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APRESENTAÇÃO

O E-book intitulado: “Trabalhos nas Áreas de Fronteira da Química”, constituído 
por dezesseis trabalhos em forma de capítulos, promovem a apresentação e discussão 
cientifica de forma intra e interdisciplinar, que convergem para uma mesma problemática: 
melhoria na qualidade e expectativa de vida da sociedade. Esta coleção apresenta 
trabalhos que proporcionam: (i) melhorar e aperfeiçoar a relação ensino aprendizagem em 
diferentes níveis de ensino, possibilitando o aprofundamento da compreensão da relação 
homem e meio-ambiente, por meio do desenvolvimento de uma consciência que coloque 
o homem como parte integrante do meio; (ii) desenvolvimento de novos materiais com
potencialidades de melhorar ou inovar suas aplicações nos diferentes seguimentos da
sociedade, despertando a mudança da visão extrativista e fortalecendo a que seja capaz de
reduzir impactos ao meio ambiente; (iii) uso da biotecnologia tanto no setor de saúde quanto
no de alimentos que buscam aprimorar ou desenvolver novas aplicações; (iv) aplicação
e potencialidades do uso de biomassa de resíduos e rejeitos gerados por atividades
agroindustriais, possibilitando a incorporação destes como matéria-prima para aplicações
em diferentes produtos, diminuindo o impacto gerado na extração de matérias-primas do
ambiente que contribui para a preservação de recursos naturais para as gerações vindouras
e (v) estudo de novas substâncias potencialmente capazes de melhorar ou desenvolver
processos clínicos, tanto do ponto de vista de resolução de imagens em exames quanto de
processos terapêuticos, possibilitando maior acessibilidade e disponibilidade a sociedade.

Neste sentido e com o intuito de colaborar para a disseminação destas e de outras 
informações que levem a despertar uma maior consciência da relação do homem e do meio 
ambiente, a Atena Editora lança o volume I do E-book “Trabalhos nas Áreas de Fronteira 
da Química”.

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: Desenvolvido e comercializado 
pelo laboratório Bristol Myers Squibb (BMS), o 
Sulfato de Atazanavir (sATV), de nome comercial 
Reyataz, é um antirretroviral (ARV) de segunda 
geração pertencente à classe dos inibidores 
de protease. Indicado em combinação com 
outros agentes antirretrovirais para o tratamento 
da infecção por HIV-1, faz parte do coquetel 
distribuído gratuitamente pelo Departamento 
de Doenças Sexualmente Transmissíveis 
(DST) Aids e Hepatites Virais, do Ministério 
da Saúde. A Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária Brasileira (ANVISA) se tornou membro 
permanente do Conselho Internacional sobre 
Harmonização de Requisitos Técnicos em 
Produtos Farmacêuticos para Uso Humano (ICH) 
em 2016 e tem, desde então, a obrigatoriedade 
de se adequar às normas internacionais de 
qualidade para registro de medicamentos. Neste 
contexto, o controle de qualidade é de extrema 
importância e está presente desde o início da 

cadeia produtiva na indústria farmacêutica. 
Os insumos farmacêuticos, muitas vezes 
importados, representam o início de todo esse 
desenvolvimento e, por isso, estão sujeitos 
a um controle rigoroso. A caracterização dos 
insumos farmacêuticos ativos (IFA) é primordial 
para o desenvolvimento de formulações de 
qualidade devido às inúmeras informações 
que pode oferecer. Determinação de pureza e 
confirmação da identidade química, identificação 
do comportamento e estabilidade térmica e 
identificação de forma polimórfica são somente 
alguns exemplos. Sendo assim, o objetivo 
deste trabalho é ilustrar, por meio do sATV, a 
caracterização de um IFA por meio dos métodos 
térmicos (TGA), espectroscópicos (RMN, IV e 
DRX) e cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE) acoplado ao massas. 
PALAVRAS-CHAVE: Sulfato de Atazanavir, 
caracterização, métodos analíticos.

