solugao
padrdo com a mistura dos farmacos na concentracio de 250 mg L', de cada analito, sob as
mesmas condigdes experimentais por nove vezes consecutivas, ¢ os eletroferogramas
correspondentes sdo apresentados na Figura 19. O pico referente ao EOF possui tempo de
migracao equivalente a 2,353 min. Os valores correspondentes ao RSD% para avaliagdo da area

e tempo de retengdo do molnupiravir (t,py ), sdo apresentados na Tabela 4.

Figura 19 — Eletroferogramas do estudo de repetibilidade do eletrolito otimizado

MPV

55 mAU

tempo (min)

*(n = 9)
Condig¢oes de analise: capilar de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm efetivo); 75 um d.i, 375 pm
d.e; inje¢ao hidrodinamica 25 mbar por 4,0 s; detecgcdo em 236 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Tabela 4 — Estudo da repetibilidade do eletrdlito otimizado para o molnupiravir

Area typy (min)
Média* 111.86 3.317
RSD (%)’ 3.32 0.328

*(n = 9)
Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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Diante dos valores dispostos na Tabela 4, o ensaio experimental [ apresentou baixo valor
de RSD considerando, respectivamente, a area do molnupiravir ¢ o tempo de migracao,
presentes em cada eletroferograma, conforme demonstrado na Figura 19, indicando que o
ensaio experimental [ ¢ a condigdo mais adequada para a analise dos farmacos.

Logo, o método desenvolvido e otimizado pode ser descrito pelo uso de capilar de silica
fundida revestido externamente com poliimida com comprimento total de 48,5 cm (40,0 cm
efetivo) e 75 um d.i x 375 d.e; temperatura do cartucho mantida em 25,0 °C, voltagem positiva
de 20 kV; injecdo hidrodinamica de 25 mbar por 4s; eletrélito constituido por solugao tampao
carbonato (NaHCO3/Na,COs) na concentracdo de 20 mmol L', em pH 10.4, e SDS na
concentragio de 60 mmol L!; deteccdo em 236 nm; tempo total de anélise 12 minutos. O
condicionamento entre as corridas foi estabelecido em flush de solugdo aquosa NaOH 1 mol L~
!'por 1 min, flush de 4gua deionizada por 1 min, flush de solu¢io HCI 1 mol L™ por 1 min, fTush

de 4dgua deionizada por 1 min e flush de solucdo do eletrdlito por 1 min.

4.6 VALIDACAO

Posteriormente a otimizagdo das condigdes eletroforéticas, a validacdo parcial do
método atentou-se aos parametros de seletividade, precisdo, exatidao, limite de detecgdo e
limite de quantificagdo, sendo avaliados por meio de ensaios com solugdes padrao e a matéria-

prima.

4.6.1 Seletividade

A anélise da seletividade do método foi realizada através da comparagao do perfil dos
eletroferogramas da matéria-prima do molnupiravir (amostra), com o MIX dos padrdes dos
farmacos. Também foram injetados o eletrolito, metanol e agua deionizada. A injecdo da
solugdo contendo a mistura dos farmacos na concentragdo de 253 e 250 mg L™ para MPV e
NHC, respectivamente, e a solu¢ao aquosa da matéria-prima na concentragao tedrica de 235,2
mg L, sdo apresentados nos eletroferogramas da Figura 20.

De acordo com os eletroferogramas da Figura 20, ndo sdo identificados a interferéncia
do eletrolito (linha azul), da 4gua (linha verde), e metanol (linha amarela) no eletroferograma
referente a matéria-prima do molnupiravir (linha vermelha), que possui mesmo tempo de

migracdo que o padrdo de MPV, presente no eletroferograma da mistura dos padrdes dos
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farmacos (linha preta). Logo, € possivel concluir que o método ¢ seletivo para o molnupiravir

diante da presenca do NHC, sem efeito de matriz, conforme demonstrado na Figura 20.

