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ESTUDO DA DEGRADACAO FORCADA DE GLICLAZIDA SOB A FORMA DE
COMPRIMIDOS E VALIDACAO DE METODO ANALITICO INDICATIVO DE
ESTABILIDADE EMPREGANDO HPLC-DAD

Olair Coradi Junior
RESUMO

Para comercializar um medicamento, € necessario que 0 mesmo seja submetido a testes de
gualidade para avaliar sua seguranca e eficiéncia. Diante disso, analises analiticas séo realizadas
para avaliar a qualidade, as principais sao: identificacdo, doseamento, produtos de degradacéo,
desintengracao, friabilidade, dissolucdo, uniformidade de conteddo e analise microbiolégicas..
Portanto, no estudo foi desenvolvido um método analitico por HPLC-DAD, quantificando o teor e as
impurezas na mesma corrida cromatogréafica. Apds os testes de desenvolvimento, os parametros
cromatogréaficos foram definidos para sua validagdo. A coluna cromatogréfica utilizada é uma
Waters Xbridge™ C18 (250 x 4.6 mm, 3.5 um) sob temperatura de 30 °C. O sistema apresenta um
gradiente de eluicdo, com a mistura da solugcdo de Trietilamina 0.1 % em &gua purificada com o
ajuste de pH para 3.8 com &cido fosférico e Acetonitrila. A vazado de fase mével foi de 1.0 mL min,
com a detecgdo em 235 nm, em uma corrida analitica de 50 minutos. A validacdo do método
analitico seguiu conforme a RDC 166/2017 da ANVISA, harmonizado com o ICH. Na avaliagcao
estatistica da Linearidade, tanto o método de doseamento quanto o de produtos de degradacao se
apresentou linear. O método de doseamento se apresentou preciso, com um DPR de 0.6 %.
Igualmente para as impurezas inespecificas, onde foi observado um DPR de 2 % para o nivel baixo
e alto, 3 % para o nivel médio. A Impureza G, para o nivel baixo o DPR foi de 3 %, no nivel médio
de 6 % e no alto de 4 %. Ja a Impureza A, no nivel baixo o DPR foi de 4 %, para o nivel médio e
alto foi de 3 %. Na Exatiddo, o método de doseamento apresentou uma recuperacado meédia de 100
% para o nivel baixo e médio, para o nivel alto foi de 99 %. Para as impurezas inespecificas, a
recuperacao média foi de 95 % para o nivel baixo, 100 % para o niviel médio e 101 % para o nivel
alto. A Impureza G, obteve 102 % para o nivel baixo, 96 % para o nivel médio e 94 % para o nivel
alto de recuperacéo média. Da mesma forma, a Impureza A obteve 101 % para o nivel baixo, 97 %
para o nivel médio e 96 % para o nivel alto. Diante disso, 0s métodos se mostraram precisos, exatos
e lineares na faixa de trabalho e para as impurezas, o limite de quantificacéo foi adequado. Na
Seletividade, a condigédo de estresse por hidrélise 4cida obteve um decaimento proximo de 10 %
em 2 horas de exposicdo. A oxidagcdo por ions metalicos ocasionou um decaimento de
aproximadamente 15 % apos 6 horas de exposi¢do. As outras condicdes de estresse de hidrolise
basica e oxidacao por peréxido, apresentaram decaimento apds 10 dias de exposicdo e para as

condicOes fisicas de estresse (térmica, Umida e actinica) ndo apresentou degradacdo em 10 dias.

Palavras Chave: Hipoglicémico; Produtos de Degradagéo, Doseamento, Controle de Qualidade.



STUDY OF THE FORCED DEGRADATION OF GLICLAZIDE IN THE FORM OF TABLETS AND
VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD INDICATIVE OF STABILITY USING HPLC-DAD

Olair Coradi Junior

ABSTRACT

To market a medicine, it must undergo quality tests to assess its safety and efficiency. Therefore,
analytical analyzes are carried out to evaluate quality, the main ones being: identification, assay,
degradation products, disintegration, friability, dissolution, uniformity of content and microbiological
analysis. Therefore, in the study an analytical method was developed by HPLC- DAD, quantifying
the content and impurities in the same chromatographic run. After development tests,
chromatographic parameters were defined for validation. The chromatographic column used is a
Waters XbridgeTM C18 (250 x 4.6 mm, 3.5 um) at a temperature of 30 °C. The system has an elution
gradient, with the mixture of 0.1% Triethylamine solution in purified water with the pH adjusted to 3.8
with phosphoric acid and Acetonitrile. The mobile phase flow rate was 1.0 mL min-1, with detection
at 235 nm, in an analytical run of 50 minutes. Validation of the analytical method followed RDC
166/2017 of ANVISA, harmonized with ICH. In the statistical evaluation of Linearity, both the dosing
method and the degradation product method were found to be linear. The dosing method was
accurate, with a DPR of 0.6%. Likewise for non-specific impurities, where a DPR of 2% was observed
for the low and high level, 3% for the medium level. Impurity G, for the low level the DPR was 3%,
at the medium level 6% and at the high level 4%. As for Impurity A, at the low level the DPR was
4%, for the medium and high level it was 3%. In Accuracy, the dosing method showed an average
recovery of 100% for the low and medium level, for the high level it was 99%. For non-specific
impurities, the average recovery was 95% for the low level, 100% for the medium level and 101%
for the high level. Impurity G obtained 102% for the low level, 96% for the medium level and 94% for
the high level of medium recovery. Likewise, Impurity A obtained 101% for the low level, 97% for the
medium level and 96% for the high level. Therefore, the methods proved to be precise, exact and
linear in the working range and for impurities, the limit of quantification was adequate. In Selectivity,
the acid hydrolysis stress condition resulted in a decay of close to 10% in 2 hours of exposure.
Oxidation by metal ions caused a decay of approximately 15% after 6 hours of exposure. The other
stress conditions of basic hydrolysis and peroxide oxidation showed decay after 10 days of exposure
and for the physical stress conditions (thermal, humid and actinic) there was no degradation in 10

days.

Keywords: Hypoglycemic; Degradation Products, Dosing, Quality Control.



1. INTRODUCAO

A gliclazida € um agente hipoglicémico, utilizado principalmente no combate de
diabetes do tipo 2 — Mellitus, indicada para pacientes ndo dependentes de insulina, sendo
administrada em tratamentos a longo prazo [1,2].

Existem diferentes técnicas analiticas desenvolvidas para quantificar o ativo,
seja por Espectrofotometria de Absorcéo no Ultravioleta, Ressdnancia Magnética Nuclear
guantitativa de Hidrogénio (RMNQ-1H), Eletroforese Capilar de Zona (ECZ) com deteccédo
sem contato (C4D) ou Titulagéo potenciométrica [3,4,5].

No entanto, os 6rgdos reguladores nacionais e internacionais exigem que 0s
meétodos analiticos além de quantificar o ativo, deve identificar e quantificar os produtos de
degradacdo ou impurezas presentes tanto no insumo farmacéutico ativo quanto no produto
acabado, sendo definidos como métodos analiticos indicativos de estabilidade. Para que
isso seja possivel, a técnica analitica empregada precisa ser seletiva para separar e
guantificar tais componentes. Diante disso, se destaca a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), amplamente utilizada na industria farmacéutica [6].

Contudo, os 6rgaos reguladores apresentam certa semelhanca na conducao da
validacdo do método analitico desenvolvido. Conforme a International Conference on
Harmonisation (ICH) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), define em seu
guia e legislacdo, que para um método analitico seja considerado vélido, 0 mesmo devera
ser preciso, exato, linear, seletivo e robusto para determinadas variagcbes das etapas
analiticas [7,8].

Além disso, para comprovar que o método seja indicativo de estabilidade, o ativo
€ submetido as condi¢cbes de estresse forcado, para determinar os principais produtos e
vias de degradacdo. A Anvisa apresenta a resolucdo RDC 53 e o Guia 4, onde determina
as condicbes que o estudo de degradacao forcada deverd ser realizada, sendo elas:
Hidrélise acida e basica, oxidacéo por ions metalicos e peroxido de hidrogénio, além da via
térmica, umida e actinia. Tais condi¢gdes simulam as condi¢cdes que o medicamento sofrera

durante o periodo de estabilidade [8].
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o desenvolvimento e validacdo de método analitico indicativo de
estabilidade e estudar a degradacao forcada por HPLC-UV em Gliclazida sob a forma de

comprimidos.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver o método analitico indicativo de estabilidade para a quantificacao
do doseamento e produtos de degradacdo de Gliclazida comprimidos;

Realizar a validacdo do método analitico indicativo de estabilidade para a
guantificacdo do doseamento e produtos de degradacao de Gliclazida comprimidos;

Estudar a degradacdo forcada e os produtos de degradacdo em Gliclazida

comprimidos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Diabetes Mellitus tipo Il

A enfermidade Diabetes Mellitus, também conhecida apenas como diabetes,
consiste em uma sidrome metabolica que é caracterizada pelos elevados niveis de glicose
na corrente sanguinea, também descrita como hiperglicemia, de pessoas acometidas pela
doenca. Esta sidrome é causada pela deficiéncia ou resisténcia a insulina, um hormonio
produzido no pancreas que responsavel por ligar-se aos recepetores de insulina que por
sua vez desencadeiam cascatas de sinalizacao intracelular que levam a ativacao de
proteinas transportadoras de glicose, que transportam estas moléculas até o interior das
células onde elas sdo empregas no metabolismo das mesmas. A Diabetes é dividida em
duas classes, sendo estas nomeadas como tipo | e tipo Il [9,10].

A Diabetes de tipo | é uma doenca autoimune onde células do sistema
imunologico, principalmente linfocitos T, atacam as células beta do pancreas que séo
responsaveis pela producao de insulina. Como resultado o organismo ndo produz nenhuma
insulina ou a quantidade produzida ndo € suficiente. O tratamento da diabetes tipo I,
geralmente, ocorre através da administracéo de insulina através de inje¢cdes subcutaneas.

A principal caracteristica da Diabetes Mellitus tipo Il é a baixa captacdo de
glicose pelo organismo, ocorrendo uma certa resisténcia periférica a insulina, fazendo com
gue os musculos e o tecido adiposo responsaveis pela absorcao da glicose ndo faca de
forma eficiente, ocorrendo um aumento da liberacdo da glicose pelo figado. Com a alta
concentracao de glicose no sangue, ocasiona uma super produc¢ao de insulina pelas células
B pancreaticas, a fim de realizar a metabolizacdo do aclUcar na corrente sanguinea. No
entanto, apés um periodo ocorre a sobrecarga de producdo e as células ficam danificadas,
ocasionando na reducao de producdo do hormdnio [11]. Ferreira & Campos (2014) relatam
gue cerca de 90 — 95% dos casos de diabetes sdo do tipo Il e 0 aumento exponencial da
doenca em todo o planeta se da pelo aumento da obesidade da populacdo e os maus
hébitos alimentares, atrelado ao estilo de vida sedentario e no envelhecimento
populacional.

No entanto, estad enfermidade nédo € atual, pois historicamente possui registros
de pessoas que apresentaram quadros clinicos que poderiam ser a doenca . Estes relatos
sao de 1500 a.C. em um papiro encontrado no antigo Egito, cujo autor Ebers, mencionou o
tratamento de uma poliira, uma micgao excessiva [12]. J& em 500 a.C. trés médicos hindus
Vaghbata, Charaka e Sushruta foram os pioneiros a perceber a dogura na urina dos
pacientes com polilra, pois observaram gque a urina estava atraindo a presenca de formigas

e moscas [13].
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SO no século XVII, o médico inglés Thomas Willis ao tratar a doenca provou a
urina de um de seus pacientes e descreveu como “incrivelmente doce, como se contivesse
mel ou aclcar”. No século seguinte, a partir da expressao de Willis, o quimico inglés William
Cullen foi o responsavel a nomear a doenga como “diabetes mellitus” pois mellitus = mel
em latim, devido a docura da urina nos portadores de tal enfermidade [13].

No século XXI, devido aos maus habitos alimentares, vida sedentaria da
populacdo e aumento da obesidade nas pessoas, ocorreu a explosédo de casos em todo 0
planeta [12]. Estudos mostram que somente no Brasil existem 12 milhdes de pessoas que
apresentam diabetes e, na maioria dos casos, sédo individuos com idade superior a 40 anos
e obesos [10]. Segundo dados do International Diabetes Federation (IDF) em 2021, em todo
o planeta 537 milhdes de pessoas apresentaram o quadro da doenca. E, conforme os
pesquisadores, existe a previsao para aumentar em 46% nos préximos anos, estimando
gue até 2030 cerca de 643 milhdes apresentem o quadro da doenca e em 2045 cerca de
783 milhdes de pessoas.

Diante deste cenario, soluces para o combate a doenca foram desenvolvidos,
sendo que muitos medicamentos foram pesquisados para que apresente uma reducéo dos
sintomas causados pela enfermidade. Os farmacos utilizados para o tratamento de diabetes
mellitus tipo Il sdo os seguintes: Metformina; as Tiazolidinodionas (Glitazonas) que
apresentam em sua classe a Ciglitazona, Troglitazona, Rosiglitazona e Pioglitazona; as
sulfonilureias com a Carbutamida, Tolbutamida, Clorpropamida, Acetoexamida, Glipizida,
Glibenclamida, Glimiperida e Gliclazida; Meglitinidas com a Repaglinida e a Nateglinida,

onde suas estruturas quimicas podem ser visualizadas na Tabela 1 [15].

Tabela 1: Os farmacos utilizados para o combate da diabetes mellitus tipo Il e suas respectivas

estruturas quimicas.
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Fonte: Google imagens.

311 Industria Farmacéutica

A industria farmacéutica nos ultimos anos vém avancando no setor industrial,
sendo uma das areas de maior relevancia mundialmente, pois € a responsavel pela
producéo, distribuicdo e comercializacdo dos medicamentos. Com o aumento populacional,
e, por consequéncia, o numero de pessoas com alguma enfermidade estd aumentando,
necessitando um alto investimento financeiro na pesquisa e inovagdo de novos
medicamentos, a fim de atender e suportar a demanda de saide em ambito mundial. Para
gue isso aconteca, a exigéncia de uma tecnologia avancada, bem como uma mao de obra
qualificada, sdo necessarios para que o consumidor possa realizar o tratamento com um
medicamento que apresente a eficacia necessaria para o combate da doenca, e da mesma
forma que apresente seguranca para que nao ocorra efeitos adversos nao desejados nos
pacientes [16,17].

Cada vez mais a industria farmacéutica e os centros de pesquisa vém formando
parcerias para que novos produtos sejam desenvolvidos, visto que a busca pela inovagéao
€ 0 principal atrativo para este ramo industrial, pois a cada dia o publico alvo vém se
tornando mais exigente, tornando a busca de patentes algo rentavel economicamente para
qguem a obtém [16].

No entanto, para que o medicamento chegue no consumidor final, é realizado
uma longa jornada de etapas exigidas pelos 6rgdos regulamentadores, para que possa
garantir que o consumidor do medicamento esta ingerindo um farmaco com seguranca e
gualidade. Com isso, uma série de pesquisas clinicas em moléculas biologicamente ativas,
a reproducao de producdo em escala industrial e, o processamento final do produto [16].
Além disso, o conhecimento do efeito terapéutico em que a molécula biologicamente ativa
acomete no organismo € de suma importancia para garantir o desenvolvimento de um
farmaco que tenha uma acéo desejada. Além do farmaco em si, outras substancias estéo

presentes no produto para que possa auxiliar na chegada do principio ativo no sitio de

19



absorcdo, essas substancias sdo farmacologivamente inativas e sdo denominadas
excipientes e participam na composi¢cao dos medicamentos [17].

Portanto, para que se desenvolva um farmaco inovador e com importancia no
mercado, as industrias investem milhdes ou até bilhées para que se obtenha uma conclusao
satisfatdria [18]. Na antiguidade os farmacos eram produzidos de extratos realizados com
plantas naturais, no entanto hoje em dia a sintese organica de substancias é a principal via
de producdo dos farmacos. A sintese artificial de substéncias facilitou que inUmeras
inovacdes fossem realizadas, o estudo se tornou mais promissor e junto com a tecnologia,
é facilmente prever o mecanismo de acdo de determinada substancia, a partir de logaritimos
analisados em software computacional [17,19].

No entanto, ao realizar a producdo sintética de tais substancias, varios solventes
organicos sdo utilizados para construir e purificar a molécula, sendo necessarios varias
etapas de sintese no processo produtivo. Com isso, a pureza do produto desejado esta
diretamente relacionado com a rota sintética utilizada, no qual o fabricante da substancia
tem aresposabilidade de grarantir o controle das impurezas formadas no processo. Diante
deste cenério, a industria investe em solugcfes que minimizem as etapas reacionais e, que
as impurezas formadas no processo mantenham a integridade do produto, garantindo sua

gualidade, livre de substancias que possam prejudicar a saude dos consumidores [20,21].

3.1.2 Impurezas em medicamentos

Com a grande quantidade de solventes organicos utilizados no processo de
sintese de um farmaco, nem todos 0os compostos conseguem ser eliminados totalmente,
permanecendo impurezas remanescentes do processo de sintese [22]. Diante disso,
estratégias de controle dessas substancias séo realizadas, visto que essas substancias,
em alguns casos, possam se tornar téxicas ao organismo humano em concentracdes acima
do que é permitido.

Nesse contexto, as agéncias regulamentadoras de todo o mundo criam
estratégias e orientacbes para pode lidar com os problemas causados pelas impurezas
formadas. Por ser um problema de carater mundial, o ICH (do inglés, International
Conference on Harmonization) e o FDA (do inglés, Food and Drug Administration)
desenvolvem discussdes e especificagfes permitidas para os compostos, pensando na
seguranca e bem estar do consumidor. Ja no Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) € a responsavel por criar leis e resolu¢cdes que exigem o controle de
tais substancias, garantindo a qualidade dos produtos produzidos no mercado nacional
[8,23].
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O guia Q3B [8] possui em suas diretrizes que todas as impurezas, independente
de sua classe, deve ser controlada, sendo que a técnica analitica utilizada para sua
guantificacdo deve ser sensivel e seletiva, conseguindo quantificar tais moléculas em niveis
baixos de concentragdo. Com isso, € necessario o conhecimento prévio das moléculas que

serdo quantificadas, para optar pela melhor técnica de quantificacéo.

3.1.3 Impurezas organicas e produtos de degradacao

De acordo com a RDC 53 [24], impureza “é qualquer componente presente no
insumo farmacéutico ou no produto terminado que néo seja o insumo farmacéutico ativo e
nem o(s) excipiente(s)”.

Pode existir semelhanca entre as impurezas organicas e os produtos de
degradacéo, sendo que a diferenca esta na relacdo da mesma com o farmaco. A impureza
organica é uma molécula gerada na sintese da molécula alvo que foi formada por meio
das reacBes com o0s solventes organicos. Ja os produtos de degradacdo sdo as
impurezas geradas a partir da degradacéo do ativo, apos o periodo de fabricagéo, durante
0 periodo de estocagem e armazenamento [25].

Diante disso, a induastria responsavel pela fabricacdo dos medicamentos,
precisara ter o controle das impurezas apés o periodo de fabricagdo, bem como em todo
o periodo de estabilidade do produto, dentro do que exige as legislacdes e resolucdes do
orgao regulador. Portanto, a fim de prever as possiveis impurezas formadas durante o
periodo de estabilidade, de acordo com a RDC 53/2015 [24] o estudo de degradacao
forgada do ativo “permite a geragao de produtos de degradagao através da exposi¢ao do
insumo farmacéutico ativo e produto acabado a condi¢cdes de estresse, como por
exemplo, luz, calor, umidade, hidrdlise acida/basica e oxidagao, entre outras”.

A importancia da identificacdo, qualificacdo e quantificacdo dos compostos
relacionados, vém crescendo cada vez mais em todo universo farmacéutico. Por isso,
diversos métodos analiticos sdo devolvidos, para garantir a qualidade e o processo de

fabricagao.

3.2 Cromatografia Liquida

A cromatografia consiste na separacao dos componentes de uma determinada
mistura, utilizando métodos fisico-quimico de distribuicdo de componentes a partir de duas
fases que estdo em contato, na qual umas das fases permanece estatica e a outra ¢ fluida
através da primeira, ocorrendo a separacdo dos componentes da mistura. A maneira em

gue a separacdao vai ocorrer depende muito da técnica cromatografica escolhida, bem como
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a composicado da fase estacionaria e a fase fluida, definindo o tipo de cromatografia
empregada. Os mecanismos mais comuns encontrados sao por adsorcédo, bioafinidade,
excluséo, partigédo e troca ibnica [26].

A cromatografia de adsor¢éo, baseia-se na capacidade que algumas moléculas
possuem de se unirem especificamente e de forma néo covalente com outras moléculas
(liganos) situadas em uma matriz insolavel. A cromatografia por bioafinidade, a fase
estacionaria é modificada através da imobolizagdo de ligantes especificos. A mistura é
aplicada em uma coluna que apresenta em seu contetdo o ligante seletivo dos compostos
gue deseja separa. Diante disso, os compostos que ndo apresentam os ligantes que
interagem com a fase estacionaria da coluna, fluem pela fase mével sem interagir com a
coluna. A cromatografia por excluséo, esta relacionado no tamnho das particulas que se
deseja separar. A fase movel com as substancias desejadas para a separacao, fluem em
uma coluna que contém granulos de zedlitos, apresentando uma fungao de “peneiras
moleculares”, onde as moléculas com grandes dimensdes ndo conseguem penetrar e
eluem mais rapidamente e as moléculas com menores dimensdes penetram e eluem mais
tardiamente. A cromatograma por particdo, baseia-se na diferenca de solubilidade dos
componentes da mistura onde duas fases liquidas ndo misciveis entre si se relacionam. A
fase estacionaria gerealmente € um liquido que apresenta uma substancia inerte, insoluvel
e hidratada, onde uma fase movel flui sobre ela. Tal fase mével consiste em um solvente
ndo miscivel com o liquido da fase estacionaria, onde esté a substancia a separar. Por fim,
a cromatografia de troca ibnica, esta baseada na diferenca de comportamento acido-base
das substancias que serdo separadas. A coluna cromatografica € preenchida por uma
resina ibnica e através dela flui uma fase mével com as substancias que se deseja separar.
Se a resina for anénica, as moléculas positivas serao retidas e as negativas serao eluidas.
Por outro lado, se a resina for catidnicas, as moléculas negativas serdo retidas e as
positivas seréo eluidas [27].