CHARACTERIZATION OF THE ACTIVE 
PHARMACEUTICAL INGREDIENT 

ATAZANAVIR SULFATE
ABSTRACT: Developed by the Bristol Myers 
Squibb (BMS) laboratory, Atazanavir Sulfate 
(sATV), marketed under the brand name 
Reyataz, is a second-generation antiretroviral 
(ARV) belonging to the class of protease 
inhibitors. The sATV is used in combination with 
other antiretrovirals agents for the treatment of 
HIV-1 infection. It is part of the cocktail distributed 
free of charge by the Department of Sexually 
Transmitted Diseases (STD), AIDS, and Viral 
Hepatitis of the Ministry of Health of Brazil. The 
national health surveillance agency of Brazil 
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(ANVISA) has become a permanent member of the International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) in 2016 and since 
then has been obliged to comply with international quality standards for drug registration. 
In this context, quality control is essential and has been present since the beginning of the 
pharmaceutical industry’s production chain. In general, active pharmaceutical ingredients 
(API) are imported from other countries, represent the beginning of all this development, and 
are subject to strict control.  The characterization of active pharmaceutical ingredients (API) is 
essential for developing quality formulations due to the innumerable information. Determination 
of purity and confirmation of chemical identity, identification of behavior, and thermal stability 
and identification in a polymorphic form are just a few examples. The objective of this work is 
to illustrate, through the sATV, the characterization of an API through thermoanalytical (TG), 
spectroscopic and crystallographic techniques (NMR, IR, XRD) and high-performance liquid 
chromatography (HPLC) coupled with mass spectrometry.
KEYWORDS: Atazanavir Sulphate, characterization, analytical methods.

1 | 	INTRODUÇÃO
No início do processo de globalização, as indústrias farmacêuticas buscavam cada 

vez mais espaço nos mercados internacionais, porém encontravam barreiras devido à 
ausência de consenso regulatório entre os países. Neste cenário, foi criado o ICH. Pautado 
no princípio de promover uma harmonização regulatória a nível global, o intuito do ICH 
é garantir o acesso da população a medicamentos seguros, eficazes, de qualidade, em 
tempo reduzido, com custo de pesquisa e desenvolvimento inferiores (BRANCH, 2005; 
ICH, 2019).

A ANVISA, agência reguladora brasileira que desde 2016 é membro regular do 
ICH, assumiu desde então o compromisso de se adequar aos padrões de qualidade, 
segurança e eficácia a nível mundial para registro de medicamentos (ANVISA, 2020). Com 
a obrigatoriedade de se adequar às normas internacionais de qualidade, os produtos com 
registro concedido pela agência brasileira passam a atender ao mesmo padrão de qualidade 
dos principais mercados internacionais, tornando possível seu registro e comercialização 
em todo mundo. 

Neste contexto, o controle da qualidade do medicamento ganha notabilidade. 
Segundo definição da Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 301 da ANVISA, de 21 
de agosto de 2019, legislação brasileira que dispõe sobre as Diretrizes Gerais de Boas 
Práticas de Fabricação (BPF) de Medicamentos:

O Controle de Qualidade é a parte das BPF referente à coleta de amostras, 
às especificações e à execução de testes, bem como à organização, à 
documentação e aos procedimentos de liberação que asseguram que 
os testes relevantes e necessários sejam executados, e que os materiais 
não sejam liberados para uso, ou que produtos não sejam liberados para 
comercialização ou distribuição, até que a sua qualidade tenha sido 
considerada satisfatória. (ANVISA, 2019).
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No entanto, até o medicamento final chegar ao consumidor um longo caminho 
é percorrido na indústria farmacêutica, sendo todas as etapas críticas para garantia da 
qualidade do medicamento. A aquisição das matérias-primas é a etapa inicial de toda essa 
cadeia produtiva, por isso representam um ponto crítico de todo o processo e estão cada 
vez mais sujeitas a um controle rigoroso dos órgãos reguladores.

A importância do tema é evidenciada pelas recentes pautas de discussão da 
ANVISA, que em abril de 2020 publicou as novas diretrizes para registro de IFAs, as 
Resoluções – RDC Nº 359, 361 e 362/2020. Essas resoluções estão relacionadas ao novo 
marco regulatório de IFA no Brasil e reforçam ainda mais a importância dos insumos no 
Controle de Qualidade dos produtos farmacêuticos.

Neste contexto, a caracterização do IFA ganha importância devido à variedade de 
informações que a mesma pode oferecer, contribuindo assim para um desenvolvimento 
racional e de qualidade. Dentre as informações que podem ser extraídas da caracterização, 
temos a identificação da forma cristalina que possui impacto direto no desempenho 
de um medicamento, pois afeta características importantes, como a solubilidade e 
biodisponibilidade. O conhecimento da estabilidade térmica do ativo, identificação de 
solvatos, variações nas propriedades do estado sólido, confirmação da identidade química, 
determinação de grau de pureza e resíduos de síntese são algumas informações relevantes 
que dependem que uma caracterização de qualidade.