Figura 20 — Eletroferogramas do estudo da seletividade do método desenvolvido e otimizado

55 mAU

tempo (min)

Condig¢oes de analise: capilar de 48,5 cm de comprimento total (40,0 cm efetivo); 75 um d.i, 375 pm
d.e; injecao hidrodinamica 25 mbar por 4,0 s; deteccao em 236 nm. A solugdo de NHC (linha preta) na
concentragdo de 250 mg L', e MPV (linha preta) na concentragio de 253 mg L.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

4.6.2 Precisao Instrumental

A precisdo do método foi expressada por meio da repetibilidade, através da inje¢ao da
matéria prima do molnupiravir na concentragio nominal de 235,2 mg L, sob as mesmas
condigdes por seis vezes consecutivas, em um unico nivel. Os valores correspondentes ao RSD
para verificagcdo da area e tempo de migragdo do molnupiravir, sdo apresentados na Tabela 5.

Além disso, a precisao também foi expressa pela precisdo intermedidria, que foi avaliada
através do RSD das areas do MPV e tempo de migragao, provenientes de corridas sucessivas
da matéria-prima realizadas em dois dias distintos, com o mesmo nimero de determinagdes
descritas na avaliacdo da repetibilidade, conforme Tabela 5 (Brasil, 2017a). A amostra foi

preparada na concentragdo nominal de 235,2 mg L.
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Tabela 5 — Valores de RSD para a repetibilidade e precisdo intermedidria
Repetibilidade - RSD (%)’ Precisdo intermediaria - RSD (%)""
Area 0,91 1,18
tn 0,14 3,49
‘m=6), "(n=12)
Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Os valores de RSD para as areas do pico do molnupiravir na matéria-prima foram

inferiores a 5%, relativo a repetibilidade e a precisdo intermedidria.

4.6.3 Exatidao

A exatiddo do método foi analisada através de ensaios de recuperacao, com fortificacao
das amostras com solugdes padrao, em trés niveis de concentracao distintos de molnupiravir,
em triplicata auténtica. Os niveis selecionados foram 80, 100 e 120% da concentragdo nominal
de matéria-prima, correspondendo as concentracdes 156,80 mg L', 196,00 mg L, 235,20 mg
L!, respectivamente. A recuperacio foi determinada pela Equagio 16, e os dados sdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Porcentagem de recuperacdo média e desvio padrdo para o molnupiravir

Nivel Concentracdo (mg L) Recuperagio (%)
80% 156,80 112,93 + 4,83
100% 196,00 90,99 + 3,76
120% 235,20 92,00+ 12,74

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

De acordo com a Tabela 6, € possivel inferir que a recuperagao para o molnupiravir
variou de 91% a 113%, na matéria-prima. Acredita-se que o valores de exatiddo apresentariam
melhor desempenho com o aumento no numero de réplicas auténticas, em cada nivel. Mais
ensaios seriam necessarios para confirmar tal proposicao. Além disso, a identificagao da faixa
aceitavel para os valores de recuperacdo do molnupiravir ainda nao estdo disponiveis em

métodos compendiais para comparagao com os valores reportados neste trabalho.
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4.6.4 Limite de deteccio e quantificacio

Os limites de detec¢do e quantificagdo foram determinados pelo método da relacao
sinal-ruido, extraido dos eletroferogramas da amostra, cujo célculo ¢ denotado pelas Equagdes
13 e 14, respectivamente. A matéria-prima foi preparada em seis réplicas auténticas,
apresentando valores médios de LD igual a 3,40 mg L™, e LQ equivalente a 11,36 mg L™}, para
o molnupiravir. E interessante salientar que a amostra poderia ter sido injetada nas
concentragdes referidas, a fim de averiguar se os valores calculados estdo em conformidade

com o real desempenho analitico do método.

4.7 DEGRADACAO FORCADA

Nesta secdo sdo detalhados os materiais ¢ métodos utilizados no estudo de degradagao

for¢ada conduzidos em meio alcalino.

4.7.1 Amostra controle

A matéria-prima do molnupiravir foi injetada sem degradagao, amostra controle, a fim
de compara-la com as amostras que foram submetidas ao processo de degradacao forgada. Esta
solucao foi utilizada como referéncia para o calculo de teor de MPV e formagao dos PDs, a fim
de demonstrar que a formacdo dos PDs se deve, substancialmente, a acdo da solugdo

degradante.