A cromatografia liquida foi definida no inicio do século XX pelos trabalhos do
botancio russo Mikhail S. Tswett. Suas pesquisas eram baseados na separacdo de
pigmentos em uma coluna cromatografica empacotada com particulas e, tais pigmentos
eram extraidos das plantas mediante o uso de solventes orgéanicos [27]. A cromatografia
liquida esta entre as principais técnicas utilizadas na separacédo de compostos, desde
materiais bioldgicos, amostras pluviais, até na analise de farmacos e impurezas na industria
farmacéutica. Isso ocorre, pois a cada dia a tecnologia ligada a técnica vém se
aperfeicoando e sua aplicacédo € ampla, abrangendo varios setores industriais. Este avanco
levou a uma gama de possibilidades, sendo que a coluna cromatografica apresenta sua

fase estacionaria sélida e os analitos sdo “empurrados” pela fase movel, ocorrendo a
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separacao dos compostos [16,28].

A cromatografia liquida moderna necessita de uma instrumentacdo mais
complexa e sofisticada em relacdo a cromatografia liquida classica desenvolvida por
Tswett. Diferente da cromatografia gasosa, em que todos 0s componentes dos
equipamento ficam dispostos em uma “caixa fechada”, na cromatografia liquida a maioria
dos equipamentos sdo modulares. Assim, € possivel que seja realizada uma
intercambializagdo de um médulo de um equipamento, como um detector por exemplo, por
outro equivalente de uma “marca” diferente. Com isso, de acordo com a necessidade do
usuario o equipamento podera apresentar modulos de diferentes marcas e funcionara da
mesma forma, apresentando certa flexibilidade em relacédo ao cromatégrafo gasoso.

A Figura 1 representa o esquema de um cromatégrafo a liquido com os seus
moédulos de operagdo. O solvente utilizado, chamado de eluente ou fase movel, é
acondicionado na parte superior do equipamento sendo impulsionado ou aspirado, por uma
bomba de alta pressédo direntemente na coluna cromatografica. Durante este trajeto, a
amostra é inserida (injetada) na fase mével antes de chegar na coluna, por uma valvula de
injecdo e é arrastada, ocorrendo a separacdo dos compostos presentes na mesma. Apos
a separacao, o efluente com a amostra € levado ao detector, que ira acusar e emitir um
sinal com as moléculas encontradas na amostra. Este sinal do detector € avaliado e tratado

em um software especifico, que fara a leitura e emitird o resultado obtido para a separacéao.

Bandeja de fase moével

Degaseificador

Compartimento de colunas

Amostrador automético Software de operagio

Injetor de amostras Criagiio de métodos
Tratamento de dados

Configuragio do sistema
Bomba cromatogrifica

Figura 1: Diagrama ilustrativo dos principais modulos de um cromatégrafo liquido
moderno.

Fonte: Google imagens.

O cromatografo a liquido é compativel com diversos detectores, como por

exemplo: Indice de Refragéo (IR), Ultravioleta (UV), Espalhamento de Luz, Fluorescéncia
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e outros. A unido entre os detectores e o software, € capaz de quantificar diversos analitos
de caracteristicas completamente distintas entre si, desde concentracdes elevadas de
substancias até concentracfes extremamente baixas. Apesar de toda a tecnologia
envolvida, esta técnica exige um grande esfor¢co do responsavel pela operacdo do método,
visto que € necessario um estudo prévio antes de iniciar as analises em equipamento, pois
0 método de analise precisa quantificar e separar 0s ativos e nem sempre isso é possivel.
Com isso, na atualidade existe uma gama de colunas cromatograficas com fases
estacionarias distintas entre si, abrangendo a caracteristica para cada composto analisado.
A interacdo ativo x fase estacionaria norteia a separacdo dos compostos e, se dois
compostos apresentam a mesma interacdo, uma co-eluicdo sera visualizada. Portanto, €
necessario varios testes para que se tenha um método analitico que seja capaz de
quantificar de maneira seletiva e especifica as substancias desejadas [28].

33 Gliclazida

A gliclazida 1-(3-azabiciclo[3.3.0]oct-3-il)-3-(p-tolilsulfonil)urea (Figura 2) é um
dos representantes dos farmacos denominados como sulfonilureias de segunda geracao.
Apresenta formula molecular empirica C1sH21N3OsS, com massa molar de 323,41 g mol*
[29]. Conforme a descri¢cdo da Farmacopeia Britanica (2021), o farmaco é um p6 branco ou
guase branco, praticamente insolivel na agua, um pouco solivel em diclorometano,

moderamente sollvel em acetona e levemente solUvel em etanol.

S. _N
N N
H H
HsC

Figura 2: Estrutura molecular da Gliclazida.
Fonte: Farmacopeia Britanica 2021.

A Gliclazida pode ser encontrada comercialmente como Diamicron®. E um
medicamento utilizado para pacientes que apresentam quadros clinicos de Diabetes
Mellitus — Tipo II. O farmaco possui sitio de acdo no pancreas, e o agrupamento sulfonilureia
apresenta uma alta afinidade e seletividade na ligacdo com os receptores presentes nas
células B-pancreéticas. Além disso, é capaz de ocasionar protecdo cardiovascular em
relacdo a outros farmacos sulfoniureias, ja que a mesma nao apresenta ligacdo nos

receptores de sulfoniureia no coracéo [31].
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A estrutura molecular consiste em duas funcdes terminais: tolueno e 3-
azabiciclo-[3,3,0]-octano, além de sua porcdo central e principal, referente a uma
sulfonilureia. Essa funcao é essencial ao farmaco, sendo responsavel pela interacdo com
0s sitios biolégicos, além de ser mais susceptivel ao processo de degradacéo,
principalmente por hidrélise do agrupamento funcional. As sulfonilureias também sé&o
indicadas como as responsaveis pela capacidade de capturar radicais livres [32]. A Figura

3 apresenta a estrutura molecular da Gliclazida e seus respectivos grupos estruturais.

WL
TOLUENO S N

3C

Suffonilureia 3-azabiciclo-(3,3,0)-octano

Figura 3: Grupos estruturais da Gliclazida.

Fonte: O autor, 2023.
3.4 Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos

Com o aumento da exigéncia para se garantir a qualidade de um método de
analise que seja capaz de quantificar e identificar o principio ativo e suas impurezas ou
produtos de degradacdo, o desenvolvimento do método analitico quer uma avaliacao
detalhada, a fim de obter resultados confidveis sobre a amostra que esta sendo testada.
Posteriormente, este método desenvolvido é submetido a um processo com diversos testes
para confirmar sua eficacia, a validacao.

Portanto, a validagdo do método analitico possui como principal objetivo
demonstrar se 0 mesmo é adequado a que se pretende realizar, obtendo resultados com
gualidade e confiabilidade. Com isso, busca-se ter um método capaz de gerar resultados
esperados nas condi¢des estabelecidas [33].

Orgéos reguladores nacionais e internacionais apresentam guias e resolucdes
gue orientam as industrias sobre como proceder com a validagdo de métodos. A ANVISA
no Brasil é a agéncia reguladora que controla e avalia as documentacfes. Ja no ambito
mundial, a Conferéncia Internacional em Harmonizagdo (ICH, do inglés, International
Conference on Harmonisation), a Associacdo Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC, do
inglés, Association of Official Analytical Chemists), a Unido Internacional de Quimica Pura
e Aplicada (IUPAC,do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry).

Para realizar a validacéo do método analitico, 0 mesmo devera ser aprovado em

alguns parametros especificos, como por exemplo, precisdo, exatidao, linearidade, limite

25



de deteccdo, quantificacdo e robustez. A precisdo avalia a concordancia de varias
determinacgfes para uma mesma amostra. A exatidao apresenta a concordancia obtida entre
o resultado experimental com o resultado teérico ou referencial. A linearidade € a resposta
analitica relacionada com a concentracdo do analito na amostra, sendo estudada em um
determinado intervalo de concentracdo. Neste parametro em especifico os resultados
geralmente sdo demonstrados a partir de grafico e tratamentos estatisticos a fim de
comprovar a aprovacao dos resultados. O limite de deteccdo como o préprio nome ja diz,
corresponde a menor concentragdo do analito que pode ser detectada, no entanto, nao
necessariamente sera quantificada com um valor exato. Por outro lado, o Limite de
Quantificacdo corresponde a menor concentracdo do ativo que pode ser quantificada de
maneira precisa, exata e linear. Como a amostra geralmente apresenta mais que um ativo
(o ativo principal e suas impurezas ou produtos de degradacao), € necessario que o método
analitico apresente seletividade, ou seja, que o método € capaz de apresentar uma
separacao (resolucéo) entre os compostos presentes na amostra garantindo a quantificacao

confiavel de cada composto [33].

3.5 Estudo de degradacéao forcada

O estudo de degradacao forcada consiste em submeter ao principio a ser testado
a condicBes extremas de estresse por fatores quimicos e fisicos, a fim de predizer um
possivel perfil de degradacéo, bem como 0s principais compostos (impurezas) formadas a
partir do estudo. Os fatores quimicos, sdo por exemplo, a exposi¢cao do ativo em hidrolise
acida e basica, a oxidacdo e ions metalicos. Os fatores fisicos, sdo por exemplo, a
exposicdo do ativo em temperaturas elevadas, condi¢des altas de umidade e fotdlise por
luz UV [24].

Com este estudo, além de prever os possiveis produtos de degradacao
formados, o método analitico também é colocado em prova, pois se 0 mesmo nao for
seletivo, ndo é capaz de identificar e quantificar todos os compostos. Para garantir isso, é
realizado o balangco de massa, um calculo que relaciona o decaimento de ativo a partir da
exposicdo de degradacdo, bem como o somatério das impurezas formadas. O valor ideal a
ser obtido € a recuperacao proxima ao 100%, no entanto mediante as variacdes analiticas
relacionadas em todo o processo de analise, os resultados proximos também s&o aceitos
e considerados adequados [34].

Portanto, o estudo de degradacao forcada pode ser considerado o principal
estudo para o desenvolvimento de um farmaco, visto que além de prever suas impurezas

e como determinara a estabilidade do produto em longo prazo, ele ir4 avaliar se 0 método
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de analise também é eficaz para que seja possivel a quantificacdo e identificacdo dos
produtos de degradacéo, garantindo a qualidade de avaliacdo do farmaco a ser produzido
[34].

27



4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram um cromatégrafo liquido UHPLC da marca
Waters modelo H-Class e o cromatégrafo liquido da marca Shimadzu modelo série 20/30,
ambos com detector DAD. Foram utilizados balancas analiticas, pHmetro, ultrassom,
centrifuga, pipetadores automaticos e eletronicos. Para andlise e quantificagdo dos
resultados, foi utilizado o software Waters Empower™ 3, e para a avaliagdo estatistica da

linearidade o Action Stat™ como extensdo do Excel™.

4.2 Padrdes, reagentes e solventes

As andlises foram realizadas nas dependéncias da empresa Prati-Donaduzzi,
sendo utilizados todos 0s recursos necessarios para a execucao deste projeto. Os padrbes
utilizados foram adquiridos da farmacopeia europeia e caracterizados. Os padrbes
adquiridos da farmacopeia europeia sado: Impureza B (CAS: 54786-86-6) e Impureza F
(CAS: 1076198-18-9). Os padrdes caracterizados foram: Gliclazida (CAS: 21187-98-4),
Impureza A (CAS:70-55-3), Impureza C (CAS: 5577-13-9), Impureza D (CAS:113626-19-
1), Impureza E (CAS:1808087-53-7) e Impureza G (CAS: ndo aplicavel). No entanto,
apenas a Impureza A e a Impureza G foram controladas, as demais impurezas foram
apenas identificadas.

Como diluente foi utilizado o reagente Acetonitrila Grau HPLC da marca Merck
com pureza de 100% e agua purificada pelo purificador de agua de laboratério Milli-Q®
Advantage A10. Para a Fase movel foi utilizado a Trietilamina Grau HPLC da marca
Scharlau com pureza de 99,7%, o Acido Fosférico Grau HPLC da marca Scharlau com
pureza de 85%.

Os critérios de especificacdo adotados na validagao para desvio padrao relativo
(DPR) e recuperacdo estdo conforme preconiza o “Guidelines for Standard Method
Performance Requirements” e o capitulo geral da USP <621 Chromatography>. Tais
especificacdes sdo baseadas na concentracdo de ativo e na razdo massa do analito pela
massa da amostra, sendo que quanto menor for sua relacdo, mais abrangente sera o
critério.

As etapas iniciais teve como base o método da farmacopeia europeia para a
guantificacdo de produtos de degradacdo da Gliclazida matéria-prima. No entanto, tal
método ndo teve aplicacdes e o desenvolvimento local foi necessario para o produto

acabado, contendo todas as aplicacdes e evidéncias que podera se tornar viavel para a
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guantificacdo do ativo Gliclazida e seus produtos de degradacdo, conforme a legislacao
brasileira vigente RDC 166/2017 [7,35].

4.3 Desenvolvimento de método analitico

Como os primeiros testes se basearam no método analitico disponivel na
farmacopeia britanica, todos os parametros cromatograficos foram reproduzidos na integra.
A coluna cromatogréfica utilizada foi uma Phenomenex Superspher RP-8 250 milimetros
(mm) de tamanho, 4,0 milimetros (mm) de diametro e com o tamanho de particula de 4
micras (um). De fase movel, foi realizada uma mistura de Agua Purificada, Acetonitrila,
Trietilamina e Acido Fluoracético na proporcdo de 55:45:0,1:0,1. A vazado da fase movel foi
de 0.9 mL min,

Na sequéncia dos testes realizados algumas alteragdes foram necessarias para
uma melhor adequac&o do método. Para isso foi utilizado o reagente Acido Fosférico como
componente da fase mével e a coluna cromatografica Waters X-Bridge C18 com 250 mm
de tamanho, 4.6 mm de didmetro e 3 um de tamanho de particula.

A amostra utilizada foi o produto acabado com a presenca de excipientes. Para
gue fosse feito o preparo da amostra, foram realizados os calculos de massa média dos
comprimidos, a fim de obter a pesagem correta de ativo na determinacéo da concentracéo
da amostra. A concentracao de trabalho é algo crucial na avaliacdo da amostra, visto que
uma concentracao baixa de amostra podera resultar num sinal analitico baixo para as

impurezas prejudicando sua quantificacao.

4.4 Validacdo do método analitico

Apés a determinacao dos parametros cromatograficos bem como a concentracdo
de trabalho, o método analitico foi submetido a validacdo dos pardmetros cromatograficos
de acordo com a legislagao brasileira vigente (RDC 166/2017).

Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentadas as condi¢des do sistema cromatogréafico

e as alteracOes do gradiente durante a corrida cromatografica.
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Tabela 2: Sistema cromatogréfico.

Condi¢cdes cromatograficas

Coluna: Acetonitrila 10%

SolugGes de Limpeza: Injetor: Acetonitrila 70%

Vazao: 1,0 mL/min
Volume de Injecao: 5uL
Waters X-Bridge C18

Coluna: 250 mm X 4.6 mm x 5 pm
Temperatura do forno da coluna: 30°C
Temperatura do amostrador: 5eC

o : Freq. de Aquisigcédo: 1-2 Hz
Detector Tipo: UVIVis Slit Width: 8 nm e 1,2 nm

Comp. de Onda: 235 nm (Seletividade e Robustez)

Tempo de Retengéo: Gliclazida: Aprox.34 minutos
Tempo de corrida: 50 minutos

Tabela 3: Gradiente.

Tempo (Min) Trietilamina 0,1% pH 3,8 (%) Acetonitrila (%)

0 70 30
6 70 30
39 60 40
40 70 30
50 70 30

A partir do sistema cromatografico cada parametro foi validado utilizando as
condicbes cromatogréficas indicadas acima e suas avaliacdes individuais, seguindo a
especificacdo individual para cada um. No Apéndice Il estdo disponiveis as informacées
para o preparo das solu¢gbes de adequacdo do sistema, bem como informacdes sobre o

preparo das amostras de todos os parametros validados.

4.4.1 Linearidade Doseamento e de Impurezas

A Linearidade foi avaliada por meio da analise da curva analitica com cinco niveis
e trés réplicas em cada nivel compreendendo o intervalo de 70% a 130% da concentracao
nominal de Gliclazida (600 pg mL?) na Solucdo Teste Doseamento/SR, abrangendo o
intervalo de concentracéo de 420 a 780 pug mL ! de ativo para o doseamento.

Para as impurezas inespecificas e especificas a linearidade foi avaliada por meio
da analise da curva analitica com cinco niveis e trés réplicas de cada nivel compreendendo
o intervalo de quantificacdo 0,10% (0,6 ug mL™?) a 1,20% (7,2 ug mL?) da concentracdo
nominal do ativo na Solucdo Teste Doseamento/SR, abrangendo todo o intervalo para as
impurezas inespecificas e especificas controladas.

Foi avaliado visualmente se os dados obtidos apresentam uma relacao linear
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aparente. Apos isso, com o auxilio do Software Action Stat™ foi realizada a regresséo linear
da curva analitica por meio do método por minimos quadrados ordinarios e avaliado o
coeficiente angular da reta, coeficiente linear da reta e o coeficiente de correlacao (R) e de
determinacéo (R?). Foi realizada a andlise de variancia para a regresséo linear (ANOVA)
com nivel de significancia de 5%. O teste de igualdade de variancias também foi realizado
(Teste de Breusch Pagan) com nivel de significancia de 5%. Por fim, os valores aberrantes
foram avaliados por meio da andlise de residuos padronizados e t-student, para que a
linearidade se considere aprovada o coeficiente de correlacdo (R) deve ser maior que 0,990,
na analise de variancia (ANOVA) o coeficiente angular da reta deve ser significativamente
diferente de zero e o intercepto ndo deve ser significativamente de zero e, caso encontre
resultado diferente, devera ser justificado tal interferéncia. No Teste de Breusch Pagan deve
indicar homogeneidade entre as variancias dos diversos niveis da linearidade
(homocedasticidade). J4 os residuos precisam apresentar distribuicdo normal e ndo deve
haver nenhum valor extremo na resposta (residuos padronizados e t-student devem estar
dentro do intervalo de + 3). J4 para a independéncia das observacdes, a hipétese ndo deve

ser rejeitada.

4.4.2 Fator Resposta Relativo do Ativo x Impurezas Controladas

A partir do coeficiente angular obtido no parametro de Linearidade para o ativo
Gliclazida e suas impurezas especificas (Impureza A e G), deve ser avaliado a resposta
relativa para a aplicacéao no calculo da exatiddo no parametro adequado. A formula para que

tal calculo seja realizado pode ser visualizada na Figura 4.

Coef angular da Gliclazida

R ta relativa I eza A =
ESPOSTA Telalilva iMmpureza C-I'J'Ef aﬂgﬂfﬂl‘" de fmpU?"EZﬂ A

Coef angular da Gliclazida

R t lativa I G=
esposta retativa fmpureza Coef angular de Impureza G

Figura 4: Célculo da resposta relativa de cada impureza especifica controlada.

Fonte: o Autor.

4.4.3 Precisdo Doseamento e de Impurezas

A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: Repetibilidade e Precisao
Intermediaria. Repetibilidade Doseamento: Foi verificado por meio de seis determinagcdes no

nivel 100% em relacdo a concentragdo nominal da Solugdo Teste Doseamento/SR
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preparadas conforme o método analitico. De acordo com o appendix f da AOAC (Association
of Official Analytical Chemists), por apresentar 16,67% de ativo na formulacdo do produto
acabado de Gliclazida (a massa média do comprimido € de 360 mg e a dosagem de ativo é
de 60 mQ), o critério de aceitacdo para a repetibilidade é de 1,9% de Desvio Padrédo Relativo
(DPR).

Precisdo Intermediaria Doseamento: foi avaliada a partir de doze determinacdes
no nivel 100% em relacdo a concentracdo nominal da Solucdo Teste Doseamento/SR
preparadas conforme método analitico (seis amostras de repetibilidade 1 e seis amostras de
repetibilidade 2, preparada em dias diferentes com pessoas diferentes). De acordo com o
appendix f da AOAC (Association of Official Analytical Chemists), por apresentar 16,67% de
ativo na formulagéo do produto acabado de Gliclazida ((a massa média do comprimido é de
360 mg e a dosagem de ativo é de 60 mg), o critério de aceitacdo para a repetibilidade é de
3% de Desvio Padréao Relativo (DPR).

Repetibilidade Impurezas Inespecificas: foi avaliado por meio de nove
determinagBes contemplando os niveis baixo, médio e alto em triplicata, compreendendo o
intervalo do limite de desconsideracdo (quantificacdo) a 120% da especificacdo limite da
impureza. Para as impurezas inespecificas foram avaliados os niveis de 0,10%; 0,17% e
0,24%. De acordo com o appendix f da AOAC (Association of Official Analytical Chemists),
por apresentar 0,017% de ativo na formulacdo do produto acabado de Gliclazida, o critério
de aceitacdo para a repetibilidade € de 5,3% de Desvio Padréao Relativo (DPR).