Para ilustrar o processo de caracterização de um IFA, será objeto desse estudo 
o sATV (Figura 1), um antirretroviral pertencente à classe dos inibidores de protease, 
utilizado em combinação com outros agentes antirretrovirais para o tratamento da infecção 
por HIV-1 e parte do coquetel distribuído gratuitamente pelo Departamento de DST, Aids 
e Hepatites Virais, do Ministério da Saúde (FIGUEIREDO; SCHRAMM; PEPE, 2014; 
SILVEIRA; CORRÊA; BARROSO, 2016).
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Figura 1: Estrutura molecular do Sulfato de Atazanavir

Fonte: Elaboração da autora (2020).
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS
A amostra de sATV usada, de lote 2K71626, da BMS, foi fornecida pelo Instituto 

de Tecnologia em Fármacos – Farmanguinhos/FIOCRUZ. A caracterização do sATV foi 
realizada por métodos térmicos, espectroscópicos, cristalinos e cromatográficos. 

Para obtenção da curva de Termogravimetria (TGA), cerca de 2,5mg da amostra 
foram cuidadosamente pesadas em cadinho de platina. Os ensaios foram realizados em 
um analisador termogravimétrico TGA Q500 V20.13 Build 39, sob atmosfera dinâmica de 
nitrogênio, com vazão de 60mL/min e razões de aquecimento de 10ºC/min, no intervalo de 
temperatura de 22 a 920ºC. O equipamento de TGA foi previamente calibrado com índio e 
alumínio metálicos. 

A difração de raios X (DRX) da amostra foi realizada no Laboratório de Difração de 
Raios X da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) em difratômetro de raios X da 
marca Rigaku, modelo Ultima IV (185mm), radiação CuKα, k=1,54188 Å, com voltagem de 
40 kV e 20 mA. 

A espectroscopia na região do infravermelho (IV) com transformada de Fourier 
foi realizada em um espectrômetro modelo Nicolet 6700-FTIR, na faixa de 4000-400 
cm-1e resolução de 4 cm-1 e 16 scans. As intensidades das bandas estão expressas em 
transmitância (T).

Os espectros de RMN de 1H, e 13C em solução foram obtidos em um espectrômetro 
Bruker Avance 500 (500 MHz para 1H e 125 MHz para o 13C) usando uma sonda broadband 
(BB) de 5 mm à 30,0 ±0,1ºC, e Metanol deuterado (MeOD) como solvente. Os valores dos 
deslocamentos químicos (δ) foram referidos em ppm, as constantes de acoplamento (J) 
expressas em Hertz (Hz) e as multiplicidades descritas como: simpleto (s), dupleto (d), 
quarteto (q), multipleto (m), duplo dupleto (dd), duploduplodupleto (ddd), triplo dupleto (td). 
O espectro DEPT foi obtido com θz = 135º, onde CH e CH3 aparecem em fase positiva e 
CH2 em fase negativa. 

O método analítico por CLAE, compatível com o detector de massas, foi desenvolvido 
com o detector PDA modelo SPD-M20A. O modo de eluição por gradiente demandou o uso 
de duas bombas, ambas do modelo LC-20ADXR, além do degaseificador módulo DGU-
20A5R. Para controle de temperatura do forno da coluna foi utilizado o módulo CTO-20AC 
e as amostras ficaram sob temperatura ambiente no amostrador SIL-30AC. Foi utilizada 
uma coluna XSelect CSH Phenyl Hexyl (100 mm x 2,1 mm – 1,7 um). Os picos foram 
detectados através de detector de arranjo de diodos (DAD) à 235 nm. Na fase móvel, foi 
constituída de um gradiente de Ácido Acético 0,1% em água e Metanol (CHITTURI et al., 
2011; THE INTERNATIONAL PHARMACOPEIA, 2019). 

Para o detector de massas, as condições foram: ionização por Electrospray (ESI, 
do inglês Electrospray Ionization) operando no modo negativo e positivo; scan de 50 a 
800mz; voltagem do capilar de 4500V; fluxo de gás nebulizador 10L/min com temperatura 
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de aquecimento de 220ºC; e pressão de 5 bar.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
Na caracterização do insumo farmacêutico sATV, a primeira etapa envolveu o uso 

de técnicas espectroscópicas, como infravermelho (IV) e ressonância magnética nuclear 
(RMN) para confirmação da estrutura molecular, seguido de análise cromatográfica para 
confirmação da massa molecular.