4.7.2 Degradacio por hidrolise alcalina

Inimeros medicamentos possuem agua em sua formulagdo, possibilitando que a
hidrélise seja um mecanismo de degradagdao muito comum. De modo geral, as industrias
farmacéuticas antepdem os estudos de degradagdo conduzidos por hidrolise 4cida e alcalina em
preparagdes de solucdes e suspensoes (Baertschi; Alsante; Reed, 2011).

Ainda que as atuais formulagdes de molnupiravir, disponiveis no mercado, sejam
considerados uma forma farmacéutica solida, a degradacdo for¢ada da matéria-prima por
hidrolise alcalina pode contribuir para previsdao da formagdo de possiveis produtos de

degradagdo, caso novas formulagdes em meio liquido venham a ser desenvolvidas.
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Neste sentido, a matéria-prima de molnupiravir foi submetida a hidrolise em meio
alcalino (NaOH 0,1 mol L), conforme procedimento experimental 3.5.2, de modo que o
insumo farmacéutico ativo (IFA) apresentou degradagao completa, conforme apresentado na

Figura 21.2-5.

Figura 21 — Eletroferogramas da degradacao por hidrélise alcalina, em diferentes tempos de

exposi¢do da matéria-prima a solucdo degradante de NaOH 0,1 mol L'}, a temperatura

ambiente.
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1: matéria-prima sem solugdo degradante; 2: matéria-prima imediatamente apos a adigdo de degradante;
3: ap6s 2 h de exposicdo a solucdo degradante; 4: apds 8 h de exposigdo, e 5: apds 10 h de estresse.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

A Figura 21 ¢ um recorte dos eletroferogramas com enfoque na linha base, a fim de
analisar a formacgdo de PDs, gerados em baixa extensdo. Além disso, ¢ apresentado o
eletroferograma da amostra controle, Figura 21.1, sendo possivel observar o pico referente ao
MPYV e ao fluxo eletrosmético (EOF), conforme esperado.

A forga idnica das amostras, na qual o método foi otimizado, ¢ substancialmente
diferente da forga idnica das amostras provenientes dos estudos de degradagao forgcada em meio
alcalino. Dessa forma, para identificagdo satisfatorio dos picos presentes nos eletroferogramas

obtidos dos EDF, Figura 21, os picos ndo sao identificados somente pelo tempo de migrag¢ao de
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cada pico, mas também pelo tempo de migracdo relativo (TMR), isto €, uma relagdo entre o
tempo de migracdo de cada pico, presente nos eletroferogramas da Figura 21.2-5, e o tempo de
migracao do MPV, Figura 21.1, conforme apresentado na Tabela 7. Essa estratégia ¢
interessante, pois em outras condi¢des de estresse, expostas no Quadro 4, os picos ainda podem
ser correlacionados, minimizando a interferéncia da forca ionica da amostra, em diferentes

condi¢des tipicas de estresse.

Tabela 7 — Tempo de retencao relativo dos picos considerados no EDF em meio alcalino

Pico t,n (min) TMR
MPV 3,409 1,00
E 1,473 0,43
D 1,973 0,58
A 2,236 0,66
EOF* 2,350 0,69
NHC 2,568 0,75
B 2,802 0,82

C 3,207 0,94

*EQOF — fluxo eletroosmotico

Elaborado pelo autor (2023).

Imediatamente apds o inicio do processo de degradagdo forcada em meio alcalino, o
MPV foi degradado totalmente, conforme Figura 21.2, surgindo picos no eletroferograma
correspondentes a0 NHC, com TMR equivalente a 0,75, e trés outros produtos de degradagao
(PDs) desconhecidos, indicados por D, A e C, com TMR correspondentes a 0,58, 0,66 ¢ 0,94,
respectivamente. A atribuicdo do NHC ao referido PD ¢ fundamentada na semelhanca entre os
espectros de absor¢do na regido UV-VIS do padrdo de NHC 250 mg L', e o espectro do pico
do PD TMR 0,75, de concentragao desconhecida, obtido durante a analise de eletroforese

capilar, Figura 22.
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Figura 22 — Espectro de absor¢do UV-VIS do produto de degradagao TMR 0,75, e do padrao

de NHC, obtido durante analise por eletroforese capilar
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Apo6s duas horas de estresse em meio alcalino, além dos PDs mencionados na Figura
21.2 (D, NHC, A e C), ha o surgimento de um novo PD desconhecido, com TMR equivalente
a 0,82, indicado pelo pico B. Considerando 8 e 10 horas de exposi¢cdo da matéria-prima em
meio alcalino, conforme apresentado pelos eletroferogramas da Figura 21.4 e 21.5,
respectivamente, ndo ha identificacdo da formacdo do PD desconhecido D, permanecendo
presente somente os picos A, NHC, B e C, em ambos eletroferogramas.