Precisdo Intermediaria Impurezas Inespecificas: foi avaliada a partir de dezoito
determinacbes de cada nivel baixo, médio e alto (trés amostras de repetibilidade 1 e trés
amostras de repetibilidade 2 para cada nivel, preparadas em dias diferentes com pessoas
diferentes). De acordo com o appendix f da AOAC (Association of Official Analytical
Chemists), por apresentar 0,017% de ativo na formulacdo do produto acabado de Gliclazida,
o critério de aceitacdo para a precisao intermediaria € de 8% de Desvio Padrao Relativo
(DPR).

Repetibilidade Impurezas Especificas: foi avaliado por meio de nove
determina¢fes contemplando os niveis baixo, médio e alto em triplicata, compreendendo o
intervalo do limite de desconsideracdo (quantificacdo) a 120% da especificacao limite da
impureza. Para a Impureza A foram avaliados os niveis de 0,10%; 0,65% e 1,20%. Para a
Impureza G sera avaliado os niveis de 0,10%; 0,17% e 0,24%. De acordo com o appendix f
da AOAC (Association of Official Analytical Chemists), a Impureza G por apresentar 0,017%,
0,028% e 0,040% nos pontos baixo, médio e alto de ativo na formulagéo do produto acabado
de Gliclazida, o critério de aceitacdo para a repetibilidade é de 5,3% de Desvio Padrédo

Relativo (DPR). Ja a Impureza A por apresentar 0,017% no ponto baixo, apresenta o critério
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de aceitacdo de 5,3% e, 0,108% e 0,200% nos pontos médio e alto de ativo na formulagéo
do produto acabado de Gliclazida, o critério de aceitacéo para a repetibilidade é de 3,7% de
Desvio Padréao Relativo (DPR).

Precisdo Intermediaria Impurezas Especificas: foi avaliada a partir de dezoito
determinacBes de cada nivel baixo, médio e alto (trés amostras de repetibilidade 1 e trés
amostras de repetibilidade 2 para cada nivel, preparadas em dias diferentes com pessoas
diferentes). De acordo com o appendix f da AOAC (Association of Official Analytical
Chemists), a Impureza G por apresentar 0,017%, 0,028% e 0,040% nos pontos baixo, médio
e alto de ativo na formulacdo do produto acabado de Gliclazida, o critério de aceitacdo para
a repetibilidade € de 8% de Desvio Padrao Relativo (DPR). Ja a Impureza A por apresentar
0,017% no ponto baixo, apresenta o critério de aceitacdo de 5,3% e, 0,108% e 0,200% nos
pontos médio e alto de ativo na formulacdo do produto acabado de Gliclazida, o critério de

aceitacdo para a repetibilidade € de 6% de Desvio Padrdo Relativo (DPR).

4.4.4 Exatiddo Doseamento e Impurezas

A Exatiddo do método analitico foi verificada por meio de nove determinacdes
contemplando o nivel baixo, médio e alto (70%, 100% e 130%), compreendendo o intervalo
do método analitico para o ensaio de doseamento. Foi necessario calcular a recuperacao
obtida em cada determinacéo, realizando a razdo do teor obtido pelo teérico e de acordo
com o appendix f da AOAC (Association of Official Analytical Chemists), por apresentar
12,2% de ativo na formulacdo para a concentracdo de 70%, 17,4% de ativo para a
concentracao de 100% e 22.7% de ativo para a concentracao de 130% no produto acabado
de Gliclazida, o critério de aceitacéo para a recuperacao € de 98% - 102%.

Para as impurezas inespecificas, foi verificado a partir de nove determinacdes
contemplando o nivel baixo, médio e alto (0,10%, 0,17% e 0,24%), compreendendo o
intervalo de limite de quantificacdo a 120% da especificacao da impureza. De acordo com o
appendix f da AOAC (Association of Official Analytical Chemists), por apresentar 0,017%%
de ativo na formulacao para a concentracdo de 0,10%, 0,030% de ativo para a concentracao
de 0,17%% e 0,042% de ativo para a concentragdo de 0,24% no produto acabado de
Gliclazida, o critério de aceitagdo para a recuperacéo é de 90% - 107%.

Para as impurezas especificas, foram verificadas a partir de nove determinacdes
contemplando o nivel baixo, médio e alto (0,10%, 0,17% e 0,24% para a Impureza G e
0,10%, 0,65% e 1,2% para a Impureza A), compreendendo o intervalo de limite de
guantificacdo a 120% da especificagdo das impurezas. De acordo com o appendix f da

AOAC (Association of Official Analytical Chemists), a Impureza G por apresentar 0,017%,
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0,028% e 0,040% nos pontos baixo, médio e alto de ativo na formulagéo do produto acabado
de Gliclazida, o critério de aceitacéo para a recuperacao é de 90% - 107%. Ja a Impureza A
por apresentar 0,017% no ponto baixo, apresenta o critério de aceitacao de 90% - 107% e,
0,108% e 0,200% nos pontos médio e alto de ativo na formulacdo do produto acabado de

Gliclazida, o critério de aceitacdo para a recuperacéo € de 95% - 105%.

4.4.5 Limite de Quantificacao

O Limite de Quantificacdo € a menor quantidade de analito presente em uma
amostra que pode ser quantificada com confiabilidade. No caso de métodos instrumentais,
a estimativa do limite de quantificacdo pode ser feita levando em consideracéo a relacao
sinal/ruido 10:1. Este estudo sera realizado experimentalmente, de acordo com o menor
nivel utilizado nas analises de precisao/exatidao das impurezas especificas e inespecificas.
Com isso, para que este parametro seja aprovado, as amostras no limite de quantificacao

deverdo apresentar relacao sinal/ruido superior a 10.

4.4.6 Faixa de Trabalho

Para Doseamento, a faixa de trabalho sera estabelecida por meio da confirmacéo
de que o método apresenta linearidade, precisdo e exatiddo adequados dentro da faixa de
420 a 780 pg mL?! de Gliclazida, o que corresponde ao intervalo de 70 a 120% da
concentracdo nominal de ativo de 600 pg mL™2.

Para as impurezas especificas e inespecificas, a faixa de trabalho para o método
analitico sera estabelecida pela confirmacdo de que o método apresente linearidade,
precisdo e exatiddo adequados dentro da faixa de 0,60 a 1,44 ug mL! para as impurezas
inespecificas e Impureza G, correspondendo o intervalo de 0,10 a 0,24% da concentracao
nominal de ativo de 600 pg mL:. No entanto, para a Impureza A, serd necessario
estabelecer na faixa de 0,60 a 7,20 pg mL™, correspondendo o intervao de 0,10 a 1,20% da

concentragcao nominal de ativo.

4.4.7 Robustez

A Robustez do método sera avaliada comparando o teor da Solucdo Teste
Doseamento, Solucao Teste Inespecifica Média e Solugdo Teste Especifica Média utilizada
para o ensaio de precisao/exatidao, quantificada no método original e sendo comparada
com as alteragbes propostas. As alteracdes testadas serdo as seguintes: Variagcao no lote

de coluna; variagdo na vazao da fase movel, variacdo na temperatura do forno da coluna,
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alteracéo no pH do preparo da Solucéo A, variacdo na composicao da fase mével, alteracéo

no tempo de extracdo das amostras e variacdo na membrana de filtragem das amostras.

4.4.8 Seletividade e estudo de degradacéao forcada

A Seletividade do método foi avaliada por meio da comprovacdo que 0S picos
guantificados no cromatograma da Solugdo Teste de fato se referem aos analitos de
interesse mediante comparacao dos tempos de retencao destes picos com seus respectivos
picos obtidos na Solucdo Padrdo preparadas com substancia quimica de referéncia e/ou
caracterizada. Também, foi realizado a comprovacao de que nenhum pico de produto de
degradacdo coelua com o pico da Gliclazida na Solugdo Teste por meio da analise e
amostras do produto acabado e placebo submetidos a degradacédo forcada nas condi¢bes
acidas, basicas, oxidativas, metalicas, térmicas, fotoliticas e Umidas, com avaliagcdo de
pureza espectral para comprovacéo de tal fato.

As amostras serdo submetidas ao estresse forcado serdo analisados até o
decaimento minimo de 5% de teor do principio ativo, idealmente sem ocorrer geracéo de
produtos de degradacdo secundarios. Caso ndo ocorra degradacdo apd6s 10 dias de
exposicdo, 2 ciclos de fotoestabilidade e/ou 24 horas em exposi¢cdo aos ions metalicos, o
ativo sera considerado estavel para a condicao testada.

Diante disso, o estudo de degradacéo forcada foi realizado de acordo com os

tempos de degradacao e concentracao de cada estressante indicado na Tabela 4.

Tabela 4: Condi¢cBes de estresse e tempo de exposicdo do ativo.

Amostra Condigdo de Tempo de exposigcéo
estresse
Controle - -
Controle Agua Purificada - 10 dias
Estresse acido HCI 0,1 N 2 horas
Estresse alcalino NaOH 1 N 10 dias
Estresse oxidativo H202 1,5 % 10 dias
Estresse ions metalicos FeCl3 10 Mm 6 horas
Estresse fotolitico 1,2 milhdes lux/h Tempo suf_iciente para
2 ciclos
Estresse térmico 60 °C 10 dias
Estresse umido 40 °C e 75% UR 10 dias

Portanto, estes sdo os parametros avaliados para que se tenha certeza que o
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método analitico proposto apresenta confiabilidade e integridade para avaliar e quantificar o

ativo Gliclazida bem como suas impurezas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
51 Desenvolvimento do método analitico

O desenvolvimento de métodos analiticos para o controle do doseamento do
ativo bem como seus produtos de degradacéo inicia-se com o estudo prévio de métodos
analiticos disponibilizados na farmacopeia e o estudo sobre a molécula que sera analisada
e suas impurezas. Apoés este estudo prévio, dever-se-a avaliar quais 0s possiveis produtos
de degradacéo que poderao ser formados durante o estudo de estabilidade para que sejam
controlados de maneira especifica no método analitico. Posteriormente, € definido o
sistema cromatografico, avaliando a fase movel utilizada bem como o gradiente e a coluna
cromatografica utilizada.

O desenvolvimento do método analitico iniciou com base nas caracteristicas
moleculares do ativo, com o levantamento bibliografico realizado. A Farmacopeia Europeia
10t edition apresenta a monografia para a anallise da matéria-prima, com isso os testes
preliminares tera como base este método analitico.

Com o estudo da molécula e possiveis rotas de degradacédo, Bansal e seus
colaboradores (2008) relataram que a Gliclazida apresenta grande suscetibilidade a
hidrélise. Diante disso, a fim de assegurar uma estabilidade de solucdo na analise, optou-
se por adicionar ao método analitico o controle de temperatura no amostrador de 5°C,
deixando os vials com os padrdes e amostras em uma condicao resfriada, reduzindo a
cinética de degradacao por causa da baixa temperatura. Um fato determinante, é que o
método analitico disponivel no compéndio europeu, ele apresenta apenas a quantificacéo
das substancias relacionadas ao ativo e, o doseamento € por outra técnica analitica, a

titulacdo potenciométrica.

511 Teste 01

Primeiramente foi avaliado a capacidade do método em reproduzir uma analise
de doseamento, com isso foi realizado o preparo da fase movel, que consiste em uma
mistura de agua purificada, acetonitrila, trietilamina e &cido trifluoracético na propor¢éo de
55:45:0,1:0,1 (v/v). Da mesma forma, foi realizado o preparo do diluente, sendo uma mistura
de agua purificada e acetonitrila na proporcédo de 55:45 (v/v). A coluna cromatografica
utilizada para tal teste, foi uma Phenomenex Superspher RP-8 com 250 mm de tamanho,
4,0 mm de didmetro e 4 ym de tamanho de particula. A vazdo da fase movel foi de 0,9

mL/min e o tempo de andlise foi de 20 minutos. O comprimento de onda escolhido para
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analise foi de 235 nm. Foi realizado o preparo de um padrao caracterizado e duas amostras
de produto acabado, extraida com o diluente em um banho ultrassénico por 10 minutos. A
concentracdo final de amostra foi de 60 pg/mL tanto para o padrdo quanto para as
amostras.

Para a analise e quantificacdo das amostras, foi utilizado o cromatégrafo liquido
Waters, modelo H-Class devidamente qualificado. A fim de garantir a adequacdo do
sistema, foi realizado cinco inje¢cdes do padrdao a fim de avaliar a repetibilidade do
equipamento em conseguir fornecer o mesmo resultado, confirmando sua calibracao.

Conforme o capitulo geral da Farmacopeia Americana, a mesma indica que para
a andlise de doseamento de um insumo farmacéutico, € indicado a realizagdo de cinco
injecbes e o DPR obtido para tal adequacdo, ndo deve ser maior que 2%. Outro critério
importante avaliado na andlise foi o fator de simetria do pico referente ao ativo, pois picos
com deformagbes podem apresentar resultados ndo confidveis e uma seletividade néo
eficaz e, conforme o capitulo geral do compéndio oficial americano, o fator de simetria
também conhecido como fator de cauda ou “tailing” em inglés, devera apresentar valores
entre 0,8 e 2,0. Além disso, a eficiéncia da coluna cromatogréfica também foi avaliada,
verificando se a mesma apresenta uma boa interacdo com o ativo, apresentando
especificacdo de no minimo 2000 pratos teodricos, unidade utilizada para avaliar tal
eficiéncia. Tal especificacdo também € encontrada no capitulo geral da farmacopeia
americana [36].

A partir dos critérios mencionados e com o auxilio do software Empower para a
guantificacdo, a Figura 5 apresenta o perfil cromatogréafico e os resultados obtidos para

analise da solucédo padréo.
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Figura 5: Cromatograma obtido na analise da Solucdo Padrdo Doseamento, com 0s
dados de tempo de retencéo, area, altura do pico, fator de causa e pratos teoricos.
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Conforme observado no Figura 5, nota-se que o pico de Gliclazida apresentou o
tempo de retencdo em 13,8 minutos, o fator de cauda (USP Tailing) ficou em 1,08 e o
namero de pratos tedricos foi de 13849, apresentando uma boa interacdo com a coluna
cromatografica. Todos os critérios apresentaram resultados positivos e aceitaveis.

Prosseguindo com a avaliagdo, o Quadro 1 apresenta a resposta obtida nas
cinco injecbes da solucéo padrao, a fim de determinar o DPR para garantir a adequacao

do sistema.
[E.| Level Response
1| Level 1 2725630
2 [ Level 1 2725037
3 | Level 1 2724548
2 | Level 1 2723852
2 [ Level 1 2720518

Quadro 1: Area obtida nas 05 injecdes da Solucdo Padrdo Doseamento.

As areas obtidas nas reinjecdes ficaram proximas entre si, apresentaram uma
meédia de 2723997 e o DPR apresentou o valor de 0,07%, mostrando que o sistema esta
apto para a quantificacdo da amostra. Diante disso, a Figura 6 e Figura 7 apresentam o
perfil cromatogréfico obtido para a amostra, verificando se o ativo apresenta a mesma

retencdo que o padrao (Figura 5) e também se o teor obtido apresenta resultado satisfatério.
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Figura 6: Cromatograma obtido para a Solu¢do Amostra Doseamento 01, com os dados
de tempo de retencao, area, altura do pico, fator de causa e pratos teoricos.
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Figura 7: Cromatograma obtido para a Solugdo Amostra Doseamento 02, com os dados
de tempo de retencao, area, altura do pico, fator de causa e pratos teéricos.

Com os resultados demonstrados nas Figuras 6 e 7, nota-se que o pico de
Giclazida apresentou o mesmo tempo de retencao em relacéo a Solugcéo Padrao e os teores
obtidos apresentaram resultados proximos entre si e também com teores proximos a 100%,
mostrando que o diluente utilizado na extracdo da amostra é apto para uma extracao total
da amostra. Portanto, com os resultados obtidos para o teste inicial, mostrou que o método
farmacopeico para a analise de substéncias relacionadas na matéria-prima apresenta
aplicabilidade na andlise de doseamento no produto acabado, prosseguindo com testes na

metodologia.

51.2 Teste 02

ApoOs avaliar se 0 método analitico era capaz de quantificar o doseamento do
ativo, a andlise com as substancias realizadas foi realizada, a fim de verificar a separacéo
das impurezas conhecidas da farmacopeia europeia. Uma alteracdo foi realizada em
relacdo ao diluente, as amostras foram solubilizadas em acetonitrila submetidas a banho
ultrassonico por 10 minutos. As condicdes cromatograficas, bem como a fase movel se
mantiveram as mesmas do teste 01 demonstrado anteriormente. As concentracdes das
amostras de doseamento se mantiveram as mesmas, ja para avaliacdo das substancias
relacionadas e produtos de degradagé&o o padrao apresentou a concentracao de 1,2 yg mL-
1 e uma solucéo para avaliar a sensibilidade do sistema, com a concentragédo de 0,6 yg mL-
1, Ja4 a amostra utilizada para avaliar as impurezas presentes no produto, possui uma
concentragdo de 1000 ug mL*, para que seja possui a incidéncia e detectacdo dos
compostos no método analitico.

A avaliagdo da adequacéo do sistema teve algumas alteragdes em relagao ao
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teste anterior. A solucdo sensibilidade preparada tem o intuito de verificar se o sistema
cromatografico € passivel de quantificar impurezas que apresentem teor no limite de
guantificacdo, a partir da avaliacdo da relacéo sinal/ruido. Além disso, o Padrao SR foi
submetido a seis reinjec¢des, a fim de avaliar se o resultado foi 0 mesmo para esta solucao.
As especificacbes novamente estdo de acordo com o capitulo geral da farmacopeia
americana e o sistema se tornara apto se a relacdo sinal/ruido na solucédo sensibilidade
apresente resultado igual ou superior a 10 e o DPR das injecfes da solucao Padrdo SR
apresente resultado menor ou igual a 5%.

A Figura 8 esta representado o cromatograma da solucdo sensibilidade, onde

seu perfil cromatografico, bem como o valor obtido para a relacéo sinal/ruido.
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Figura 8: Cromatograma obtido para a analise da Solu¢éo Sensibilidade.

Diante do resultado exposto, nota-se que a retencdo do ativo se manteve a
mesma em relacdo ao teste anterior. Ja a relacdo sinal/ruido apresentou um valor elevado
de 54, mostrando que o método analitico é capaz de quantificar as impurezas na
concentracao do limite de quantificacdo. Também, é possivel visualizar que o fator de cauda
e 0s numeros de pratos tedricos se mantiverem dentro das especificacées discutidas no
teste. Na Figura 9 o perfil cromatografico obtido na analise da Solugcdo Padrdo SR,

avaliando o perfil cromatogréfico.
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Figura 9: Cromatograma obtido para a analise da Solugdo Padréo SR.

Com o cromatograma demonstrado, nota-se que o pico de Gliclazida manteve
seu tempo de retencdo, mostrando uma precisdo em atender o critério de retencao do ativo.
Também, apresentou fator de cauda e pratos tedricos acima da especificacdo exigida,
garantindo a adequacdao do sistema. A Ultima avaliagéo realizada antes de verificar o pefrfil
cromatografico das amostras, foi o valor obtido para DPR das seis injec6es da Solucéo
Padrdo SR. Com isso, o Quadro 2 apresenta a resposta obtida em area do pico em cada

injecao.

[E.| Level Response

1| Level1 32425
2| Level1 23052
3 |Level1 23333
4 |Level1 24085
S| Level1 23308
6 | Level1 33119

Quadro 2: Areas obtidas nas seis inje¢cées da Solucdo Padrdo SR.

As areas obtidas nas reinjecfes ficaram proximas entre si, apresentaram uma
meédia de 53227 e o DPR apresentou o valor de 1,0%, mostrando que o sistema esta apto
para a quantificacdo da amostra. Diante disso, a Figura 10 apresenta o perfil cromatogréafico
obtido para a amostra SR, verificando se o ativo apresenta a mesma retencao que o padrao

e também se a amostra apresenta alguma impureza.
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Figura 10: Cromatograma obtido para a analise da Solugdo Amostra SR.

De acordo com o observado, novamente a Gliclazida apresentou sua retencao
préxima a 13,7 minutos e ndo foi observado nenhum interferente proximo, mostrando que
a amostra estd livre de impurezas e, que a alteracao realizada no diluente, juntamente com
a temperatura do amostrador controlada em 5°C, promoveu uma estabilidade para amostra,
sendo possivel uma quantificacdo correta da amostra.

Apesar dos resultados positivos encontrados nos testes, um problema foi
visualizado ao longo das injecBes dos testes. Foi observado que a coluna cromatografica
apresentou perda de eficiéncia, alterando o formato do pico e perdendo seletividade. Um
motivo para que tal efeito esteja sendo observado, seria o pH da Fase Movel, por apresentar
acido trifluoracético na solugéo, o mesmo por ser um acido forte que se dissocia facilmente
em agua, reduz o pH da Fase Movel para valores abaixo de 3 e de acordo com o manual
da coluna cromatogréfica fornecido pela empresa Phenomenex, a mesma suporta pH até
3, mostrando que o problema da perda de eficiéncia realmente esteja ligada a Fase Mdével.

Diante do resultado discutido, a reproducdo do método farmacopeico para a
rotina laboratorial ndo se tornou eficaz, sendo necessario um desenvolvimento de método
alterando as condi¢Bes cromatograficas, como a coluna cromatogréafica, fase mébvel e

gradiente, bem como o diluente da amostra.