A análise do espectro de IV confirmou a presença de bandas de absorção 
características dos principais grupos funcionais presentes na molécula de sATV. Na região 
entre 1640 a 1700 cm-1 foram observadas bandas intensas referentes às carbonilas dos 
grupos amida e carbamato, além de uma sobreposição das bandas de absorção das 
ligações O-H e N-H, na região entre 3100 à 3500 cm´1, referentes ao álcool e amidas, 
respectivamente (Figura 2). E bandas de média intensidade características das ligações 
C-O à 1068 cm-1 e C-N à 1242 cm-1  (Chitturi et al., 2011).

Figura 2: Espectro de absorção no IR da amostra Sulfato de Atazanavir

Fonte: Elaboração da autora (2020).

O assinalamento da molécula do Atazanavir foi realizado por meio da análise 
dos espectros unidimensionais (1H, 13C e DEPT 135) obtidos em metanol deuterado 
(equipamento BRUKER 500MHz) e dados da literatura (CHITTURI et al., 2011). 

No espectro RMN de 13C da molécula de sATV podem ser observados sinais em 
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quatro regiões bem características. A região entre 8 e 60 ppm, referentes aos carbonos 
sp3 saturados que constituem, no caso do sATV, a cadeia principal da molécula. Logo em 
seguida, a região entre 40 e 80 ppm, referentes aos carbonos saturados sob efeito da 
eletronegatividade dos heteroátomos, oxigênio e nitrogênio, dos grupos OH e NH. A terceira 
região representada pelos carbonos do anel aromático e heteroaromático na faixa de 120 
a 155 ppm. Por fim, a região dos carbonos de carbonila que são os mais desblindados da 
molécula e estão entre 155 e 175 ppm. Cabe mencionar que, apesar da fórmula molecular 
(C38H54N6O11S) do sATV apresentar 38 átomos de carbono, somente 28 sinais foram 
observados no espectro RMN de 13C devido à equivalência química e/ou magnética dos 
carbonos aromáticos e das metilas. O assinalamento dos carbonos quaternários foi obtido 
comparando com os sinais presentes nos RMN de13C e DEPT 135 (Figura 3), 

Figura 3: Comparação da região 175-135 ppm dos espectros de RMN de 13C(a) e DEPT 135 (b) 
do Sulfato de Atazanavir. 

A análise do espectro de RMN de 1H (Figura 4) do sATV em metanol deuterado 
revelou a presença dos sinais característicos de hidrogênios aromáticos e heteroaromáticos 
entre 7,10-8,90 ppm. Além dos sinais característicos da cadeia alquílica principal, entre 
2,99 a 4,23 ppm. E dos sinais das metilas em 0,84 (s,9H), 0,72 (s, 9H), 3,58(s, 3H) e 3,63 
(s, 3H) ppm. 
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Figura 4. Espectro de RMN de 1H do Sulfato de Atazanavir obtido em MeOD em espectrômetro 
Bruker de 500 MHz.

Ainda nesta etapa inicial para identificação da massa molecular visando confirmação 
da estrutura foi utilizado a espectrometria de massa acoplado a cromatografia liquida de 
alta eficiência (CLA-EM). O valor obtido referente ao íon molecular do ativo é de m/z 
705, equivalente ao valor de m/z 705 demonstrado por Chitturi et al. (2011). Além do íon 
molecular do sATV, outros quatro picos também foram observados (m/z 144, 534, 353 e 
267) (Figura 5).

Figura 5:  Espectro de massas do Sulfato de Atazanavir

Fonte: Dados da autora (2019).
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A segunda etapa da caracterização envolve avaliação da pureza, identificação de 
polimorfismo e estabilidade, bem como decomposição térmica do sATV, utilizando técnicas 
termoanalíticas como a TGA, além técnicas para determinação da estrutura cristalina como 
a difração de raios X de pó. 

A TGA é uma técnica termoanalítica que envolve a medição de massa em função 
da temperatura, à medida que a substância é submetida a um aquecimento programado. 
Portanto, pode ser utilizada na determinação de pureza e de umidade, identificação de 
pseudopolimorfismo, na avaliação da estabilidade de fármacos (HILFIKER, 2006).

A alta estabilidade térmica do sATV foi evidenciada por sua curva térmica, uma 
vez que a decomposição do IFA começou em cerca de 200°C (Figura 6). Este evento 
único, também, sugere a presença de forma anidra, não solvatada e apenas uma estrutura 
cristalina presente. A curva termogravimétrica obtida apresenta comportamento semelhante 
do IFA utilizado no Reyataz, relatada como forma polimórfica A.