Dessa forma, ¢ possivel concluir que a matéria-prima do molnupiravir apresenta alta
reatividade em meio alcalino, sofrendo hidrdlise em ampla extensao, havendo a identificagao
de um PD, nesta condigao, possivelmente o NHC. Os dados referentes a degradacao forgada,
através da hidrolise alcalina, sdo apresentados na Tabela 8. E possivel observar a area dos
produtos de degradacao formados a partir dos diferentes tempos de exposi¢do, os principais
produtos de degradacio identificados, sendo reportados aqueles com 4rea superior a 0,5 mUA?,
tendo em vista a relagdo sinal-ruido, integrada a partir dos picos presentes no eletroferograma

da Figura 21.
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Em fungdo das limitagdes que a metodologia analitica proporciona, ao que diz respeito
ao sistema detecc¢do, alguns PDs com baixa absortividade molar possivelmente ndo foram
detectados. Além disso, alguns experimentos foram conduzidos com o método analitico
otimizado aplicando-se voltagem por 15 min, e nenhum PDs foi identificado ap6s 7 min,
demonstrando que o método otimizado ¢ adequado para andlise dos PDs em meio alcalino.
Ademais, na Tabela 8 sdo apresentados o TMR de cada substancia presentes nos
eletroferogramas da Figura 21, demonstrando nao haver comigracao de espécies em relacao ao

molnupiravir, sob as condi¢gdes avaliadas.

Tabela 8 — Resultados das areas dos produtos de degradacao formados a partir da degradagao

for¢ada da matéria-prima do molnupiravir, em meio alcalino, sob diferentes tempos de

€Xposi¢ao.
Pico Tempo de exposi¢ado (horas) TMR
0 2 8 10
MPV - - - - 1,00
D 1,7000 3,7531 - - 0,58
A 1,5000 1,7169 1,8197 1,6414 0,66
NHC 80,9000 77,1837 75,5338 71,9322 0,75
B - 0,7447 0,9354 0,9193 0,82

1,1000 1,1523 2,0213 0,9041 0,94

C
ZPDS 85,2000 84,5507 80,3102 75,3970 -
DRBM

24,45% 25,03%  28,79%  33,15% -
Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Diante dos dados apresentados na Tabela 8, ¢ possivel verificar que em até 2 horas de
exposicao, em meio alcalino, a matéria-prima apresentou o maior nimero de PDs. A partir de
8 horas de exposicao, possivelmente reagdes secundarias indesejadas se tornam proeminentes,
tendo em vista a redugdo qualitativa e quantitativa de PDs formados. Logo, os ensaios de
degradacao forgada para a matéria-prima de molnupiravir, em meio alcalino, utilizando como
agente degradante a solu¢io de NaOH 0,1 mol L', devem ser conduzidos com menor tempo de
exposicao, a temperatura ambiente, indicando que tais condigdes precisam ser otimizadas a fim
de evitar a degradacdo completa do molnupiravir, conforme recomendado pelos compéndios de

EDF. Uma possivel alternativa, para os endpoints foi reportado por Tuba Recgber e
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colaboradores, em que os estudos de degradagdo forcada em meio alcalino foram conduzidos
em meio aquoso, a temperatura ambiente, por apenas 2 min. Outros fatores de estresse também
foram avaliadas e todos possuem tempo de exposi¢ao inferior a 2 horas (Recber et al., 2022).

Segundo a ANVISA, o “balango de massas: processo de adicao do teor e dos niveis de
produtos de degradacao encontrados para avaliar a proximidade da soma deles a 100% do valor
inicial de teor, com a devida consideragdo da margem de precisdo e exatidao analitica”. O érgao
ainda estabelece que, “cada um dos picos ndo desconsiderados no cromatograma do produto
deve ter sua area quantificada. Inicialmente, cada pico pode ser quantificado pela porcentagem
que sua area representa em relagcdo a soma de todas as areas” (BRASIL, 2017).