513 Teste 03

ApoOs entender as caracteristicas do analito, bem como suas impurezas,
verificou-se que a melhor maneira de conseguir a separacédo dos compostos seria a criagao
de um sistema gradiente, diferente do que encontrado no método farmacopeico. Este
sistema gradiente alternando a propor¢ao de organico e aquoso facilita com que compostos

gue apresentem estruturas semelhantes entre si consigam ser separadas e quantificadas.
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Conforme Chemicalize, a Gliclazida apresenta um pKa de aproximadamente
4,07, ou seja, em pH acidos abaixo de 3,5 sdo encontradas as espécies nao ionizadas do
ativo. Para a cromatografia em Fase Reversa, utilizando coluna cromatografica C18,
aconselha-se utilizar a forma néo ionizavel da molécula, garantindo uma interacdo com a
coluna e separagao dos compostos. Diante disso, o teste inicial utilizou uma coluna Waters
Xbridge C18, com 250 mm de comprimento, 4,6 mm diametro e tamanho de particula 3,5
pm. Conforme Guia da Agilent para separacdo cromatografica, quanto menor o tamanho
de particula, maior € a interagdo dos ativos com a coluna e consequentemente melhor a
separacao de compostos. A Fase Movel determinada basea-se em uma solucdo de 0,1%
de Trietilamina em agua purificada, com o ajuste de pH para 3,8 com acido fosférico. O
diluente se manteve do teste anterior, onde a acetonitrila apresentou uma solubilizacéo
eficaz do ativo.

Um gradiente foi elaborado a fim de avaliar o comportamento dos ativos com a
variacdo. O teste baseou em um inicio da analise com uma proporcdo maior de aquoso e
posteriormente o gradiente foi alterado para uma proporcéao igual de agquoso e organico. O

gradiente com as alteragdes é observado na Tabela 5.
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Tabela 5: Gradiente de proporcdo de Fase Movel do Teste 03

Tempo (Min) Solucéo A (%) Acetonitrila (%)
0 75 25
24 50 50
32 50 50
34 75 25
40 75 25

O detector utilizado para a analise é o UV-Vis, utilizando uma ampla faixa de
comprimentos de onda, a fim de determinar o melhor comprimento de onda para a avaliacao
da Gliclazida e seus produtos de degradacao. A faixa utilizada foi a de 190 — 400 nm. A
vazao da fase moével determinada foi a de 1,0 mL mint. Para a avaliacdo das impurezas,
bem como o ativo Gliclazida foram utilizados padrdes caracterizados e solubilizados com
solucéo diluente. Cada impureza foi preparada individualmente na concentracdo final de
2,4 yg mL* e posteriormente uma amostra de produto na concentracédo de 1200 yg mL™?,
com contaminacéo de cada impureza, a fim de avaliar a separagéo de cada composto e do
ativo na mesma analise cromatogréafica. Da mesma forma, uma amostra apenas com as
impurezas sem o ativo foi preparada para avaliar a separacao entre elas sem a interferéncia
do produto com o ativo principal e seus excipientes. Uma solucdo diluente também foi
analisada, com o intuito de identificar possiveis picos oriundos do diluente, para que os
mesmos ndo sejam confundidos com impureza.

Diante disso as Figuras 13 a 20 apresenta 0s cromatogramas obtidos para a
analise da Solucéo Diluente, Padrédo Impureza A (Figura 12), Padrdo Impureza B (Figura
13), Padréo Impureza C (Figura 14), Padréo Impureza D (Figura 15), Padrao Impureza E
(Figura 16), Padrdo Impureza F (Figura 17), Padrdo Impureza G (Figura 18),

respectivamente.
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Figura 11: Cromatograma obtido da Solu¢do Branco Diluente.
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Figura 12: Cromatograma obtido na analise da Solucdo Padrédo Impureza A.
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Figura 13: Cromatograma obtido na analise da Solugédo Padrdo Impureza B.
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Figura 14: Cromatograma obtido na analise da Solucédo Padrao Impureza C.
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Figura 15: Cromatograma obtido na andlise da Solucédo Padrédo Impureza D.
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Figura 16: Cromatograma obtido na analise da Solucédo Padréo Impureza E.
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Figura 17: Cromatograma obtido na andlise da Solucédo Padrao Impureza F.
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Figura 18: Cromatograma obtido na analise da Solu¢édo Padrdo Impureza G.

Conforme os cromatogramas demonstrados extraidos em comprimento de onda
de 235 nm, nota-se na Figura 11 que o diluente apresentou um pico em aproximadamente
7 minutos. Tal pico apresentou retencdo muito proxima com a Impureza A conforme
indicado na Figura 12, no entanto apresentou uma separacdo eficaz e nao causa
interferéncia na quantificacdo da mesma. Nos demais cromatogramas demonstrados, foi
possivel identificar cada composto e pelo tempo de retencdo obtido, ndo apresentam
coeluicao entre si.

Apos a identificacéo individual de cada impureza no cromatograma, uma solucao
com todas as impurezas foi analisada, com o intuito de verificar a separacdo de cada

impureza na mesma analise cromatografica, conforme demonstrado na Figura 19.
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Figura 19: Cromatograma obtido na analise da Soluc&o Mix de Impurezas.

Um problema foi observado neste perfil cromatografico. A separacédo foi eficaz
entre os compostos, Nno entanto nota-se que a separacao das Impurezas A e B com o pico
do diluente, apresentaram retencdo muito proxima e a base da integracdo da Impureza B
ficou prejudicada por causa dessa retencdo préxima. Prosseguindo com a avaliagdo, a
Figura 20 apresenta o cromatograma obtido para a Solugéo Teste contaminada com as
impurezas, a fim de verificar o perfil cromatografico com a presenca do ativo Gliclazida na
concentracdo de trabalho proposta.
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Figura 20: Cromatograma obtido na analise da Solucéo Mix de Impurezas.

Novamente um problema de separacéo foi observada. A Impureza G apresentou
uma retencdo muito proxima em relacdo ao pico da Gliclazida, prejudicando em uma
guantificacéo eficaz de ambos os compostos. Com isso, foi necessario ajustar o gradiente
da fase modvel para que essa separagdo apresente uma maior resolucdo entre 0s

compostos.

Diante dos resultados expostos, foram observados pontos a serem melhorados
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e também pontos positivos, visto que as impurezas ja apresentaram uma certa separacao
entre si, sendo necessario ajustes para que se obtenha o melhor perfil cromatografico para

um meétodo que possa quantificar todos os compostos sem interferéncias.

514 Teste 04

A partir dos resultados obtidos no teste anterior, algumas alteragbes foram
pensadas a fim de obter o gradiente ideal para a separacao dos compostos. Primeiramente,
a fim de obter uma separacao entre o pico proveniente do diluente, um gradiente isocratico
inicial foi determinado a fim de obter a eluicAo do pico da impureza e diluente e
posteriormente a eluicdo destes picos, inicia-se um gradiente gradativo de acetonitrila para
assim eluir a Impureza B e demais compostos. Tal situacdo, deverd retardar a eluicdo da
Impureza B, fazendo com que ocorra a separacdo efetiva. Outra alteracdo se da na
concentracdo final de organico do diluente, sendo que no teste anterior a proporcao
chegava em 50:50 (aquoso:organico), neste caso foi de 60:40 (aquoso:organico) visto que
a reducao da velocidade de mistura de composic6es pode ser o cenario ideal para que se
ocorra a separacao das demais impurezas.

Adicionado o controle de temperatura do forno da coluna, pelo fato de que
variacfes de temperatura na sala pode determinar alteracdo no perfil cromatografico.
Portanto, foi adicionado o controle de temperatura a 30°C. Outros parametros
cromatograficos se mantiveram dos testes anteriores, como a fase modvel, coluna

cromatografica e diluente. A Tabela 6 apresenta o gradiente detalhado utilizado no teste.

Tabela 6: Gradiente de proporcédo de Fase Movel do Teste 04.

Tempo (Min) Solucéo A (%) Acetonitrila (%)
0 70 30
6 70 30
39 60 40
40 70 30
50 70 30

Em relacdo as amostras, uma alteragcdo foi realizada a fim de otimiza o
preparo de solucéo. Nos testes anteriores, 0 cenario era de que a amostra para a avaliacéo
de impurezas apresentava a concentracéo de trabalho de 1200 ug mL* e a concentracdo

da amostra de doseamento era de 60 yg mL1. A fim de unificar as duas amostras, ou seja,
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a mesma amostra ser passivel de quantificacdo tanto do ativo para doseamento quanto
para a avaliacdo das impurezas, foi determinado a concentracéo de trabalho de 600 ug mL-
1, No entanto, foi necessario avaliar o impacto nas impurezas, visto que a concentracdo da
amostra determina a concentracdo de trabalho da impureza. Tal impacto foi verificado na
Solucdo Sensibilidade do método, visto que se o ativo Gliclazida apresentar relagédo
sinal/ruido superior a 10 na concentracdo reduzida, o método sera apto para quantificar no
limite de quantificacao.

Portanto, com o intuito de avaliar de forma rapida e otimizada se o teste
proposto tera aplicabilidade e separacdo adequada, serd analisada a Solucdo Teste
Contaminada da andlise anterior, visto que com a concentracdo maior e,
consequentemente uma maior intensidade e area das impurezas, a separacao é mais dificil
de realizar em relacdo a concentragcdes menores. Contudo, por ser 0 pior caso essa
amostra servird de parametro para avaliar a resolucdo. O perfil cromatografico obtido na
analise desta solucédo pode ser observado na Figura 21.
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Figura 21: Cromatograma obtido na andlise da Solug&o Mix de Impurezas.

A partir do cromatograma obtido, nota-se que as altera¢des no gradiente foram
determinantes para que se obtenha uma separacao entre os compostos. Vale ressaltar a
separacao do pico da Impureza A com o pico proveniente do diluente, visto que no teste
anterior apresentaram retencao proximas. Outro ponto a destacar foi a separagéo entre o
pico proveniente da Gliclazida e da Impureza G, apresentando uma resolugéo dentro do
critério estabelecido entre os compostos, conseguindo quantificar os compostos.

Com isso, com os resultados positivos na separacdo dos compostos, o sistema
cromatografico esté definido e podera ser submetido a teste de validacéo a fim de avaliar

sua aplicabilidade e capacidade de reproduzir os resultados dentro de um limite de variacao
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aceitavel.

5.2 Validacdo do método analitico

A validacdo do método analitico foi realizada seguindo a confirmacdo de sua
aplicacao baseada em parametros exigidos pela RDC 166/2017 [24]. A execucdo de como

seré realizado cada parametro, estéa relatado no Apéndice II.

521 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método para doseamento e uniformidade de
contetudo foi efetuada mediante a obtencdo de curva analitica com cinco niveis de
concentracéao e trés réplicas em cada nivel, compreendendo o intervalo de 70% a 130% da
concentracdo nominal de Gliclazida (600 yg mL™') na Solucdo Teste Doseamento/SR,
abrangendo o intervalo de concentragdo de 420 a 780 ug mL de ativo para o doseamento.

Para avaliacao estatistica foi utilizado a aplicagdo Action Stat® e os resultados
completos encontram-se no Apéndice IV. A Tabela 7 apresenta o resumo das conclusdes

obtidas da analise estatistica da linearidade de Gliclazida.

Tabela 7: Resumo das conclusdes do estudo de linearidade da Gliclazida.

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto igual a zero
Coeficiente de Correlacdo de Pearson R = 0.9995 que é maior que o proposto (0,99)

Teste de Normalidade dos Residuos N&o rejeitamos a hip6tese de normalidade dos residuos

Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta Nao detectamos pontos extremos
Teste de independéncia das observacdes N&o detectado dependéncia das observacdes

A andlise estatistica apresentada no relatorio Action Stat® demonstrou
cumprimento dos critérios estabelecidos para o parametro de linearidade. Desta forma,
podemos considerar o método linear, homocedastico, normal, independente nas
observagfes e sem valores extremos (outliers). Portanto o método é linear para Gliclazida
na faixa de 420 a 780 yg mL* estabelecida para o método.

A avaliacdo da linearidade do meétodo para as impurezas inespecificas e
especificas foi efetuada mediante a obtencdo de curva analitica com cinco niveis de
concentragdo e com trés réplicas em cada nivel, compreendendo o intervalo de

desconsideracéo 0,10% (0,6 ug mL™?) a 1,20% (7,2 ug mL?) da concentracdo nominal do
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ativo na Solucdo Teste Doseamento/SR (600,0 ug mL?). Para avaliacdo estatistica foi
utilizado a aplicacéo Action Stat® e os resultados completos encontram-se no Apéndice V.
Na Tabela 8 estad apresentado o resumo das conclusdes obtidas da analise

estatistica da linearidade do Gliclazida.

Tabela 8: Resumo das conclusdes do estudo de linearidade da Gliclazida.

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significAncia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto igual a zero
Coeficiente de Correlacdo de Pearson R = 0.9996 que é maior que o proposto (0,99)

Teste de Normalidade dos Residuos N&o rejeitamos a hip6tese de normalidade dos residuos

Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta Nao detectamos pontos extremos
Teste de independéncia das observacdes N&o detectado dependéncia das observacdes

A andlise estatistica apresentada no relatorio Action Stat® demonstrou
cumprimento dos critérios estabelecidos para o parametro de linearidade. Desta forma,
podemos considerar o método linear, homocedastico, normal, independente nas
observacfes e sem valores extremos (outliers). Portanto o método € linear para Gliclazida
na faixa de 0,60 a 7,20 yg mL* estabelecida para o método.

Na Tabela 9 estd apresentado o resumo das conclusdes obtidas da analise

estatistica da linearidade da Impureza A.

Tabela 9: Resumo das conclusdes do estudo de linearidade da Impureza A.

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significAncia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto igual a zero
Coeficiente de Correlacdo de Pearson R = 0.9999 que é maior que o proposto (0,99)

Teste de Normalidade dos Residuos N&o rejeitamos a hip6tese de normalidade dos residuos

Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta Nao detectamos pontos extremos
Teste de independéncia das observacdes N&o detectado dependéncia das observacdes

A analise estatistica apresentada no relatério Action Stat® demonstrou
cumprimento dos critérios estabelecidos para o parametro de linearidade. Desta forma,
podemos considerar o método linear, homocedastico, normal, independente nas
observacdes e sem valores extremos (outliers). Portanto o método é linear para Impureza

A na faixa de 0,60 a 7,20 ug mL* estabelecida para o método.
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Na Tabela 10 esta apresentado o resumo das conclusfes obtidas da analise

estatistica da linearidade da Impureza G.

Tabela 10: Resumo das conclusdes do estudo de linearidade da Impureza G.

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto igual a zero
Coeficiente de Correlacao de Pearson R = 0.999 que é maior que o proposto (0,99)

Teste de Normalidade dos Residuos Nao rejeitamos a hipotese de normalidade dos residuos

Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta N&o detectamos pontos extremos
Teste de independéncia das observacgdes N&o detectado dependéncia das observacdes

A andlise estatistica apresentada no relatério Action Stat® demonstrou
cumprimento dos critérios estabelecidos para o parametro de linearidade. Desta forma,
podemos considerar o método linear, homocedastico, normal, independente nas
observacdes e sem valores extremos (outliers). Portanto o método € linear para Impureza

G na faixa de 0,60 a 7,20 ug mL ! estabelecida para o método.

5.2.2 Fator Resposta Relativo

O fator resposta relativo das impurezas foi calculado como sendo a razao entre
os coeficientes angulares dos padrbes das impurezas em questdo frente ao padrao de
Gliclazida (agli/aimp), obtidos a partir do parametro de linearidade. Os resultados s&o

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Coeficiente angular e fator resposta relativo de Gliclazida, Impureza A e G.

Média dos Coeficientes

Identificac&o Fator Resposta

Angulares
Gliclazida 9491,428314 -
Impureza A 10251,180436 0,93
Impureza G 18423,120079 0,52

Assim, os fatores resposta relativos encontrados acima foram utilizados no

calculo do teor das impurezas nos demais parametros da validagéo.

5.2.3 Precisdo

Os resultados obtidos para a Precisdo 1 e Preciséo 2 repetibilidade no preparo
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das amostras de doseamento, bem como a avaliagdo da Precisdo Intermediaria com o

comparativo dos dois dias, estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados de Preciséo 1 e Precisédo (repetibilidade) e da Precisédo
Intermediaria — Doseamento de Gliclazida.

Teor Teor Média da DPRda Especificacdo Especificacdo
Nivel Médioda Médio da Prec. DPRda  DPR da Prec. da Prec. da Prec.

(%) Prec.1  Prec.?2 Interm. Pr(eo/c)' 1 Pr(?,/c)' 2 interm. Repeteb. DPR  Interm. DPR
(%) (%) % ’ ° (%) (%) (%)
(%)

100 98,29 97,62 97,95 0,4 0,6 0,6 <19 <3

Conforme os resultados apresentados, os valores individuais a média e o desvio
padréo relativo (DPR%) entre os preparos das amostras de Gliclazida produto acabado
estdo de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos para o parametro de precisdo
(repetibilidade). Sendo assim, o método analitico possui preciséo (repetibilidade) adequada
no nivel 100% da concentracgédo de trabalho de 600 yg mL™.

Ja para determinacdo da precisdo intermediaria, 0 seu conteudo expressa a
proximidade entre os resultados obtidos da anéalise de uma mesma amostra no mesmo
laboratério em pelo menos dois dias diferentes, realizadas por operadores distintos,
contemplando as mesmas concentracfes e mesmo numero de determinacdes. Com 0s
resultados demonstrados na Tabela 12, demonstram que o0 método € preciso uma vez que
a proximidade dos resultados das duas precisfes (1° e 2° dia) cumpre com o0s critérios de
aceitacao estabelecidos para o parametro.

Os resultados obtidos para o ensaio da uniformidade de conteldo para a
Precisdo 1 e Preciséo 2 repetibilidade, bem como a avaliacdo da Precisdo Intermediaria

com o comparativo dos dois dias, estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Resultados de Preciséo 1 e Precisdo (repetibilidade) e da Precisdo
Intermediaria — Uniformidade de Conteudo de Gliclazida.

Teor Teor Média da DPRda Especificacdo Especificacdo
Nivel Médioda Médio da Prec. IlzlrjeRc df IDDI:eRC d; Prec. da Prec. da Prec.
(%) Prec. 1 Prec. 2 Interm. (0/)' (0/)' Interm. Repeteb. DPR  Interm. DPR
(%) (%) (%) ’ ’ (%) (%) (%)
100 96,61 99,61 98,11 1,2 0,4 1,8 <19 <3

Conforme os resultados apresentados, os valores individuais a média e o desvio

padréo relativo (DPR%) entre os preparos das amostras de Gliclazida produto acabado
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estdo de acordo com os critérios de aceitagdo estabelecidos para o parametro de precisdo
(repetibilidade). Sendo assim, o método analitico possui precisao (repetibilidade) adequada
no nivel 100% da concentracgédo de trabalho de 600 yg mL™.

J& para determinagcdo da precisdo intermediaria, o seu conteddo expressa a
proximidade entre os resultados obtidos da anéalise de uma mesma amostra ho mesmo
laboratério em pelo menos dois dias diferentes, realizadas por operadores distintos,
contemplando as mesmas concentracfes e mesmo numero de determinacdes. Com 0s
resultados demonstrados na Tabela 13, demonstram que o método é preciso uma vez que
a proximidade dos resultados das duas precisfes (1° e 2° dia) cumpre com os critérios de
aceitacao estabelecidos para o parametro.

A Precisao/Exatiddo do método para quantificacdo de impurezas inespecificas
foi avaliada através da recuperacdo do ativo no intervalo de concentracdo de 0,10% a
0,24% em relag&o a concentracdo nominal de Gliclazida na amostra (Gliclazida 600 pg mL"
1). Os valores de recuperacdo e a avaliacéo da proximidade entre os resultados de mesmo

nivel (DPR) estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados de Precisdo 1 e Preciséo (repetibilidade) e da Preciséao
Intermediaria — Impurezas Inespecificas.

Teor Teor Média da DPRda Especificacdo Especificagéo
Nivel Médioda Médio da Prec. E)ii dla I?)E)eRc d; Prec. da Prec. da Prec.
(%) Prec. 1 Prec. 2 Interm. (0/)' (0/)' Interm. Repeteb. DPR Interm. DPR e
(%) (%) (%) 0 0 (%) e Rec. (%) Rec. (%)
0,10 95 96 95 3,0 1,2 2,1
=< =<
017 100 99 100 3,3 3,6 32  DPR==53 DPR=<8

Rec. =90-107 Rec.=90-107

0,24 101 100 101 1,9 15 1,6

Conforme os resultados apresentados na Tabela 14, os valores individuais, as
médias de recuperacao e o desvio padrao relativo (DPR) entre os preparos das amostras
nas concentracdes avaliadas estdo de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos
para o parametro de Precisdo/Exatidao (repetibilidade). Sendo assim, é possivel concluir
gue o método analitico possui Precisdo/Exatidao (repetibilidade) adequados nos niveis de
concentracéo entre 0,60 a 1,44 ug mL™.

A Precisdo/Exatiddo do método para quantificacdo da impureza especifica A foi

avaliada através da recuperacao do analito no intervalo de concentracéao de 0,10% a 1,20%
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em relacdo a concentracdo nominal de Gliclazida na amostra (Gliclazida 600 ug mL?t). Os

valores de recuperacao e a avaliacdo da proximidade entre os resultados de mesmo nivel

(DPR) estéo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Resultados de Preciséo 1 e Precisédo (repetibilidade) e da Precisédo

Intermediaria — Impureza A.

Teor Teor Média da Especificacdo Especificacdo
Nivel Médioda Médioda Prec. gfg‘; df E,E;RC d;\ da Prec. da Prec.
(%) Prec. 1 Prec. 2 Interm. (0/)' (0/)' Repeteb. DPR Interm. DPR e
(%) (%) (%) 0 0 e Rec. (%) Rec. (%)
DPR=<5,3 DPR=<8
0,10 98 101 99 43 4.3 Rec. = 90-107 Rec. = 90-107
0,65 102 97 100 1,9 0,5
DPR =<3,7 DPR=<6
Rec. =95-105 Rec. =95-105
1,20 101 96 99 2,0 0,4

Conforme os resultados apresentados na Tabela 15, os valores individuais, as

meédias de recuperacao e o desvio padréo relativo (DPR) entre os preparos das amostras

nas concentracdes avaliadas estdo de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos

para o parametro de Precisdo/Exatiddo. Sendo assim, € possivel concluir que o método

analitico possui Precisdo/Exatidao (repetibilidade) adequados nos niveis de concentracdo

entre 0s 0,60 a 7,20 yg mL™.