Até o momento já foram relatadas sete formas polimórficas do sATV descritas 
em diferentes patentes (Ganguly; Thakumar; Drashekhar, 2011; Kim et al., 2010; Reddy 
et al., 2013; Simhadri et al. (2016)), as formas A, B, C, E3, H1 e P. No entanto, foram 
encontrados resultados de TGA na literatura somente para as formas A, C e E3 (Tabela 
1), que apresentam diferentes perdas de massas em função da temperatura. (EUROPEAN 
PUBLIC ASSESSMENT REPORT (EPAR), 2006; KIM et al., 2010).

Forma polimórfica Caracterização

A Perda de massa insignificante entre 100ºC e 150ºC

C Perda de massa de 2,4% em 125ºC e 4,4% em 190ºC

E3 Perda de massa de 14,7% próximo a 100ºC

sATV Perda de massa insignificante entre 100ºC e 150ºC

Tabela 1: Resultados de TGA para formas polimórficas de Sulfato de Atazanavir.

Fonte: Elaboração da autora baseado em Kim et al. (2010).
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Figura 6: Curva de TGA/DTG do Sulfato de Atazanavir

Fonte: Elaboração da autora (2020).

As diferentes formas cristalinas do sATV, descritos em diferentes patentes, 
apresentam difratogramas característicos (GANGULY; THAKUMAR; DRASHEKHAR, 2011; 
KIM et al., 2010; REDDY et al., 2013; SIMHADRI et al., 2016); Singh et al. 2000).

A Tabela 2 mostra a equivalência dos valores de 2θ dos picos característicos 
no difratograma da amostra de sATV da BMS, com os das demais formas polimórficas 
encontradas na literatura. Na patente de Kim et al. (2010)são descritas as formas 
polimórficas C e E3, no entanto, não foi possível sua inclusão na tabela, uma vez que a 
patente não apresenta os valores de 2θ de seus picos característicos. Observa-se que 
a amostra avaliada apresenta o mesmo padrão que a forma polimórfica A (Figura 7), 
corroborando as informações encontradas na literatura sobre a forma polimórfica do IFA 
usado na produção do Reyataz (CHMP, 2019; EPAR, 2006).
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Forma polimórfica Este trabalho Forma A Forma B Forma H1 Forma P

Valores de 2θ ± 0,2

6,0 6,2 6,1 - -

- - - - 7,8

9,1 9,2 - - -

9,8 10,0 10,0 - -

- - - - 11,7

12,1 12,3 12,2 - 12,2

13,1 13,2 13,2 - -

13,7 13,9 - 13,6 13,7

- - - - 14,2

18,6 18,5 - 18,5 -

- - - - 19,1

- - 19,3 19,5 -

- - - 20,1 -

- - - - 21,2

21,4 21,6 - - -

- - 22,7 - -

- - 23,8 - -

- - - 24,3 -

24,6 24,8 - - -

25,2 25,2 - - -

34,1 34,2 - - -

Tabela 2: Valores de 2θ para as formas polimórficas de Sulfato de Atazanavir

Fonte: Elaboração da autora baseado em Ganguly; Thakumar; Drashekhar, 2011; Kim et al., 2010; 
Reddy et al., 2013; Simhadri et al. (2016).
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Figura 7: Difratograma do padrão de Sulfato de Atazanavir com valores de 2θ dos picos 
principais

Fonte: Elaboração da autora (2020).

4 | 	CONCLUSÃO
A caracterização do sATV forneceu informações importantes acerca da amostra 

avaliada que são muito úteis para o desenvolvimento farmacêutico. O espectro de 
infravermelho, que funciona como uma impressão digital da molécula, coincide com o 
reportado em literatura, confirmando assim a identidade da amostra. Com a avaliação por 
DRX e TGA, foi possível identificar a forma cristalina como sendo forma A não solvatada, 
assim como sua alta estabilidade térmica, conclusões coerentes com o descrito nos 
documentos da submissão do registro do Reyataz e muito relevantes, devido à inúmera 
quantidade de polimorfos para o insumo descritos em literatura. A identificação do íon 
molecular e assinalamento dos espectros de RMN veio a confirmar a estrutura química 
do composto. Além disso, foi também observado o padrão de fragmentação do ativo, 
informação que pode ser útil no estudo das impurezas de degradação potenciais.
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