Na prética, a técnica de balango de massas representa uma ferramenta valiosa para
avaliar se a metodologia analitica utilizada ¢ capaz de mensurar a geragdo de produtos de
degradacao, e o quao estreitamente este valor se vincula a redugao ou aumento de teor do IFA.
Neste trabalho, optou-se por fazer o calculo do balango de massa considerando a deficiéncia
relativa de balang¢o de massas (DRBM), apresentado na Tabela 8, conforme Equagdo 27 (Brasil,

2022¢):

PDy, — PD;

DRBM = 100 — (—
T, —Tp

x100) 27)

em que T; representa a area do IFA na amostra ndo degradada; PD; o somatdrio da area de
produtos de degradacdo na amostra ndo degradada; Tp ¢ a area do IFA na amostra apds
degradacao; e PD, o somatdrio das areas dos produtos de degradacdo na amostra apds
degradacao.

O calculo do balango de massa a partir da DRBM, de acordo com a ANVISA, possibilita
uma avaliag@o mais apropriada da diferencga entre os valores obtidos na pratica e o valor teorico
do balanco de massas esperado (100%). Outrossim, o valor de DRBM estima o percentual dos
PDs esperados que nao estdo sendo detectados pela metodologia analitica (Brasil, 2022¢). Em
todos os eletroferogramas avaliados da amostra controle, os valores de PD; equivale a zero. A
degradagdo completa do molnupiravir anula o valor de Tj, para todos os calculos de DRBM. A
area do pico de MPV, T;, na amostra controle do eletroferograma da Figura 21, equivale a
112,78 mUAZ?, com Oh de exposi¢do. O valor de T; ndo sofreu variagdo significativa durante a
realizagdo dos experimentos, tendo em vista que a amostra controle foi avaliada como

referéncia, para cada um dos tempos de exposi¢ao, dispostos na Tabela 8.
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E interessante destacar a possibilidade de um balango de massa positivo ou negativo,

levando em consideracdo os seguintes aspectos (BRASIL, 2017):

1. Variagdo intrinseca do procedimento analitico, considerando o desempenho da
precisdo, na validacdo do método;

2. Presenga de artefatos do método ou da degradacao;

3. Probabilidade de perda de algum produto de degradagdo por evaporagao;

4. Eventual alteracdo do grupo cromoéforo e consequente modificagdo drastica do fator
resposta de determinada impureza. Nesta situagdo, é recomendada a comparagao do
espectro de UV-VIS de cada impureza com o do(s) IFA(s), avaliando se houve
alteracdo dos maximos de absorcao, € na relacao entre esse maximo e algum outro
comprimento de onda de baixa absorbancia.

5. Viabilidade de destruicdo do grupo cromoéforo e consequente ndo deteccdo de
determinada impureza. Nesse caso, deve ser avaliada a possibilidade de anélise em

outro comprimento de onda.

Diante destas consideragdes, o balango de massas nem sempre ¢ factivel na pratica, uma
vez que nao assegura a correspondéncia exata entre o fator de resposta dos produtos de
degradacdo e do principio ativo. Isso ocorre devido a varias limitagdes inerentes a metodologia
empregada, entre outras consideracdes, conforme observado na Tabela 8 (Brasil, 2019b).

A partir dos valores apresentados na Tabela 8, ¢ possivel afirmar que o valor médio do
DRBM foi de 28%, considerando todos os tempos de exposi¢do, isto ¢, somente 28% dos PDs
gerados, em média, ndo foram detectados pela metodologia analitica, demonstrando a
seletividade da metodologia analitica desenvolvida. Possivelmente, este valor esta associado a
perda de algum PD por evaporagdo, ou perda do grupo cromoéforo com absortividade molar
significativa em 236 nm.