A Preciséo/Exatidao do método para quantificacdo da impureza especifica G foi

avaliada através da recuperacado do analito no intervalo de concentragéo de 0,10% a 0,24%

em relacédo a concentracdo nominal de Gliclazida na amostra (Gliclazida 600 ug mL1). Os

valores de recuperacao e a avaliagdo da proximidade entre os resultados de mesmo nivel

(DPR) estao apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16: Resultados de Precisdo 1 e Preciséo (repetibilidade) e da Preciséo

Intermediaria —

Impureza G

Teor Teor Meédia da DPRda Especificacdo Especificagéo
Nivel Médioda Médio da Prec. I[:)’f; df [F),I:(;RC d; Prec. da Prec. da Prec.
(%) Prec. 1 Prec. 2 Interm. (0/)' (0/)' Interm. Repeteb. DPR Interm. DPR

(%) (%) (%) ’ ’ (%) e Rec. (%) (%)
0,10 102 102 102 1,6 3,7 3

DPR =<5,3 DPR=<8

017 104 % 100 >2 21 ®  Rec.=90-107 Rec. = 90-107
0,24 99 94 97 3,1 3,1 4

Conforme os resultados apresentados na Tabela 16, os valores individuais, as
meédias de recuperacao e o desvio padrao relativo (DPR) entre os preparos das amostras
nas concentracdes avaliadas estdo de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos
para o parametro de Precisdo/Exatiddo. Sendo assim, € possivel concluir que o método
analitico possui Precisdo/Exatidao (repetibilidade) adequados nos niveis de concentracao

entre 0s 0,60 a 1,44 yg mL™L.

5.2.4 Exatiddo

A exatiddo permite a determinacdo da proximidade entre os resultados
experimentais e os valores reais do analito presente na amostra, sendo avaliada através da
recuperacao.

Para determinacdo da exatiddo do método analitico, as amostras foram
avaliadas em trés niveis de concentracéo: baixo (70%), médio (100%) e alto (130%) em
relacdo a concentragdo nominal de Gliclazida na amostra (Gliclazida 600 pg mL?). Os
valores de recuperacao e a avaliagdo da proximidade entre os resultados de mesmo nivel

(DPR) estao apresentados na Tabela 17.

Tabela 17: Resultados de Exatiddo — Doseamento e Uniformidade de Conteldo de

Gliclazida.
. Média Rec. Especificacdo Especificacdo
Nivel (%) (%) Rec. (%) DPR (%) DPR (%)
70 100 0,3
98-102 <19
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100 100 0,9

130 99 0,4

Conforme os resultados apresentados na Tabela 17, os valores individuais, as
meédias de recuperacdo e o desvio padrédo relativo (DPR) entre os preparos das amostras
nas concentragfes avaliadas estdo de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos
para o parametro de Exatiddo. Sendo assim, é possivel concluir que o método analitico

possui Exatiddo adequada nos niveis de concentracdo entre 420 a 780 ug mL™.

5.25 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo para o método analitico de produtos de degradacéo foi
de 0,10% (0,60 ug mL?) para as impurezas inespecificas e especificas A e G. A Tabela 18
apresenta os valores de sinal/ruido para os analitos de interesse, avaliados no parametro

Precisdo/Exatidao.

Tabela 18: Sinal/ruido dos analito de interesse no limite de quantificacao.

Nivel Analito Réplica SIN

1. 23

Impurezas inespecificas 19

53

110

0,10 % Impureza A 97

135

56

Impureza G 50

WINPT WIN P W N

67

Na concentracdo equivalente ao limite de desconsideragcdo, os resultados
demonstraram precisdo, exatidao e linearidade além de ser observado relagéo sinal/ruido
maior que 10. Portanto, pode-se considerar que o limite de quantificagdo do método é de
0,60 yg mL* (equivalente ao nivel 0,10%) para as impurezas inespecificas e especificas de

Gliclazida.
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5.2.6 Faixa de Trabalho

A faixa de trabalho (intervalo) compreende os limites de quantificacdo superior e
inferior do método analitico.

O método foi considerado validado quanto ao intervalo dentro da faixa de
concentracdo de 420 a 780 yg mL? para doseamento e uniformidade de contedo de
Gliclazida 60 mg comprimido de liberacdo prolongada, apresentando linearidade, precisao
e exatiddo adequados nesta faixa.

O método foi considerado validado quanto ao intervalo dentro da faixa de
concentracdo de 0,60 a 1,44 ug mL* para Impurezas inespecificas e Impureza G, assim
como também demonstrou-se validado para o intervalo dentro da faixa de 0,60 a 7,20 ug
mL'1 para a Impureza A de Gliclazida 60 mg comprimido de liberagcdo prolongada,
apresentando linearidade, preciséo e exatidao adequados nas faixas determinadas.

527 Robustez

As alteracdes analiticas foram comparadas frente ao método analitico sem
alteracdo, qualitativamente por meio da resolugdo das impurezas especificas e
inespecificas em relacdo ao pico de Gliclazida, assim como a pureza do pico de Gliclazida
nas Solucdes teste e quantitativamente através do calculo da recuperacao de Gliclazida na
Solucdo Teste Doseamento e Solucdo Teste Impurezas Inespecificas e recuperacdo das
Impurezas A e G na Solucdo Teste Impurezas Especificas. Esta avaliacdo se refere a
comprovacao da robustez conforme os critérios de exatiddo, demonstrando que a alteracao
proposta néo resulta em diferenca na quantificacdo dos analitos de interesse.

As amostras foram submetidas as alteracdes nos seguintes parametros

cromatograficos:

e Lote da coluna;

e Fluxo da fase movel;

e Temperatura da coluna;

e pH da solucéo A;

e Proporgéo da fase movel,

e Tempo de ultrassom das amostras.
e Tipo de filtro

e Estabilidade das solugbes
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Ao comparar os resultados qualitativos (System Suitability, perfil cromatografico,

pureza e homogeneidade espectral) obtidos com as solu¢des injetadas com as diferentes

condicBes de variacao, pode-se constatar que os critérios de aceitacéo pré-definidos foram

atendidos. Tais informacdes podem ser observadas nos cromatogramas em anexo.

Os resultados quantitativos obtidos foram comparados as condi¢cfes descritas

no método e podem ser visualizados na Tabela 19, Tabela 20, Tabela 21 e Tabela 22.

Tabela 19: Teores de Gliclazida obtidos para as Solu¢des Teste Doseamento nos ensaios

de robustez.

Variagéo Glicl(’a\z?da Recuperacéo Especificacdo

Teor Médio (%) (%) Rec. (%)
Sem Alteracdo CL0O79 98,09 NA
Lote de coluna 98,58 100
Fluxo 1 (0,9 mL/min) 98,72 101
Fluxo 2 (1,1 mL/min) 98,67 101
Temperatura da coluna 1 (28 °C) 98,51 100

Temperatura da coluna 2 (32 °C) 98,87 101 98 - 102
Sem Alteracdo CL049 98,35 NA
pH da Solucéo A 1 (3,7) 97,63 99
pH da Solucéo A 2 (3,9) 99,80 101
Proporc¢éo da fase moével 1 98,05 100
Proporc¢éo da fase moével 2 97,92 100

Tabela 20: Teores de Gliclazida obtidos para as Solucdes Teste Inespecifica média nos

ensaios de robustez.

Variagéo Gliclazida Recuperacéo Especificacdo

Teor (%) (%) Rec. (%)
Sem Alteracdo CL0O79 103 NA
Lote de coluna 95 93
Fluxo 1 (0,9 mL/min) 99 96
Fluxo 2 (1,1 mL/min) 101 98
Temperatura da coluna 1 (28 °C) 100 105

Temperatura da coluna 2 (32 °C) 103 100 90 - 107
Sem Alteracédo CL049 105 NA
pH da Solucéo A 1 (3,7) 104 99
pH da Solucéo A 2 (3,9) 103 98
Proporcéo da fase moével 1 103 99
Proporcéo da fase moével 2 105 100
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Tabela 21: Teores de Impureza A obtidos para as Solugdes Teste Especifica média nos
ensaios de robustez.

Variagéo Impureza A Recuperacéo Especificacdo

Teor (%) (%) Rec. (%)
Sem Alteracdo CL0O79 104 NA
Lote de coluna 97 93
Fluxo 1 (0,9 mL/min) 104 99
Fluxo 2 (1,1 mL/min) 105 100
Temperatura da coluna 1 (28 °C) 99 101

Temperatura da coluna 2 (32 °C) 105 101 95 - 105
Sem Alteracdo CL049 100 NA
pH da Solucdo A 1 (3,7) 104 104
pH da Solucéo A 2 (3,9) 98 98
Proporc¢éo da fase moével 1 105 105
Proporcéo da fase mével 2 102 102

Tabela 22: Teores de Impureza G obtidos para as Solu¢cdes Teste Especifica média nos
ensaios de robustez.

Variagéo Impureza G Recuperacéo Especificacdo

Teor (%) (%) Rec. (%)
Sem Alteracéo CL0O79 104 NA
Lote de coluna 106 102
Fluxo 1 (0,9 mL/min) 103 98
Fluxo 2 (1,1 mL/min) 101 97
Temperatura da coluna 1 (28 °C) 103 97

Temperatura da coluna 2 (32 °C) 106 102 90 - 107
Sem Alteracéo CL049 106 NA
pH da Solucéo A 1 (3,7) 106 100
pH da Solucéo A 2 (3,9) 104 98
Proporcéo da fase moével 1 100 94
Proporcéo da fase moével 2 101 95

E possivel concluir que a recuperacéo dos teores de Gliclazida, Impureza A e
Impureza G estdo compreendidas dentro da faixa do critério de aceitacéo da exatidao para
todas as variagcfes as quais o método foi submetido.

De acordo com os resultados apresentados, € possivel comprovar que ao alterar
0 método analitico com as condi¢des de variacao descritas anteriormente, 0s parametros
de System Suitability, perfil cromatografico, pureza, homogeneidade espectral e
recuperacédo dos analitos de interesse continuam sendo atendidos, indicando uma boa

separacdo e quantificacdo cromatografica, demonstrando que o método é robusto para
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todas as condicoes testadas.

A Tabela 23 apresenta os dados referentes a analise na condicédo de robustez
de tempo de ultrassom das amostras. Avaliou-se o impacto com diminuicao (5 minutos) e
aumento (15 minutos) do tempo de ultrassom no preparo da amostra frente a condicéo
descrita no método (10 minutos).

Tabela 23: Teores de Gliclazida obtidos para as Soluc¢des Teste Doseamento no ensaio
de robustez de tempo de extracéo.

Condigao Teor Teor Médio  Recuperacdo Especificacao
(%) (%) (%) Rec. (%)
95,70
Sem alteracédo (10 min) 93,30 94,51 NA
94,53
94,16
Tempo de extracdo (5 min) 93,96 93,81 99 98 - 102
93,30
93,39
Tempo de extracdo (15 min) 95,17 93,76 99
92,73

Observa-se que a recuperacdo do ativo na Solucdo Teste Doseamento em
ambas condi¢cGes de tempo de extracdo frente a condi¢do proposta ho método analitico
apresentaram-se dentro da faixa especificada, evidenciando portanto que o método
proposto é robusto para variacdo de tempo de ultrassom entre 5 a 15 minutos.

A robustez do tipo de filtro foi avaliada comparando a recuperacao das areas de
Gliclazida na Solucdo padrdo SR, Solucdo padrdo Doseamento e Solucdo Teste
Doseamento/SR, preparadas com o método sem alteracdo e com alteragdes propositais.

Na Tabela 24 a Tabela 26 estao apresentados os dados referentes a analise de

robustez de filtro, com os descartes e filtros utilizados, conforme o descrito no Apéndice II.
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Tabela 24: Robustez de filtro para Solucdo Padréo SR — Gliclazida.

Especificagéo

Teste Area Recuperacao (%) Rec. (%)
Centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos 10398 NA
PTFE hidrofilico 0,45 pm 0 mL 10899 105
PTFE hidrofilico 0,45 um 2 mL 10948 105
PTFE hidrofilico 0,45 um 4 mL 10940 105 95-105
PVDF 0,45 pm 0 mL 10874 105
PVDF 0,45 pm 2 mL 10354 100
PVDF 0,45 pm 4 mL 10290 99

Tabela 25: Robustez de filtro para Solugdo Padrdao Doseamento — Gliclazida.

Especificacao

Teste Area Recuperacéo (%) Rec. (%)
Centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos 5676161 NA
PTFE hidrofilico 0,45 pm 0 mL 5738462 101
PTFE hidrofilico 0,45 pm 2 mL 5758601 101
PTFE hidrofilico 0,45 um 4 mL 5691006 100 98-102
PVDF 0,45 pm O mL 5686708 100
PVDF 0,45 pm 2 mL 5617510 99
PVDF 0,45 pm 4 mL 5716968 101

Tabela 26: Robustez de filtro para Solugéo Teste Doseamento — Gliclazida.

Especificaco

Teste Area Recuperacgao (%) Rec. (%)

Centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos 5452656 NA
PTFE hidrofilico 0,45 pum 0 mL 5441493 100
PTFE hidrofilico 0,45 pm 2 mL 5501163 101

PTFE hidrofilico 0,45 um 4 mL 5453215 100 98-102
PVDF 0,45 pm 0 mL 5494947 101
PVDF 0,45 pm 2 mL 5470268 100
PVDF 0,45 pm 4 mL 5491871 101

Conforme pode-se observar nos resultados apresentados na Tabela 24, Tabela
25 e Tabela 26, ndo houve diferenca significativa na recuperacéo das areas do analito de
interesse (Gliclazida) na Solu¢do Padréo SR, Solugao Padrdo Doseamento e Solugéo Teste

Doseamento/SR com as diferentes condi¢des de filtracao testada.
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Por meio dos cromatogramas em anexo, também é possivel notar que nao ha
diferenca significativa no perfil cromatografico, quando comparado todas as diferentes
condicbes de filtracdo com as respectivas solucbes centrifugadas, ndo havendo o
surgimento de picos interferentes.

Desta maneira, pode-se concluir que todos as condi¢des de filtracdo analisadas
demonstraram-se adequados para utilizacdo na rotina laboratorial, uma vez que todos os
critérios de aceitabilidade foram atendidos

Durante aplicacdo de métodos na rotina analitica, nem sempre é possivel realizar
a andlise das amostras imediatamente ap0s o preparo, assim como na propria validacéo,
um mesmo preparo € utilizado em mais de um parametro.

Desta forma, a estabilidade das solu¢cBes analiticas foi testada analisando o teor
das amostras ap6s um periodo de espera na rack do equipamento. Na Tabela 27 e Tabela
28 estéo reportados os resultados obtidos na primeira e segunda etapa de verificagdo para

a Solucéo Padrdo Doseamento e Solucdo Teste Doseamento respectivamente.

Tabela 27: Teores de Gliclazida obtidos para a Solu¢do Padrdo Doseamento na 12 e 2 @
etapa de estabilidade.

Ftapa Tempo Gliclazida Recuperacgao Especificacdo
P (hh:mm) Teor (%) (%) Rec. (%)
12 00:00 100,0 NA
52:00 97,8 98
98 - 102
28 122:00 100,8 101
136:00 100,6 101

Tabela 28: Teores de Gliclazida obtidos para a Solucédo Teste Doseamento na 12 e 2 @
etapa de estabilidade.

Ftapa Tempo Gliclazida Recuperacgao Especificacdo
P (hh:mm) Teor (%) (%) Rec. (%)
12 00:00 98,57 NA
52:00 97,87 101
98 - 102
28 122:00 100,09 98
136:00 99,54 99

Verifica-se que ndo houve incremento e/ou decaimento do teor de Gliclazida no
periodo de armazenamento.

Uma vez que as recuperacdes obtidas estdo dentro dos critérios de aceitagéo,
comprova-se que a Solugdo Padrdo Doseamento é estavel por até 136 horas e a Solucéo
Teste Doseamento € estavel por até 136 horas apO0s 0 seu preparo, isso quando as

65



solugdes estiverem acondicionados no rack do equipamento, em temperatura de 5 °C.
Avaliou-se também a estabilidade da Solucdo Padrdo SR e Solugcédo Teste SR
de modo a garantir a integridade destas solu¢cdes durante o procedimento.
Na Tabela 29, Tabela 30 e Tabela 31 estao reportados os resultados obtidos na
primeira e segunda etapa de verificagdo da estabilidade para a Solucdo Padrdo SR e
Solucéo Teste Especifica Média respectivamente.

Tabela 29: Teores de Gliclazida obtidos para a Solugéo Padrao SR na 12 e 2 @ etapa de

estabilidade.
Etapa Tempo Gliclazida Recuperagao Especificacio
(hh:mm) Teor (%) (%) Rec. (%)
18 00:00 100,0 NA
52:00 98,1 98
2a 77:00 95,0 95 95 - 105
122:00 105,0 105
136:00 101,5 102

Tabela 30: Teores de Impureza A obtidos para a Solucdo Teste Especifica Média na 12 e
2 2 etapa de estabilidade.

Etapa Tempo Impureza A Recuperacéo Especificacéo
(hh:mm) Teor (%) (%) Rec. (%)
12 00:00 101,0
52:00 103,5 102
0a 77:00 105,3 104 95 - 105
122:00 105,1 104
136:00 103,0 102

Tabela 31: Teores de Impureza A obtidos para a Solucao Teste Especifica Média na 12 e
2 2 etapa de estabilidade.

Etapa Tempo Impureza G Recuperagéo Especificacio
(hh:mm) Teor (%) (%) Rec. (%)
18 00:00 106,3
52:00 102,6 96
oa 77:00 105,7 99 90 - 107
122:00 100,4 94
136:00 103,4 97

Na Tabela 29, verifica-se que ndo houve incremento e/ou decaimento do teor de

Gliclazida no periodo de armazenamento para a Solucdo Padrdao SR. Uma vez que as
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recuperacgdes obtidas estdo dentro dos critérios de aceitacdo, comprova-se que a Solucdo
Padrdo SR é estavel por até 136 horas apds o seu preparo, isso quando as solucdes
estiverem acondicionados no rack do equipamento, em temperatura de 5 °C.

Como na Solucdo Teste SR ndo houve a formacao de impurezas no periodo de
armazenamento em ambas as solu¢des analisadas e a recuperacéo do teor de Impureza A
e Impureza G na Solucao Teste Especifica Média em cada tempo avaliado frente ao teor
obtido na 12 etapa ficaram compreendido dentro dos critérios de aceitacdo da exatidao
(Impureza A Rec. 95 — 105%) e (Impureza G Rec. 90 — 107%), comprovou-se que a Solucao
Teste SR é estavel por até 136 horas apds o0 seu preparo, isso quando as solucbes
estiverem acondicionados no rack do equipamento, em temperatura de 5 °C.

Por fim, a Tabela 32 apresenta os resultados obtidos na primeira e segunda

etapa de verificagdo da estabilidade a temperatura ambiente para a Solucdo padrao SR.

Tabela 32: Teores de Gliclazida obtidos para a Solucdo Padrdo SR na 12 e 2 @ etapa de
estabilidade a temperatura ambiente.

Etapa Tempo Impureza G Recuperagéo Especificagio
(hh:mm) Teor (%) (%) Rec. (%)
12 00:00 100
oa 10:00 99 99 95 - 105
20:00 107 107

Verifica-se que ndo houve incremento e/ou decaimento do teor de Gliclazida na
Solucdo Padrao SR apoés até 10 horas de armazenamento a temperatura ambiente. Porém,
ao estender o tempo de armazenamento desta solugéo para 20 horas, houve o aumento
significativo do teor de Gliclazida, caracterizando a instabilidade da solucédo a temperatura

ambiente por longos periodos (superiores a 10 horas).

5.2.8 Concluséao dos resultados dos parametros de validacao

Apos realizar com éxito todas as analises pertinentes a validacdo do método
analitico, seguindo rigorosamente o protocolo de validagdo, conclui-se que o meétodo
proposto é adequado para identificagédo, uniformidade de conteudo, doseamento e produtos

de degradacao em Gliclazida produto acabado.

5.3 Estudo de Degradacéo Forcada

O estudo de degradacao forcada foi realizado a partir da exposicao do ativo
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Gliclazida em solucbes estressantes, promovendo reacdes a partir da hidrolise acida,
hidrolise basica, oxidacdo, exposi¢cdo a ions metalicos, fotélise, umidade e temperatura.
Tais estresses estdo de acordo com as exigéncias da RDC 53/2015 [24]. A execucéao de
como sera realizado o estudo, esta relatado no Apéndice IlI.

Para comprovar a seletividade do método, foi preparada a Solucdo Padréo
Impureza A, B, C, D, E, F e G, além da Solucédo Teste Fortificada, para identificacdo das
Impurezas conhecidas pela British Pharmacopeia, 2021.
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Figura 22: Cromatograma da Solucao Teste Fortificada — Sem zoom.
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Figura 23: Cromatograma da Solucéao Teste Fortificada — Com zoom.

Conforme observado na Figura 22 e Figura 23, pode ser observado que as
impurezas apresentaram uma separagcdo entre elas e também em relacdo do pico de
Gliclazida, conforme observado no cromatograma da Solugcéo Teste Fortificada.

Para comprovar a sensibilidade do método, foi preparada a Solucao
Sensibilidade no limite de desconsideracdo (0,1%) da Gliclazida, no qual a relagéao
sinal/ruido para o pico deve ser superior a 10.
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Figura 24: Cromatograma da Solugéao Sensibilidade.

Diluente, cujo cromatogramas estdo apresentados na Figura 25 e Figura 26.
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Figura 25: Cromatograma da Solucao Placebo.
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Figura 26: Cromatograma da Solugao Branco.