Os espectros UV-VIS de todos os picos identificados no eletroferograma da Figura 21.3
foram obtidos durante a analise por eletroforese capilar, e sao apresentados na Figura 23. Tendo
em vista a semelhanga entre o perfil do espectro UV-VIS do MPV (TMR 1,00), obtido a partir
do eletroferograma da Figura 21.1 (amostra referéncia), ¢ demais PDs, € possivel inferir que
nao hé uma alteragdo significativa do grupo cromoéforo entre os compostos. Como isso, espera-
se um fator resposta similar para tais substancias, substancialmente em 236 nm, comprimento

de onda utilizado nas analises. Tais resultados corroboram para a adequabilidade do calculo do
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balango de massa pelo DRBM, diante do EDF em questdo. Outros comprimentos de onda nao

foram monitorados.

Figura 23 — Espectros de absor¢cao UV-VIS dos PDs* presentes no eletroferograma da Figura

21.3, obtidos durante analise por eletroforese capilar

129 ----TMR 0,75
—— TMR 0,94
— + TMR 0,82
—— TMR 0,66
RN TMR 0,58
‘ —— TMR 1,00

Absorbancia (mUA)

T T T T 1
250 300 350
Comprimento de onda (nm)

*Com excecdo do pico TMR 1,00 (MPV), obtido sem exposi¢do a condigdo degradante (Figura 21.1).
O sinal analitico foi reduzido, trés vezes, para melhor comparagao do perfil espectral. O sinal analitico
dos demais espectros ndo foi modificado.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A partir deste EDF em meio alcalino, foi possivel obter um perfil de degradacao
potencial do IFA, a partir da matéria-prima avaliada. Considerando a seletividade do método,
na identificacdo do molnupiravir e seus PDs, sob as condi¢gdes avaliadas, pode-se afirmar que
o método proposto ¢ indicativo de estabilidade. Além disso, o IFA ¢ substancialmente sensivel
a hidrélise em meio alcalino, fornecendo informag¢des em relagdo aos cuidados que devem ser
tomados no desenvolvimento, produ¢ao, manipulagdo, ¢ conservagdo deste medicamento ou
matéria-prima de molnupiravir. Diante do EDF, ¢ possivel afirmar que possivelmente o

principal PD de degradacao formado seja o NHC.
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4.8 TRABALHOS FUTUROS

O método analitico desenvolvido e otimizado neste trabalho consiste na analise

simultinea de molnupiravir ¢ NHC em matéria-prima. Neste contexto, sugestdes de

investigagdo para complementar e/ou melhorar os resultados reportados, sdo indexadas:

A.

Determinacao das constantes de dissociacdo acida do MPV e NHC, por meio de
titulagao potenciométrica, € comparagao com os valores ja reportados na literatura.
Realizar as analises para completar a validacdo do método analitico, desenvolvido e
otimizado, considerando os parametros analiticos: linearidade e faixa de aplicacdo,
precisdo, exatidao, limite de deteccdo, limite de quantificagdo, e robustez.

Realizar a degradacao forcada da matéria-prima sob as condi¢des de estresse sob acao
de agentes externos como: luz, temperatura, calor, umidade, solucao 4cida, oxidante, e
ions metalicos.

Otimizar a condi¢do de estresse conduzida em meio alcalino, a fim de atingir um nivel
de degradagdo do IFA entre 5-20%, conforme preconizadas pelos compéndios.
Realizar os estudos de degradacao for¢ada conforme Tuba Recber (Regber et al., 2022),
e comparar os resultados com o método analitico desenvolvido neste trabalho.
Aplicacdo do método analitico desenvolvido em amostras de comprimido para
quantificagdo do molnupiravir, por adicdo padrdo de ponto Unico, quando estes
estiverem disponiveis no mercado. Esta possivel abordagem de avaliagao da linearidade
poderia ser mediada pela avaliagdo em um unico nivel de concentra¢do, uma vez que se
espera um reduzido intervalo de concentracdo para o molnupiravir na matéria-prima.
Aplicacdo do método desenvolvido e otimizado em amostras bioldgicas, a fim de avaliar
o desempenho da metodologia desenvolvida na quantificagdo do molnupiravir em

amostras de plasma e urina.
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6 CONCLUSAO

Considerando a auséncia de registros na literatura mediante a utilizagdo da eletroforese
capilar para analise simultdnea de molnupiravir ¢ NHC, diferentes metodologias analiticas
inéditas foram propositadas. Neste contexto, embora os valores das constantes de dissociagao
acida, para ambos os fAirmacos, indiquem que h4 uma faixa de pH na qual a separac¢ao por CZE
seja viavel, a analise das suas mobilidades efetivas indica que ha a necessidade da utilizagao de
MEKC. Assim, foi possivel desenvolver e otimizar um método para analise de molnupiravir,
em matéria-prima, por cromatografia capilar eletrocinética micelar com detec¢ao direta, em 236
nm, tendo em vista a alta absortividade molar dos analitos.