Desta forma, para confirmar o tempo de retencao da Gliclazida, foi injetado uma
Solucdo Padrdo SR e uma Solucdo Padrdo Doseamento, cujo cromatograma estéo
apresentados na Figura 27 e Figura 28, com tempo de retencdo aproximado de 34 minutos,

conforme descrito em metodologia.
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Figura 27: Cromatograma Solucao Padrdo SR.
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Figura 28: Cromatograma Solucao Padréo Teor.

5.3.1 Exposicdo com Agua Purificada

Na Tabela 33, estdo apresentados os resultados dos teores e
impurezas/produtos de degradacédo obtidos para as amostras de Gliclazida, tanto para as
Solucdes Controle quanto para as Solucdes Teste de produto acabado e matéria-prima
submetidas a exposicao. Foram realizadas duas coletas durante o estudo: a primeira coleta
ocorreu no tempo 0 (TO) e a segunda coleta apds 10 dias da solucdo armazenada em
bancada. O TO apresentou o teor semelhante a controle, no entanto apés 10 dias de
exposicao foi observado o decaimento do teor do ativo com resultados préximos a 10%,
sendo que a matéria-prima apresentou uma queda de teor maior que no produto acabado
e a recuperacao das solucgdes frente a Solugcao Controle apresentou um balanco de massa
dentro do esperado.

71



Tabela 33: Resultados das solugfes em exposi¢cdo em agua purificada para as amostras de matéria-prima e produto acabado.

. Impurezas
A t Tipo de T % Balanco de
mostra Amostra eor (%) Produtos de Total de Decaimento Massa
x Impureza A Impureza G
Degradacéao Impureza (%)
Controle 98,96 - - - - - -
Matéria - Prima H20 TO 99,72 - 0,10 - 0,10 - 101
H20 10 dias 88,89 0,16 4,78 - 4,94 10,07 95
Controle 93,81 - - - - - -
Produto H20 TO 94,81 - 0,12 - 0,12 - 101
Acabado
H20 10 dias 87,08 0,33 4,57 - 4,89 6,73 98
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No tempo O de exposicdo da agua purificada é observado uma pequena
formacéo da Impureza A e apds 10 dias de exposicdo notou-se que ocorreu uma formacéo
significativa da mesma, tanto na matéria-prima quanto no produto acabado. Por outro lado,
alguns produtos de degradag&o desconhecidos foram observados apenas com 10 dias de
exposicdo. Comparando o produto acabado com a matéria-prima, € perceptivel que o
produto acabado apresentou uma degradacdo menos expressiva do que na matéria-prima.

A agua por si s6 ndo apresenta capacidade de desencadear uma degradacao da
molécula, no entanto, o diluente utilizado para a solubiliza¢éo do ativo € a acetonitrila e este
solvente organcio em unido com a agua, facilitou uma degradacao do ativo e a formacéao
das impurezas visualizadas.

A Gliclazida ndo possui estabilidade no diluente em temperatura ambiente e o
tempo de exposi¢cdo prolongado do ativo com a agua purificada e acetonitrila, ocasionou
uma reacao de hidrolise na molécula, formando por uma rota semelhante de degradacao
por estresse basico. No entanto, diferentemente do que foi encontrado na degradacéo por
hidrolise basica, a degradacdo com a exposicdo com o solvente organico mais a agua
purificada obteve a formacg&o de outros produtos de degradacdo. Bansal et al., (2008),
apresenta em seus estudos de LC/ESI-MS, que a degradacao da Gliclazida pode ocasionar

a formacéao de impurezas em condi¢cdes mais alcalinas, conforme observado na Figura 29.
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Figura 29: Caminho de degradacao a partir de ataques de ions de OH-.

Na Figura 30 é apresentado o perfil cromatografico sobreposto do produto
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acabado e da matéria-prima para ambos os fabricantes na solu¢éo controle, TO e apés 10
dias de exposicdo em agua purificada. A analise de pureza espectral do pico de Gliclazida
se mostrou satisfatoria e o balanco de massas para todas amostras em todos os tempos

foi satisfatorio.
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Figura 30: Cromatograma sobreposto da matéria-prima e produto acabado no controle e
com a exposi¢cdo em agua purificada.

Durante o estudo da exposicdo da Gliclazida com Agua Purificada, nenhuma
substancia na Solucdo Branco e Solucdo Placebo contribuiu de forma inadequada para
seletividade do método analitico, uma vez que nao foi observada a eluicdo de picos dos
solventes proximos ao tempo de retencdo da Gliclazida. O cromatograma sobreposto da
solucdo branco &agua purificada em comparacdo com a solugcdo branco controle é

observada na Figura 31.
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Figura 31: Sobreposicao dos cromatogramas das Solugoes Diluente, Diluente Agua
Purificada, Placebo Controle e Placebo Agua Purificada.

5.3.2 Estresse Acido — HCI 0,1M

Na Tabela 34, estdo apresentados o0s resultados dos teores e
impurezas/produtos de degradacédo obtidos para as amostras de Gliclazida, tanto para as
Solucdes Controle quanto para as Solucdes Teste de produto acabado e matéria-prima
submetidas a exposi¢cédo. Foram realizadas quatro coletas durante o estudo, afim de avaliar
o perfil de degradacéo do ativo. A primeira coleta ocorreu no tempo 0 (T0), a segunda coleta
apo6s 50 minutos de degradacéo, a terceira coletar apdés 90 minutos e a quarta coleta com
180 minutos ou 2 horas de degradacéo. O TO apresentou o teor semelhante a controle, no
entanto apds 10 dias de exposicdo foi observado o decaimento do teor do ativo com
resultados préximos a 10%, sendo que a matéria-prima apresentou uma queda de teor
maior que no produto acabado e a recuperacdo das solucdes frente a Solugdo Controle

apresentou um balanco de massa dentro do esperado.
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Tabela 34: Resultados das solucfes em estresse acido para as amostras de matéria-prima e produto acabado.

. Impurezas
A t Tipo de T % Balanco de
mostra Amostra eor (%) Produtos de ImbUreza A ImbUreza G Total de Decaimento Massa
Degradacéao P b Impureza (%)
Controle 98,96 - - - - - -
HCITO 101,19 - 0,55 - 0,55 - 103
Matéria - Prima HCI 50 min 97,67 - 2,37 - 2,37 1,29 101
HCI 90 min 88,09 0,11 5,35 - 5,46 10,87 95
HCI 2 hrs 83,43 0,21 7,30 - 7,51 15,53 92
Controle 93,81 - - - - - -
HCITO 96,69 0,12 0,24 - 0,36 - 103
Produto HCI 50 min 92,59 0,11 2,53 - 2,64 1,22 102
Acabado
HCI 90 min 89,14 0,11 4,31 - 4,42 4,67 100
HCI 2 hrs 84,99 - 6,05 - 6,05 8,82 97
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A partir de 50 min de exposicdo do ativo a condicdo de estresse &cido, o
decaimento do teor de ativo foi observado e a0 mesmo tempo nota-se a formacdo da
Impureza A de maneira majoritaria em relagcdo aos outros produtos de degradacao,
ocorrendo tanto para o produto acabado quanto para a matéria-prima para ambos o0s
fabricantes testados.

Os resultados apresentados acima demonstraram que a matéria-prima obteve
uma degradacdo mais acentuada que o produto acabado para ambos os fabricantes. Os
tempos analisados demonstraram que a medida que o analito degrada, ocorre o aumento
significativo da Impureza A na mesma propor¢do, sendo o produto de degradacao
majoritario na via de degradacao e vai de acordo com o que a bibliografia demonstra a
respeito.

A molécula de Gliclazida € altamente suscetivel a hidrélise acida, conforme
descrito por Bansal et al., (2008), Gumieniczek et al., (2013) e Doomkaew et al., (2014).
Essa degradacdo acontece no grupo funcional de sulfonilureias presente na estrutura da
Gliclazida, que sao hidrolisados em sulfonamida e amida, com a liberacdo de CO:2 apds a
clivagem da ligacdo carbono nitrogenio da amida (N-CO). A clivagem desta ligacédo é
favorecida via catalize acida, devido a protonagédo do oxigénio carbonilico (protonacdo O)
ou do nitrogénio da amida (protonacdo N). Em uma segunda etapa, ocorre 0 ataque
nucleofilico de uma molécula de 4gua ao carbono carbonilico, conforme apresentado na
Figura 32 [2].
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Figura 32: Rota de degradacéo da Gliclazida em meio acido. (Bansal et al., 2008).
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Vale destacar que, na hidrolise da Gliclazida ocorre a formacdo de produtos
como COz2 [2]. Os detectores fotométricos ndo apresentam habilidade para detecgéo de tais
moléculas, uma vez que a diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO presentes
nestes compostos € demasiadamente alta, desta forma apresentando absor¢éo de energia
fora da faixa do UV-Vis. Entretanto, como a hidrélise, acontece na regido central da
molécula da Gliclazida, conforme Figura 33, a estrutura que representa a Impureza A (Left
side) apresenta absortividade no detector utilizado. Com base nisso, justifica-se as
diferencas encontradas no calculo de balanco de massas obtidos na Tabela 34, a qual
correlaciona a queda de teor do ativo e elevagao do percentual dos produtos de degradacao

formados.

ig0)
“Left side” Central C=0 group

Figura 33: Fragmentacao representativa da Gliclazida.

Na Figura 34 é apresentado o perfil cromatografico sobreposto do produto
acabado e da matéria-prima nos tempos amostrados de TO, T50 min, T90 min e T2 horas

de degradacéo. A andlise de pureza espectral do pico de Gliclazida se mostrou satisfatoria.
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Figura 34: Cromatograma sobreposto da matéria-prima e produto acabado sob estresse
acido.

Durante o estudo de estresse &cido da Gliclazida, nenhuma substancia na
Solucéo Branco e Solucdo Placebo contribuiu de forma inadequada para seletividade do
meétodo analitico, uma vez que néo foi observada a elui¢éo de picos dos solventes proximos
ao tempo de retencdo da Gliclazida. O cromatograma sobreposto da Solucdo Diluente

Acido e da Solugdo Placebo Acido é observado na Figura 35.
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Figura 35: Sobreposi¢céo dos cromatogramas das Soluc¢des Diluente &cido e Placebo
acido.

5.3.3 Estresse Alcalino — NaOH 1M

Na Tabela 35, estdo apresentados o0s resultados dos teores e
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impurezas/produtos de degradacéo obtidos para as amostras de Gliclazida, tanto para as
Solucbes Controle quanto para as Solucbes Teste de produto acabado e matéria-prima
submetidas a exposicéo ao estressante. Foi realizada apenas uma coleta apés 10 dias de
degradacdo. A matéria-prima se mostrou estavel ao longo do estudo de degradacéo, no
entanto o produto acabado apresentou um decaimento acentuado maior que 10% frente a
Solucdo Controle. Porém, com a formacdo dos produtos de degradacdo, o estudo

apresentou um balanco de massa dentro do esperado.

80



Tabela 35: Resultados das solucbes em estresse alcalino para as amostras de matéria-prima e produto acabado.

Impurezas

Amostra Tipo de Teor : Balanco de

Amostra (%) Produtos de Impureza A Impureza G Total de Decaimento Massa

Degradacao Impureza (%)
Controle 98,96 - - - - - -
Matéria - Prima :
NaOH 10 dias 102,27 0,59 - - 0,59 - 104

Produto Controle 93,81 - - - - - -
Acabado NaOH 10 dias 77,96 25,16 0,58 - 25,74 15,85 111
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Neste estudo, as amostras foram estressadas utilizando uma concentracéo de
NaOH 1M, por um periodo de 10 dias.

No periodo de estresse alcalino, notou-se que apenas no produto acabado foi
observado uma degradacéo acentuada do ativo, diferente do que foi observado na matéria-
prima, onde ndo ocorreu o decaimento do ativo. Diferente das degradacdes anteriores, a
Impureza A ndo apresentou uma formacéo tdo significativa e nesta condicdo ndo foi a
formacdo majoritaria, sendo que a impureza inespecifica RRT 0,914 apresentou uma
formacgéo de 19 %.

Segundo Bansal el al., (2008) e Guimienczek et al., (2013), a moélecula de
Gliclazida também apresenta alta susceptibilidade a degradacdo em meio basico.
Doomkaew et al., (2014), reporta que a molecula de Gliclazida apresenta maior resisténcia
ao estresse alcalino quando comparado ao estresse &cido. Estes resultados séo
semelhantes aos encontrados neste estudo, onde a mdlecula de Gliclazida apresentou taxa
decaimento do ativo menor em condicfes basicas em relacdo a condi¢cédo acida, quando é
analisado o tempo de exposicdo x decaimento de teor.

Diante do exposto, a hidrélise do grupamento sulfonilureia ocorre principalmente
via catalize &cida, o qual favorece o ataque nucleofilico a carbonila e, concomitantemente,
a clivagem e formacéo da Impureza A, Figura 32. No entanto, para a adicdo da solucdo de
hidroxido de sédio, o cenério é diferente, pois em vez de ter a presenca de ions H+, possui
ions OH-, desencadeando uma rota de degradacao diferente do que na hidrélise, apesar
de que pelo tempo de exposicdo da molécula frente ao solvente, ocasiona uma baixa
formacdo da Impureza A, pela baixa estabilidade do ativo durante o periodo do estresse.

Bansal el al., (2008), apresenta em seus estudos de LC/ESI-MS, a hidrolise
basica além de apresentar mecanismo ja citado no item de hidrélise acida, ele pode
ocasionar a formacédo de outras impurezas. Uma delas é reportada como a impureza VI
visualizada em seu estudo, sendo que a mesma é formada apenas em meio basico. O

caminho de formac¢éo da impureza IV é apresentado na Figura 36.
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Figura 36: Caminho de formacao da impureza VI.

A perda do a-hidrogénio do anel fundido da pirrolidina em meio alcalino gera um
carbanion (i), este carbanion realiza um ataque no carbono eletrofilico da amida, C=0, que
resulta na formacédo de um nitranion (i), este ultimo sofre entdo uma expanséao do anel para
formacédo do produto (iii), que se transforma em isémero estavel do produto VI [2]. Bansal
et al. (2008), também reporta a formacdo de dois outros produtos em meio alcalino,
compostos V e VII, gerados a partir do composto VI, conforme indicado na Figura 36.

Na Figura 37, é apresentado o perfil cromatografico sobreposto do produto
acabado e da matéria-prima para ambos os fabricantes ap6s 10 dias de degradacdo. A

analise de pureza espectral do pico de Gliclazida se mostrou satisfatéria.
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Figura 37: Cromatograma sobreposto da matéria-prima e produto acabado sob estresse
alcalino.

Durante o estudo de estresse alcalino da Gliclazida, nenhuma substancia na
Solucdo Branco e Solucdo Placebo contribuiu de forma inadequada para seletividade do
método analitico, uma vez que nao foi observada a elui¢cao de picos dos solventes proximos
ao tempo de retencdo da Gliclazida. O cromatograma sobreposto da Solucédo Diluente

Alcalino e da Solucéo Placebo Alcalino € observado na Figura 38.
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Figura 38: Sobreposicéo dos cromatogramas das Solugdes Diluente alcalino e Placebo
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5.34 Estresse Oxidativo — H202 1,5%

Na Tabela 36, estdo apresentados os resultados dos teores e
impurezas/produtos de degradacgéo obtidos para as amostras de Gliclazida, tanto para as
Solucbes Controle quanto para as SolucBes Teste de produto acabado e matéria-prima
submetidas a exposi¢ao oxidativa. Foram realizadas trés coletas durante o estudo, afim de
avaliar o perfil de degradacéo do ativo. A primeira coleta ocorreu apés 3 dias, a segunda
coleta ap0s 7 dias e a terceira coleta apdés 10 dias de degradagdo. Com 3 dias de
degradacéao ja comecou a ser observado um decaimento do ativo. Apés 7 dias de exposicao
ja foi observado o decaimento superior a 15 % tanto para o produto acabado quanto para

a mateéria-prima. E com 10 dias o decaimento do teor passou dos 20 %.
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Tabela 36: Resultados das solucdes em estresse oxidativo para as amostras de matéria-prima e produto acabado.

g Impurezas I g
Tipo de Balango de
Amostra Amostra Teor (%) Produtos de Total de Decaimento Massa
= Impureza A Impureza G
Degradacao Impureza (%)
Controle 98,96 - - - - - -
) ) H20:2 3 dias 95,69 1,61 2,51 - 4,12 3,27 101
Matéria - Prima :
H2027 dias 82,88 4,98 5,81 0,58 11,37 16,08 95
H20:2 10 dias 75,80 6,88 8,00 0,96 15,84 23,16 93
Controle 93,81 - - - - - -
Produto H20:2 3 dias 88,22 3,00 3,12 0,15 6,27 5,59 101
Acabado H2027 dias 76,60 8,73 7,49 0,90 17,12 17,21 100
H20:2 10 dias 72,90 9,22 9,96 1,30 20,48 20,91 100
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Neste estudo, as amostras foram estressadas utilizando uma concentracéo de
H202 1,5%, por um periodo de 10 dias.

Apoés 7 dias de degradacao, as amostras ja apresentaram um decaimento de
teor superior a 10%. Nesta condicdo, jA notamos o surgimento de varios produtos de
degradacgéo, incluindo a Impureza A e Impureza G. E com 10 dias de degradacéo, foi obtido
uma degradacdo que superou os 20 % de degradacdo, onde foi obtido para todas as
amostras uma formacao de praticamente 10 % da Impureza A e 1,3% da Impureza G. Com
os resultados expostos, a Impureza A foi o composto majoritario formado. No entanto, este
fator de degradacéo esta associado a soma de fatores que foram expostos a molécula de
Gliclazida, como a agua purificada, o diluente e o agente estressante. Essa relacao
desencadeou na molécula uma série de rotas de degradacédo que se assemelharam com o
gue ja foi reportado nos estresses acidos e alcalinos. A hidrolise do agrupamento funcional
sulfonilureia, acarretou na formacao da Impureza A, conforme ja explicado no item 5.2.2.

Por outro lado, ndo foi apenas o mecanismo da hidrélise acida que foi
desencadeado, o peréxido de hidrogénio acelerou o processo de degradacdo e formacao
de impurezas na via alcalina, obtendo uma formacdo do mesmo composto formado na
degradacdo béasica. No entanto, em um meio alcalino o processo de degradacao e formacao
de impurezas ocorre de maneira mais lenta e gradativa, mas com a presenca do agente
oxidativo o processo de degradacéao foi acelerado formando mais rapidamente o produto
de degradacdo do processo, justificando o decaimento do teor superior ao que foi
observado no controle com agua purificada.

Para justificar tal argumento, em estudos reportados por Bansal et al. (2008), foi
reportada uma grande estabilidade da molécula de Gliclazida frente a processos oxidativos,
com decaimento insignificante (< 1%) quando exposto a peréxido 30% por
aproximadamente 72 horas. Segundo Noda et al., (2000), Gliclazida possui acao
antioxidante, que esta relacionada com a estrutura molécular, a qual possui um Unico anel
aminozabiciclo-octano enxertado na sulfoniluréia. A Gliclazida reduz a peroxidacéo lipidica,
conforme apontado por varios estudos. Além disso, aliado a caracteristica sequestradora
de radicais da molécula, existe a indisposi¢cao de oxidacao dos sitios, ja que a maioria dos
atomos ja se encontram em elevados estados de oxidacgédo, justicando a auséncia de
diferentes subprodutos ou elevados decaimentos [32,40]. Diante do exposto e conforme
embasamento critico-cientifico dos dados repostados na literatura, conclui-se que o
decaimento do teor e a formacdo de impurezas deu-se pela falta de estabilidade do ativo
em solugéo e néo pelo agente estressante utilizado neste estudo. Com isso, a Gliclazida

apresenta certa estabilidade em condi¢cdes normais.
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Na Figura 39, é apresentado o perfil cromatografico sobreposto do produto

acabado e da matéria-prima para ambos os fabricantes apos 10 dias de degradacdo. A

analise de pureza espectral do pico de Gliclazida se mostrou satisfatoria.
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Figura 39: Cromatograma sobreposto matéria-prima e produto acabado da degradacéo

oxidativa.

Durante o estudo de estresse oxidativo da Gliclazida, nenhuma substancia na

Solucéo Branco e Solucdo Placebo contribuiu de forma inadequada para seletividade do

meétodo analitico, uma vez que nao foi observada a elui¢éo de picos dos solventes préoximos

ao tempo de retencdo da Gliclazida. O cromatograma sobreposto da Solucdo Diluente

Oxidativo e da Solugéo Placebo Oxidativo € observado na Figura 40.
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Figura 40: Sobreposicédo dos cromatogramas das Solu¢des Diluente oxidativo e Placebo
oxidativo.

5.35 Estresse por lons Metélicos — FeClz 10 mM

Na Tabela 37, estdo apresentados os resultados dos teores e
impurezas/produtos de degradacédo obtidos para as amostras de Gliclazida, tanto para as
Solucdes Controle quanto para as Solucdes Teste de produto acabado e matéria-prima
submetidas a exposicdo por ions metalicos. Foram realizadas quatro coletas durante o
estudo, afim de avaliar o perfil de degradacao do ativo. A primeira coleta ocorreu no tempo
0 (T0), a segunda coleta ap6s 1 hora de degradacao, a terceira coletar apds 3 horas e a
guarta coleta com 4 horas de degradacdo. JA no TO foi observado um decaimento
consideravel do teor do ativo, principalmente para os dois fabricantes na matéria-prima.

O produto acabado ocorreu o decaimento, no entanto de maneira mais
moderada. Apds 3 horas de exposicao ja foi observado o decaimento superior a 10 % tanto
para o produto acabado quanto para a matéria-prima. A recuperacao das solugdes frente a

Solucéo Controle apresentou um balango de massa dentro do esperado.
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Tabela 37: Resultados das solugbes em estresse por ions metélicos para as amostras de matéria-prima e produto acabado.

. Impurezas
A t Tipo de T % Balanco de
mostra Amostra eor (%) Produtos de Total de Decaimento Massa
x Impureza A Impureza G
Degradacéao Impureza (%)
Controle 98,96 - - - - - -
FeClz TO 86,30 11,15 2,18 - 13,33 12,66 101
Matéria - Prima  FeCls 1 hora 80,11 15,22 4,19 - 19,39 18,85 101
FeCls 3 horas 76,55 14,61 5,32 - 19,93 22,41 97
FeCls 6 horas 72,83 15,27 7,24 - 22,51 26,13 96
Controle 93,81 - - - - - -
FeCl3 TO 90,62 3,05 1,47 - 4,52 3,19 101
Produto FeClz1hora 87,63 5,67 2,48 - 8,15 6,18 102
Acabado
FeCls 3 horas 82,15 7,49 3,34 - 10,83 11,66 99
FeCls 6 horas 79,03 7,49 4,31 - 11,80 14,78 97
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Neste estudo, as amostras foram estressadas utilizando uma concentragéo de
FeCls, por um periodo de 6 horas.

Na primeira coleta no tempo 0, foi observado principalmente na matéria-prima
uma degradacéo acentuada do ativo, superando os 10% de degradacdo. Foi observado
dois produtos de degradacéo desconhecidos e identificados como RRT 0,423 e RRT
0,914, juntamente com a Impureza A, formada em outros estresses ja mencionados
anteriormente. Por outro lado, o produto acabado apresentou uma degradacdo mais
branda, préxima do 5% para os dois fabricantes, apresentando os mesmos produtos de
degradacdo observados na matéria-prima.

A Gliclazida se mostrou tdo suscetivel a degradacéao por ions metélicos, que
apos 1 hora de degradacao, a matéria-prima chegou a apresentar decaimento proximo
dos 19% e o produto acabado préximo aos 10%, mantendo os mesmos produtos de
degradacgéo que surgiram no tempo 0, no entanto com uma recuperagdo maior de forma
proporcional ao decaimento do ativo.

Com 3 e 6 horas a velocidade de reacdo diminuiu, as matérias-primas
apresentaram decaimento superior a 20% e os produtos acabados préximo dos 15%.
Juntamente com a degradacdo &cida, a molécula de Gliclazida apresentou uma
consideravel instabilidade, formando produtos de degradacéo.

Com a presenca da agua purificada e da acetonitrila em unido aos ions
metélicos, desencadeou na molécula uma série de rotas de degradacdo que se
assemelharam com o que j& foi reportado nos estresses acidos e alcalinos. A hidrélise do
agrupamento funcional sulfonilureia, acarretou na formacao da Impureza A, conforme ja
explicado no item 5.3.2.

Por outro lado, ndo foi apenas o mecanismo da hidrolise acida que foi
desencadeado, o ion metélico reagindo juntamente com a acetonitrila acelerou o processo
de degradacdo e formacdo de impurezas na via alcalina, obtendo uma formacéo do
mesmo composto formado na degradacdo basica. No entanto, em um meio alcalino o
processo de degradacdo e formacédo de impurezas ocorre de maneira mais lenta e
gradativa, mas com a presenca do ion metalico o processo de degradacéo foi acelerado
formando mais rapidamente o produto de degradacdo do processo, justificando o curto
periodo de tempo que o analito esteve em exposi¢cdo ao estressante e o decaimento do
teor tdo rapido e acentuado observado através das analises dos resultados.

Na Figura 41, é apresentado o perfil cromatografico sobreposto do produto
acabado e da matéria-prima para ambos os fabricantes no TO, T1 hora, T3 horas e T6

horas de degradacédo. A andlise de pureza espectral do pico de Gliclazida e o balanco de
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massa se mostrou satisfatorio.
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Figura 41: Cromatograma sobreposto da matéria-prima e produto acabado sob estresse
por ions metalicos.

Durante o estudo de estresse por ions metalicos da Gliclazida, nenhuma

substancia na Solucdo Branco e Solugéo Placebo contribuiu de forma inadequada para

seletividade do método analitico, uma vez que ndo foi observada a eluicdo de picos dos

solventes préoximos ao tempo de retencao da Gliclazida. O cromatograma sobreposto da

Solucdo Diluente fons Metalicos e da Solucido Placebo ions Metélicos é observado na

Figura 42.
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Figura 42: Sobreposi¢céo dos cromatogramas das Soluc¢des Diluente ions metélicos e
Placebo ions metalicos.
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5.3.6 Estresse Fotolitico, Umido e Térmico

Na Tabela 38, estdo apresentados o0s resultados dos teores e
impurezas/produtos de degradacgéo obtidos para as amostras de Gliclazida, tanto para as
Solucbes Controle quanto para as Solucdes Teste de produto acabado e matéria-prima
submetidas a exposicéo ao estressante. Foi realizada apenas uma coleta apés 2 ciclos de
exposicdo sob luz UV, apds 10 dias de exposicdo ha 40 °C e 75% UR e apdés 10 dias de
exposicdo ha 60 °C. Tanto a matéria-prima quanto o produto acabado se mostraram

estaveis ap0s a exposicao e ndo apresentaram decaimento do teor.
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Tabela 38: Resultados das solu¢Bes em estresse fisico (fotolitico, Umido e térmico) para as amostras de matéria-prima e produto

acabado.
g Impurezas
Tipo de Teor : Balanco de
Amostra Amostra (%) Produtos de Impureza A Impureza G Total de Decaimento Massa
Degradacao Impureza (%)
Controle 98,96 - - - - - -
) ) UV 2 ciclos 101,61 - - - - - 103
Matéria - Prima ——— -
Umido 10 dias 99,64 - - - - - 101
Térmico 10 dias 99,75 - - - - - 101
Controle 93,81 - - - - - -
Produto UV 2 ciclos 95,14 - - - - - 101
Acabado Umido 10 dias 93,25 - - - - - 99
Térmico 10 dias 94,31 - - - - - 101

94



A partir da analise das amostras submetidas as degradacdes fisicas, foi possivel
observar que ndo ocorreram decaimentos significativos do teor de Gliclazida em nenhuma
das condi¢gbes avaliadas. Concomitantemente, os produtos de degradacao formados foram
obtidos em baixa proporgdo, sendo que, nenhum dos produtos formado apresentaram
resolucao inferior a 1,5 em relacéo ao pico de Gliclazida.

Os resultados apresentados condizem com os reportados por Bansal et al., (2008)
e Rao e Nikalje (2011), onde os autores constataram alta estabilidade da molécula de
Gliclazida aos estresses térmico e foto, com taxa de decaimento insignificantes.

Na Figura 43, € apresentado o perfil cromatogréafico sobreposto do produto
acabado e da matéria-prima apds 10 dias de exposicao para o estresse térmico e umido,
para o estresse fotolitico foram 2 ciclos de exposicdo em luz UV. A analise de pureza
espectral do pico de Gliclazida se mostrou satisfatorio para todas as condi¢oes.
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Figura 43: Cromatograma sobreposto da matéria-prima e produto acabado para
degradacéo fisica (fotolitica, umida e térmica).

Durante o estudo de estresse por degradacdes fisicas (fotolitica, Umida e térmica)
da Gliclazida, nenhuma substancia na Solug¢éao Placebo contribuiu de forma inadequada para
seletividade do método analitico, uma vez que nao foi observada a eluicdo de picos dos
solventes proximos ao tempo de retencédo da Gliclazida. O cromatograma sobreposto da

Solucéo Placebo Fotolitico, Umido e Térmico é observado na Figura 44.
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Figura 44: Sobreposicédo dos cromatogramas das Solucdes Placebo degradacdes fisicas
(fotolitico, imido e térmico.

5.3.7 Concluséo da Estudo de degradacéao forcada

O diluente e placebo do método ndo possuem interferentes que comprometem a
seletividade do método. As impurezas avaliadas como especificas e as impurezas
inespecificas apresentaram uma separacao satisfatéria em relacdo ao pico da Gliclazida,
nao ocorrendo nenhum prejuizo em sua quantificacao.

Destaca-se que durante os estudos de degradacdo forcada, a molécula de
Gliclazida apresentou uma elevada instabilidade nas condi¢Ges de estresse for¢cado &cido e
por ions metdlicos, sendo que no meio basico e oxidativo apresentou uma leve degradacéo
pelo elevado tempo de exposicdo e uma estabilidade para os estresses fisicos de
temperatura, fotélise e umidade.

Além disso, comprovou-se a homogeneidade do pico de Gliclazida em todas as
condicdes de estresse avaliadas, ndo havendo nenhuma impureza eluindo no mesmo tempo
de retencéo, dados os valores de Purity Angle inferiores ao Purity Threshold e também pelo

Purity Plot apresentados nos cromatogramas em anexo.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados expostos, pode-se observar na etapa de desenvolvimento,
gue os parametros cromatogréaficos foram definidos previamente, afim de garantir que o
processo de validagdo reproduza o método submetendo a avaliagdo mais critica.

Com isso, os parametros de validacéo foram capazes de certificar que 0 método
apresenta confianca em sua utilizacao, tanto na avaliacao do ativo Gliclazida quanto de suas
impurezas, onde apresentou precisdo, exatidao, linearidade, seletividade e robustez, dentro
de especificacdes que estdo harmonizadas com legilacdes internacionais.

Diante disso, o estudo de degradacéao forcada certificou ainda mais a qualidade
do método desenvolvido e validado, onde foi observado possiveis produtos de degradacéo
que poderdo ser encontrados no estudo de estabilidade e, que o método apresenta
seletividade adequada para que possa ser utilizado tanto na rotina de liberagédo em controle
de qualidade, quanto na utilizacdo para avaliar a estabilidade do produto quando
armazenado em condicdes reais.

Portanto, o método analitico exposto apresenta a confiabilidade, seguranca e
gualidade esperada para que se possa avaliar criteriosamente o ativo Gliclazida e seus
produtos de degradacao, sendo um método analitico inovador e passivel de utilizacdo na

industria farmacéutica.

97



7. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho servira como base para que estudos relacionados com a molécula Gliclazida
sejam realizados, a fim de elucidar cada vez mais seu perfil de degradacdo e conhecimentos dos
produtos de degradacao, garantindo um produto no mercado de qualidade e seguranca, para que
todas as pessoas possam tratar suas efermidades sem que hajam riscos.

Na degradacdo forcada, observou-se que na hidrolise &cida o balanco de massa ficou
proximo a 100%. Isso ocorreu, pois a impureza formada na hidrélise ndo apresenta grupo cromofaro
e impossibilita sua visualizacdo no detector. Diante disso, um método ortogonal por LC-MS seria 0
mais indicado para identificagdo do composto e quantificacdo de formacdo do mesmo, sendo um

possivel projeto para trabalhos futuros.
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8. ELEMENTOS POS-TEXTUAIS
8.1 APENDICE |

J Teste 01

Preparo das Solucdes

Fase Movel

Transferir 1 mL de Trietilamina e 1 mL de Acido Trifluoroacético em 1000 mL de uma
mistura de 4gua e acetonitrila (55:45). Homogeneizar.

Diluente

Realizar uma mistura de agua e acetonitrila na proporcéao de 55:45.

Preparo das Amostras

Solucao Padrao Doseamento

Transferir 10 mg de Gliclazida Padrao para baldo volumétrico de 10,0 mL, adicionar 4,5
mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. ApGs esse tempo, completar o
volume do baldo com agua purificada. Homogeneizar. Transferir 1,2 mL desta solucéo para balédo
volumétrico de 20 mL. Completar o volume com diluente. [Gliclazida] = 60 pg/mL.

Solucéo Teste Doseamento

Realizar a massa média do produto com ndo menos que 20 comprimidos. Transferir o
equivalente a 30 mg de Gliclazida produto acabado para baldo volumétrico de 50,0 mL, adicionar
22,5 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Apds esse tempo, completar
o volume do baldo com agua purificada. Homogeneizar. Transferir 2 mL desta solucao para balédo

volumétrico de 20 mL. Completar o volume com diluente. [Gliclazida] = 60 pg/mL.

J Teste 02
Preparo das Solucgdes
Fase Movel
Realizar Transferir 1 mL de Trietilamina e 1 mL de Acido Trifluoroacético em 1000 mL de
uma mistura de agua e acetonitrila (55:45). Homogeneizar.
Diluente
Acetonitrila 100%.
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Preparo das Amostras

Solugéo Padréao Estoque

Transferir 12 mg de Gliclazida Padréo para baldo volumétrico de 10,0 mL, adicionar cerca
de 5 mL de diluente e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. ApGs esse tempo, completar o
volume do baldo com diluente. Homogeneizar. [Gliclazida] = 1200 pg/mL.

Solucéo Padrao Doseamento

Transferir 1,0 mL da Solu¢éo Padrédo Estoque para baldo volumétrico de 20 mL. Completar
o volume com diluente. [Gliclazida] = 60 pg/mL.

Solucéo Padréao SR

Transferir 0,4 mL da Solucdo Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 20 mL.
Completar o volume com diluente. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Sensibilidade

Transferir 5 mL da Solucdo Padrdo SR para baldo volumétrico de 10 mL. Completar o
volume com diluente. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucao Teste Doseamento

Realizar a massa média do produto com ndo menos que 20 comprimidos. Transferir o
equivalente a 30 mg de Gliclazida produto acabado para baldo volumétrico de 50,0 mL, adicionar
22,5 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Apds esse tempo, completar
o volume do baldo com agua purificada. Homogeneizar. Transferir 2 mL desta solug¢do para baldo
volumétrico de 20 mL. Completar o volume com diluente. [Gliclazida] = 60 pg/mL.

o Teste 03

Preparo das Solucdes

Fase Movel

Realizar Transferir 1 mL de Trietilamina e 1 mL de Acido Trifluoroacético em 1000 mL de
uma mistura de agua e acetonitrila (55:45). Homogeneizar.

Diluente

Acetonitrila 100%.

Preparo das Amostras

Solugéo Padrao Estoque

Transferir 12 mg de Gliclazida Padréo para baldo volumétrico de 10,0 mL, adicionar cerca
de 5 mL de diluente e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Apos esse tempo, completar o
volume do baldo com diluente. Homogeneizar. [Gliclazida] = 1200 pg/mL.
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Solucéo Padrao Doseamento

Transferir 1,0 mL da Solugédo Padrédo Estoque para baldo volumétrico de 20 mL. Completar
o volume com diluente. [Gliclazida] = 60 pg/mL.

Solucéo Padréao SR

Transferir 0,4 mL da Solucdo Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 20 mL.
Completar o volume com diluente. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Sensibilidade

Transferir 5 mL da Solugdo Padrdo SR para baldo volumétrico de 10 mL. Completar o
volume com diluente. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucéo Estoque Gliclazida Impureza A

Transferir 1 mg do padrdo de gliclazida impureza A para baldo volumétrico de 10 mL,
adicionar cerca de 10 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo do padrao,
em temperatura ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com acetonitrila e
homogeneizar. [Impureza A] = 100 pg/mL.

Solucao Estoque Gliclazida Impureza B

Transferir 1 mg do padrdo de gliclazida impureza B para baldo volumétrico de 10 mL,
adicionar cerca de 10 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo do padrao,
em temperatura ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com acetonitrila e
homogeneizar. [Impureza B] = 100 pg/mL.

Solucao Estoque Gliclazida Impureza C

Transferir 1 mg do padrdo de gliclazida impureza C para baldo volumétrico de 10 mL,
adicionar cerca de 10 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo do padrao,
em temperatura ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com acetonitrila e
homogeneizar. [Impureza C] = 100 pg/mL.

Solucéo Estoque Gliclazida Impureza D

Transferir 1 mg do padrdo de gliclazida impureza D para baldo volumétrico de 10 mL,
adicionar cerca de 10 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo do padréo,
em temperatura ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com acetonitrila e
homogeneizar. [Impureza D] = 100 pg/mL.

Solucéo Estoque Gliclazida Impureza E

Transferir 1 mg do padréo de gliclazida impureza E para baldo volumétrico de 10 mL,
adicionar cerca de 10 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo do padrao,
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em temperatura ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com acetonitrila e
homogeneizar. [Impureza E] = 100 pg/mL.

Solugéo Estoque Gliclazida Impureza F

Transferir 1,5 mg do padrdo de gliclazida impureza F para baldo volumétrico de 10 mL,
adicionar cerca de 10 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo do padrao,
em temperatura ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com acetonitrila e
homogeneizar. [Impureza F] = 150 pg/mL.

Solucgéo Estoque Gliclazida Impureza G

Transferir 1 mg do padrdo de gliclazida impureza G para baldo volumétrico de 10 mL,
adicionar cerca de 10 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo do padrao,
em temperatura ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com acetonitrila e
homogeneizar. [Impureza G] = 100 pg/mL.

Solucéo Padréao Gliclazida Impureza A

Transferir 0,48 mL da Solucdo Estoque Gliclazida Impureza A para baldo volumétrico de
20 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana
PVDF 0,45 pum com 4 mL de descarte. [Impureza A] = 2,4 pg/mL.

Solucéo Padréao Gliclazida Impureza B

Transferir 0,48 mL da Solucdo Estoque Gliclazida Impureza B para baldo volumétrico de
20 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana
PVDF 0,45 um com 4 mL de descarte. [Impureza B] = 2,4 pg/mL.

Solucéo Padréao Gliclazida Impureza C

Transferir 0,48 mL da Solucdo Estoque Gliclazida Impureza C para baldo volumétrico de
20 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana
PVDF 0,45 pum com 4 mL de descarte. [Impureza C] = 2,4 ug/mL.

Solucéo Padréao Gliclazida Impureza D

Transferir 0,48 mL da Solucéo Estoque Gliclazida Impureza D para baléo volumétrico de
20 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana
PVDF 0,45 pum com 4 mL de descarte. [Impureza D] = 2,4 ug/mL.

Solugéo Padréao Gliclazida Impureza E

Transferir 0,48 mL da Solugédo Estoque Gliclazida Impureza E para baldo volumétrico de
20 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana
PVDF 0,45 um com 4 mL de descarte. [Impureza E] = 2,4 pg/mL.

Solugéo Padréao Gliclazida Impureza F
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Transferir 0,48 mL da Solucdo Estoque Gliclazida Impureza F para baldo volumétrico de
20 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana
PVDF 0,45 pum com 4 mL de descarte. [Impureza F] = 3,6 pg/mL.

Solucéo Mix Impurezas

Transferir 0,6 mL da Solucdo Estoque Padrdo Impureza A, B, C, D, E, F e G para balédo
volumétrico de 25 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar e filtrar
em membrana PVDF 0,45 pum com 4 mL de descarte. [impureza A] = [impureza B] = [impureza C] =
[Impureza D] = [Impureza E] = [Impureza G] = 2,4 pg/mL; [Impureza F] = 3,6 pg/mL.

Solucéo Teste SR Contaminada

Transferir o equivalente a 30 mg de gliclazida para baldo volumétrico de 25 mL. Transferir
0,6 mL da Solucdo Estoque Padréo Impureza A, B, C, D, E, F e G. Adicionar cerca de 15 mL de
diluente e levar ao ultrassom por 10 minutos, em temperatura ambiente. Completar o volume do balao
volumétrico com diluente. Homogeneizar e filtrar em membrana PVDF 0,45 pm com 4 mL de descarte.
[Gliclazida] = 1000 pug/mL; [impureza A] = [impureza B] = [impureza C] = [Impureza D] = [Impureza E]
= [Impureza G] = 2,4 pg/mL; [Impureza F] = 3,6 pg/mL.
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8.2 APENDICE I

o Linearidade Doseamento

Preparo das Solucdes

Solucéao A: Trietilamina 0,1% pH 3.8

Transferir 1 mL de Trietilamina em 1000 mL de agua purificada. Homogeneizar. Ajustar o
pH para aproximadamente 3,8 com &cido fosférico (N&o degaseificar e filtrar esta solugéo).

Diluente

Acetonitrila 100%.

Preparo das Amostras

Solucao Padrado Doseamento 1 e 2

Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padrdo para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApGs esse
tempo, aguardar a solucéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pg/mL.

Solucao Padrao Estoque SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucédo Padrdo SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Sensibilidade

Transferir 1,0 mL da Solu¢cédo Padrao Estoque SR para baldo volumétrico de 20,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 pum, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucéo Estoque Linearidade 1,2 e 3

Transferir 40,0 mg de Gliclazida para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar cerca de
10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Apds esse tempo, completar o
volume do baldo com diluente. Homogeneizar. [Gliclazida] = 2000 pg/mL.

Solugdes Linearidade 1,2 e 3
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Proceder as diluicdes das trés solucdes estoque linearidade conforme descrito na Tabela
39. Completar o volume do baldo com diluente. Em seguida homogeneizar e filtrar em membrana
PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio.

Tabela 39: Diluicbes para o preparo da Linearidade doseamento.

Nivel (%) vol. estczr?]ulj padrdo Baldo vol. (mL) Cor(lﬁglrlr;[]rsgéo
! 2,1 420,0
2 2,4 480,0
3 2,7 10 540,0
4 3,0 600,0
> 3.9 780,0
. Linearidade Impurezas Especificas e Inespecificas

Preparo das Solucdes

Solugéo A: Trietilamina 0,1% pH 3.8

Transferir 1 mL de Trietilamina em 1000 mL de agua purificada. Homogeneizar. Ajustar o
pH para aproximadamente 3,8 com acido fosférico (N&o degaseificar e filtrar esta solucao).

Diluente

Acetonitrila 100%.

Preparo das Amostras

Solucao Padrao Doseamento 1 e 2

Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padrédo para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApGs esse
tempo, aguardar a solucéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pMg/mL.