As condi¢des do método desenvolvido e otimizado foram: voltagem positiva de 20 kV;
temperatura do cartucho mantida em 25,0 °C; inje¢do hidrodinamica de 25 mbar por 4s;
detec¢do em 236 nm; uso de capilar de silica fundida revestido externamente com poliimida
com comprimento total de 48,5 cm (40,0 cm efetivo) e 75 um d.i x 375 d.e; eletrolito constituido
por solugdo tampdo carbonato (NaHCO3/Na,COs) na concentragio de 20 mmol L', em pH
10,4, e SDS na concentracdo de 60 mmol L!; com tempo total de analise 12 minutos.

Neste trabalho, foi possivel aplicar ferramentas quimiométricas, como planejamentos
de experimentos, na otimizagdo da composicao do eletrolito de corrida. O uso desta abordagem
auxiliou na investigacdo do melhor perfil de separagdo para os farmacos, sendo considero para
tal, aquele com maior resolugdo entre os picos e com menor de tempo de analise, sendo
necessario um numero reduzido de experimentos. Por meio da andlise qualitativa dos
eletroferogramas do planejamento, foi possivel extrair a condicdo Otima do recorte
experimental, demonstrando que a “significancia quimica” e a “significancia estatistica” devem
ser empregadas de forma apropriada, considerando que ambas desempenham um papel crucial
na tomada de decisdes no processo de otimizagao.

Embora alguns testes nao tenham fornecido esclarecimentos satisfatorios, como:
mecanismo de interagdo entre a fase micelar de SDS e os fAirmacos; a mobilidade efetiva dos
analitos em tampao TBS, em pH 9,4; bem como, a estabilidade intrinseca do molnupiravir em
meio alcalino, foi possivel elaborar um cenario sobre o comportamento do molnupiravir e NHC
mediante diferentes sistemas eletroliticos empregando técnicas de eletroforese capilar de zona.

A validacdo do método foi efetuada considerando os seguintes parametros analiticos:
seletividade e exatidao. O ultimo parametro indexado, a exatidao, possivelmente apresentaria
melhor desempenho com o aumento no nimero de ensaios em cada nivel avaliado, sendo

necessario a realizagdo de mais estudos para sua melhoria. Ao que diz respeito aos limites de
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detecgdo e quantificagdo, ainda se faz necessario sua certificacdo a partir da injecao da amostra
nos respectivos niveis de concentragao calculados.

Diante do estudo de degradacao forgada avaliado, o método otimizado pode ser
considerado adequado para a detec¢ao de até cinco produtos de degradacao do molnupiravir em
meio alcalino, diante das condi¢des avaliadas. Neste contexto, presume-se que o principal
produto de degradacdo formado seja o NHC, tendo em vista a caracterizagdo por espectroscopia
UV-VIS. Diante dessas consideragoes, o método desenvolvido ¢ otimizado demonstra alta
seletividade, podendo classifica-lo como indicativo de estabilidade para a matéria-prima
monitorada. Entretanto, ¢ preciso salientar que as condi¢des experimentais para a conducao do
estresse ainda precisam ser otimizadas, tendo em vista que houve a degradagdo completa do
molnupiravir, condi¢ao inicialmente ndo recomendada pelos 6rgaos regulatorios. O resultado
do balango de massa, a partir do método desenvolvido, demostra que cerca de 28% dos produtos
de degradagdo gerados, em meio alcalino, ndo estdo sendo detectados pela metodologia
analitica.

Por fim, as possibilidades de aplicagao do método desenvolvido e otimizado por MEKC-
DAD sao diversas, dentro do campo farmacéutico, englobando pesquisas sobre degradagao
forcada, controle de qualidade de impurezas, e auxiliando no desenvolvimento de novas

formulagdes de molnupiravir.
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