Solugéo Padrao Estoque SR1e 2

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdao Doseamento para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucéo Padrao SR 1e 2
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Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 pm, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solucéo Sensibilidade

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 20,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 pm, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucéo Padréo Gliclazida Estoque 1,2 e 3

Transferir 12,0 mg de Gliclazida para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar cerca de
10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Apos esse tempo, completar o
volume do baldo com diluente. Homogeneizar. [Gliclazida] = 600,0 pg/mL.

Solucao Padrao Impureza A Estoque 1,2e 3

Transferir 5,0 mg de Impureza A para baldo volumétrico de 10,0 mL, adicionar cerca de
5,0 mL de diluente e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Apds esse tempo, completar o
volume do baldo com diluente. Homogeneizar. [Impureza A] = 500,0 pg/mL.

Solucao Padrao Impureza G Estoque 1,2 e 3

Transferir 2,5 mg de Impureza G para baldo volumétrico de 5,0 mL, adicionar cerca de
2,5 mL de diluente e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Ap6s esse tempo, completar o
volume do baldo com diluente. Homogeneizar. [Impureza G] = 500,0 pg/mL.

Solugdo Mix 1,2 e 3

Transferir 1,67 mL da Solucdo Padrdo Gliclazida Estoque, 2,0 mL da Solu¢éo Padréo
Impureza A e G Estoque para baldo volumétrico de 10,0 mL. Completar o volume com diluente e
homogeneizar. [Gliclazida]; [Impureza A]; [Impureza G] = 100,0 pug/mL.

Solugdes Linearidade 1,2 e 3

Proceder as diluicbes das trés Solucdes Mix conforme descrito na Tabela 40. Completar o
volume dos balbes com solucéo diluente. Em seguida homogeneizar e filtrar em membrana PVDF

0,45 um com descarte prévio de 4,0 mL.
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Tabela 40: Diluicbes para o preparo da Linearidade das impurezas especificas e inespecificas.

Vol. Sol Estoque Mix Concentracao

Ve 0 X
Nivel (%) Impurezas (mL) Baldo vol. (mL) (Mg/mL)
1 0,30 50 0,60
2 0,24 2,40
3 0,42 4,20
10
4 0,60 6,00
5 0,72 7,20
. Precisdo Doseamento

Preparo das Solucdes

Solugéo A: Trietilamina 0,1% pH 3.8

Transferir 1 mL de Trietilamina em 1000 mL de agua purificada. Homogeneizar. Ajustar o
pH para aproximadamente 3,8 com acido fosférico (Nao degaseificar e filtrar esta solucédo).

Diluente

Acetonitrila 100%.

Preparo das Amostras

Solucéo Padrdao Doseamento 1 e 2

Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padrédo para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. Apés esse
tempo, aguardar a solucéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pg/mL.

Solucéo Padrédo Estoque SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solu¢do Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucéo Padrao SR1e 2

Transferir 1,0 mL da Solugdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solucéo Sensibilidade

Transferir 1,0 mL da Solugé&o Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 20,0 mL.

Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
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prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucéo Teste Doseamento/SR (Sextuplicata)

Realiza a massa média do produto com ndo menos que 20 comprimidos. Transferir o
equivalente a 30,0 mg de Gliclazida produto acabado para baldo volumétrico de 50,0 mL, adicionar
cerca de 25,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApGs esse
tempo, aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pg/mL.

o Precisdo Impurezas Inespecificas

Preparo das Solucdes

Solucéao A: Trietilamina 0,1% pH 3.8

Transferir 1 mL de Trietilamina em 1000 mL de agua purificada. Homogeneizar. Ajustar o
pH para aproximadamente 3,8 com &cido fosférico (Nao degaseificar e filtrar est4 solugéo).

Diluente

Acetonitrila 100%.

Preparo das Amostras

Solucao Padrao Doseamento 1 e 2

Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padrédo para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. Apés esse
tempo, aguardar a solucéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pg/mL.

Solucéo Padrédo Estoque SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucédo Padrdo SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solugdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Sensibilidade

Transferir 1,0 mL da Solugdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 20,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
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prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solugéo Padréao Estoque Gliclazida 1,2 e 3

Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padréo para bal&o volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. Aguardar a
solucéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente. Homogeneizar.
Transferir 1,0 mL desta solugéo para bal&o volumétrico de 50,0 mL. Completar o volume com diluente
e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucao Teste Inespecificas Baixa (0,10%) 1,2 e 3

Transferir 0,5 ml da Solucdo Padrédo Gliclazida Estoque e o equivalente a 6,0 mg de
Placebo para balédo volumétrico de 10,0 mL. Adicionar cerca de 5,0 mL de diluente, levar ao ultrassom
sem aquecimento por 10 minutos. Aguardar a solucdo atingir temperatura ambiente e completar o
volume do bal&o volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 pm, com
4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazida] = 0,60 pg/mL.

Solucédo Teste Inespecificas Média (0,17%) 1,2 e 3

Transferir 0,85 ml da Solugdo Padrdo Gliclazida Estoque e o equivalente a 6,0 mg de
Placebo para baldo volumétrico de 10,0 mL. Adicionar cerca de 5,0 mL de diluente, levar ao ultrassom
sem aquecimento por 10 minutos. Aguardar a solucdo atingir temperatura ambiente e completar o
volume do balédo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um, com
4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazida] = 1,02 pg/mL.

Solucéo Teste Inespecificas Alta (0,24%) 1,2 e 3

Transferir 1,2 ml da Solucdo Padrédo Gliclazida Estoque e o equivalente a 6,0 mg de
Placebo para balédo volumétrico de 10,0 mL. Adicionar cerca de 5,0 mL de diluente, levar ao ultrassom
sem aquecimento por 10 minutos. Aguardar a solucdo atingir temperatura ambiente e completar o
volume do balédo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um, com

4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazida] = 1,44 pg/mL.

o Preciséo Impurezas Especificas
Preparo das Solucgdes
Solugéo A: Trietilamina 0,1% pH 3.8
Transferir 1 mL de Trietilamina em 1000 mL de agua purificada. Homogeneizar. Ajustar o
pH para aproximadamente 3,8 com acido fosforico (N&o degaseificar e filtrar esta solucao).
Diluente
Acetonitrila 100%.
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Preparo das Amostras

Solugéo Padrao Doseamento 1 e 2

Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padréo para bal&o volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApGs esse
tempo, aguardar a solucéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pg/mL.

Solugéo Padréao Estoque SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucédo Padrdo SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solu¢do Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Sensibilidade

Transferir 1,0 mL da Solu¢do Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 20,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucao Padrao Impureza G Estoque 1,2 e 3

Transferir 2,5 mg de Impureza G para baldo volumétrico de 5,0 mL, adicionar cerca de
2,5 mL de diluente e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Apds esse tempo, completar o
volume do baldo com diluente. Homogeneizar. Transferir 0,6 mL para baldo volumétrico de 25,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Impureza G] = 12,0 pg/mL.

Solucao Padrao Impureza A Estoque 1,2e 3

Transferir 5,0 mg de Impureza A para baldo volumétrico de 10,0 mL, adicionar cerca de
5,0 mL de diluente e levar ao ultrassom até completa solubilizacdo. Apds esse tempo, completar o
volume do baldo com diluente. Homogeneizar. Transferir 1,0 mL para baldo volumétrico de 25,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Impureza A] = 20,0 pg/mL.

Solucéo Teste Controle

Realizar a massa média do produto com ndo menos que 20 comprimidos. Transferir o
equivalente a 30,0 mg de Gliclazida produto acabado para baldo volumétrico de 50,0 mL, adicionar
cerca de 25,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApOs esse
tempo, aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.
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Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pg/mL.

Solucao Exatiddo Impurezas Especificas Ae G0,10% -1,2e 3

Transferir 0 equivalente a 6,0 mg de Gliclazida para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Transferir 0,3 ml da Solucdo Padrdo Impureza A Estoque e 0,5 mL Solucdo Padrdo Impureza G
Estoque, adicionar cerca de 5,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Apés esse tempo, aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume do baldo
volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 pm, com 4,0 mL de
descarte prévio. [Gliclazida] = 600,0 pg/mL; [Impureza A] e [Impureza G] = 0,6 pg/mL.

Solucéo Exatiddo Impureza A 0,65% e Impureza G 0,17% -1,2e 3

Transferir o equivalente a 6,0 mg de Gliclazida para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Transferir 1,95 ml da Solucdo Padrdo Impureza A Estoque e 0,85 ml da Solugéo Padrao Impureza G
Estoque, adicionar cerca de 2,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
AplOs esse tempo, aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume do baldo
volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 pm, com 4,0 mL de
descarte prévio. [Gliclazida] = 600,00 pg/mL; [Impureza A] = 3,90 pg/mL [Impureza G] = 1,02 pg/mL.

Solucéo Exatiddo Impureza A 1,20% e Impureza G 0,24% -1,2e 3

Transferir 0 equivalente a 6,0 mg de Gliclazida para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Transferir 3,6 ml da Solu¢cdo Padrdao Impureza A Estoque e 1,2 ml da Solugcéo Padrédo Impureza G
Estoque, levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. Apds esse tempo, aguardar retornar
a temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar.
Filtrar em membrana PVDF 0,45 um, com 4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazida] = 600,00 pg/mL;
[Impureza A] = 7,20 pg/mL [Impureza G] = 1,44 pg/mL.

o Exatiddao Doseamento
Preparo das Solucdes
Solugéo A: Trietilamina 0,1% pH 3.8
Transferir 1 mL de Trietilamina em 1000 mL de agua purificada. Homogeneizar. Ajustar o
pH para aproximadamente 3,8 com &cido fosférico (Nao degaseificar e filtrar est4 solugéo).
Diluente
Acetonitrila 100%.
Preparo das Amostras
Solucéo Padrao Doseamento 1 e 2
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Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padrédo para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApGs esse
tempo, aguardar a solugéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pg/mL.

Solugéo Padréao Estoque SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solu¢do Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucéo Padrdo SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 pm, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solucéo Sensibilidade

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 20,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 pm, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucéo Teste Exatiddo 70% 1,2 e 3

Transferir 4,2 mg de Gliclazida Padrdo e o equivalente a 6,0 mg de Placebo para baldo
volumétrico de 10,0 mL. Adicionar 5,0 mL de diluente, levar ao ultrassom sem aquecimento por 10
minutos. ApOs esse tempo, aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume do balédo
volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 pym, com 4,0 mL de
descarte prévio. [Gliclazida] = 420,0 pg/mL.

Solucao Teste Exatiddo 100% 1,2 e 3

Transferir 6,0 mg de Gliclazida Padréo e o equivalente a 6,0 mg de Placebo para baldo
volumétrico de 10,0 mL. Adicionar 5,0 mL de diluente, levar ao ultrassom sem aquecimento por 10
minutos. ApOs esse tempo, aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume do baldo
volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 pm, com 4,0 mL de
descarte prévio. [Gliclazida] = 600,0 pg/mL.

Solucéo Teste Exatiddo 130% 1,2 e 3

Transferir 7,8 mg de Gliclazida Padréo e o equivalente a 6,0 mg de Placebo para baldo
volumeétrico de 10,0 mL. Adicionar 5,0 mL de diluente, levar ao ultrassom sem aquecimento por 10
minutos. ApoOs esse tempo, aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume do balédo
volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 pum, com 4,0 mL de
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descarte prévio. [Gliclazida] = 780 pg/mL.

o Robustez de Filtro

Preparo das Solucdes

Solugéo A: Trietilamina 0,1% pH 3.8

Transferir 1 mL de Trietilamina em 1000 mL de agua purificada. Homogeneizar. Ajustar o
pH para aproximadamente 3,8 com acido fosférico (Nao degaseificar e filtrar esta solucédo).

Diluente

Acetonitrila 100%.

Preparo das Amostras

Solucéo Padrdo Doseamento 1 e 2

Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padrédo para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApGs esse
tempo, aguardar a solugéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do bal&do com diluente.
Homogeneizar. . Filtrar de acordo com o que esta descrito abaixo. [Gliclazida] = 600,0 pg/mL.

Solucéo Padréao Estoque SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solu¢do Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucéo Padrdo SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. . Filtrar de acordo com o que esta descrito abaixo.
[Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Sensibilidade

Transferir 1,0 mL da Solu¢do Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 20,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucéo Teste Doseamento/SR

Realizar a massa média do produto com ndo menos que 20 comprimidos. Transferir o
equivalente a 30,0 mg de Gliclazida produto acabado para baldo volumétrico de 50,0 mL, adicionar
cerca de 25,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApGs esse
tempo, aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume do baldo com diluente.

Homogeneizar. Filtrar de acordo com a Tabela 41. [Gliclazida] = 600,0 pg/mL.
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Tabela 41: Instrucdo de como proceder no processo de filtragem.

Volume de Descarte

Aliquota Procedimento (mL) Tamanho do Poro
1 Centrifugar a 5000 rpm por 5 i i
minutos

2 PTFE hidrofilico 0 0,45 pm
3 PTFE hidrofilico 2 0,45 pum
4 PTFE hidrofilico 4 0,45 pm
5 PVDF 0 0,45 um
6 PVDF 2 0,45 pm
7 PVDF 4 0,45 um
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8.3 APENDICE Il

o Estudo de Degradacao Forcada e Seletividade

Preparo das Solucdes

Solugéo A: Trietilamina 0,1% pH 3.8

Transferir 1 mL de Trietilamina em 1000 mL de agua purificada. Homogeneizar. Ajustar o
pH para aproximadamente 3,8 com acido fosférico (N&o degaseificar e filtrar esta solucao).

Diluente

Acetonitrila 100%.

Preparo das Solugdes Estressantes

NaOH 1,0 M (Estresse Alcalino)

Pesar 8,0 g de hidroxido de sodio para baldo volumétrico de 200 mL contendo
aproximadamente 100 mL de agua. Agitar até completa solubilizacdo e resfriar a temperatura
ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com agua e armazenar em recipiente plastico
apropriado. [NaOH]=1,0 M

NaOH 0,1 M (Estresse Alcalino)

Transferir 10,0 mL da Solucdo NaOH 1,0 M (Estresse Alcalino) para baldo volumétrico de
100 mL, completar o volume do baldo volumétrico com agua e armazenar em recipiente plastico
apropriado. [NaOH] = 0,1 M.

HCI 1,0 M (Estresse Acido)

Transferir volumetricamente 8,5 mL de acido cloridrico (36-38%) para baldo volumétrico
de 100 mL contendo aproximadamente 50 mL de agua. Homogeneizar e resfriar a temperatura
ambiente. Completar o volume do baldo volumétrico com 4gua e armazenar em recipiente apropriado.
[HCI] = 1,0 M.

HCI 0,1 M (Estresse Acido)

Transferir 10,0 mL da Solugdo HCI 1,0 M (Estresse Acido) para baldo volumétrico de
100 mL, contendo aproximadamente 50 mL de agua. Completar o volume do baldo volumétrico com
agua e armazenar em recipiente apropriado. [HCI] = 0,1 M.

H202 1,5 % (Estresse Oxidativo)

Transferir volumetricamente 5,00 mL de peroxido de hidrogénio 30% PA para baldo
volumétrico de 100 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com agua, homogeneizar e resfriar
a temperatura ambiente. Armazenar em recipiente apropriado. [H202] = 1,5% v/v.

FeClI3 10 mM (Estresse ions Metélicos)
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Transferir 0,27 g de cloreto de ferro lll hexa-hidratado para baldo volumétrico de 100 mL
contendo aproximadamente 50 mL de agua. Agitar até completa solubilizacdo e resfriar a temperatura
ambiente. Completar o volume do bal&@o volumétrico com 4gua e armazenar em recipiente apropriado.
[FeCI3] = 10 mM.

Preparo das Amostras

Solugéo Padréao Doseamento 1 e 2

Transferir 12,0 mg de Gliclazida Padrdo para bal&o volumétrico de 20,0 mL, adicionar
cerca de 10,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. ApGs esse
tempo, aguardar a solucéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do bal&o com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 600,0
pg/mL.

Solucao Padrao Estoque SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Doseamento para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. [Gliclazida] = 12,0 pg/mL.

Solucédo Padrdao SR 1e 2

Transferir 1,0 mL da Solu¢do Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Sensibilidade

Transferir 1,0 mL da Solucdo Padrdo Estoque SR para baldo volumétrico de 20,0 mL.
Completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membra PVDF 0,45 um, com descarte
prévio de 4,0 mL. [Gliclazida] = 0,6 pg/mL.

Solucao Estoque Gliclazida Impureza A

Transferir 1,0 mg do padréo de Gliclazida Impureza A para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar cerca de 10,0 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar a solugéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com
acetonitrila e homogeneizar. [Impureza A] = 50,0 pg/mL.

Solucao Estoque Gliclazida Impureza B

Transferir 1,0 mg do padréo de Gliclazida impureza B para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar cerca de 10,0 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar a solucao atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com
acetonitrila e homogeneizar. [Impureza B] = 50,0 pg/mL.

Solucéo Estoque Gliclazida Impureza C
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Transferir 1,0 mg do padréo de Gliclazida Impureza C para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar cerca de 10,0 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar a solugdo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com
acetonitrila e homogeneizar. [Impureza C] = 50,0 pg/mL.

Solucéo Estoque Gliclazida Impureza D

Transferir 1,0 mg do padrao de Gliclazida Impureza D para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar cerca de 10,0 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar a solugéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com
acetonitrila e homogeneizar. [Impureza D] = 50,0 pg/mL.

Solucéo Estoque Gliclazida Impureza E

Transferir 1,0 mg do padréo de Gliclazida Impureza E para bal&o volumétrico de 20,0 mL,
adicionar cerca de 10,0 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar a solucao atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com
acetonitrila e homogeneizar. [Impureza E] = 50,0 pg/mL.

Solucao Estoque Gliclazida Impureza F

Transferir 1,0 mg do padréo de Gliclazida Impureza F para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar cerca de 10,0 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar a solucao atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com
acetonitrila e homogeneizar. [Impureza F] = 50,0 pg/mL.

Solucéo Estoque Gliclazida Impureza G

Transferir 1,0 mg do padrdo de Gliclazida Impureza G para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar cerca de 10,0 mL de acetonitrila e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar a solucéo atingir temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com
acetonitrila e homogeneizar. [Impureza G] = 50,0 pg/mL

Solucéo Padréao Gliclazida Impureza A

Transferir 0,24 mL da Solugédo Estoque Gliclazida Impureza A para baldo volumétrico de
10,0 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte. [Impureza A] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Padréao Gliclazida Impureza B

Transferir 0,24 mL da Solugédo Estoque Gliclazida Impureza B para baldo volumétrico de
10,0 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte. [Impureza B] = 1,2 pg/mL.

Solugéo Padréao Gliclazida Impureza C
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Transferir 0,24 mL da Solucdo Estoque Gliclazida Impureza C para baldo volumétrico de
10,0 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 pm com 4,0 mL de descarte. [Impureza C] = 1,2 pg/mL.

Solucéao Padréao Gliclazida Impureza D

Transferir 0,24 mL da Solucdo Estoque Gliclazida Impureza D para baldo volumétrico de
10,0 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 pm com 4,0 mL de descarte. [Impureza D] = 1,2 pg/mL.

Solucéo Padréo Gliclazida Impureza E

Transferir 0,24 mL da Solucdo Estoque Gliclazida Impureza E para baldo volumétrico de
10,0 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 pm com 4,0 mL de descarte. [Impureza E] = 1,2 pg/mL.

Solucgéo Padréo Gliclazida Impureza F

Transferir 0,24 mL da Solucdo Estoque Gliclazida Impureza F para baldo volumétrico de
10,0 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte. [Impureza F] = 1,2 pg/mL.

Solucgéo Padréo Gliclazida Impureza G

Transferir 0,24 mL da Solucédo Estoque Gliclazida Impureza G para baldo volumétrico de
10,0 mL. Completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte. [Impureza G] = 1,2 pg/mL.

Solucao Teste Fortificada

Transferir o equivalente a 30,0 mg de Gliclazida para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Transferir 1,2 mL da Solucao Estoque Padrao Impureza A, B, C, D, E, F e G. Adicionar cerca de 15,0
mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos. Aguardar a solucéo atingir
temperatura ambiente e completar o volume do baldo volumétrico com diluente. Homogeneizar e
filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte. [Gliclazida] = 600,0 pg/mL; [Impureza
A] = [Impureza B] = [Impureza C] = [Impureza D] = [Impureza E] = [Impureza G] = 1,2 ug/mL; [Impureza
F] =1,2 pg/mL.

Solucéo Estoque PA

Transferir o equivalente a 600,0 mg de Gliclazida para baldo volumétrico de 100,0 mL.
Adicionar cerca de 50,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume com diluente e homogeneizar.
[Gliclazida] = 6000,0 pg/mL.

Solucéo Estoque Placebo
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Transferir o equivalente 600,0 mg de Placebo para baldo volumétrico de 100,0 mL.
Adicionar cerca de 50,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10 minutos.
Aguardar retornar a temperatura ambiente e completar o volume com diluente e homogeneizar.
[Gliclazida]eq = 6000,0 pg/mL.

Solucéo Branco — Controle

Filtrar para vial uma porgéo do diluente utilizando membrana PVDF 0,45 pum com 4,0 mL
de descarte.

Solugéo Teste PA — Controle

Transferir 2,0 mL da Solucéo Estoque PA para baldo volumétrico de 20,0 mL e completar
o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte.
[Gliclazida] = 600,0 pg/mL.

Solucao Placebo — Controle

Transferir 2,0 mL da Solucdo Estoque Placebo para baldo volumétrico de 20,0 mL e
completar o volume com diluente e homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL
de descarte. [Gliclazida]eq = 600,0 pg/mL

Solucdo Branco — Controle Agua Purificada

Transferir 9,0 mL da Solucdo Diluente para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar 2,0
mL de agua purificada. Manter a solugcdo em temperatura ambiente e protegida da luz durante o
periodo de 10 dias. Apés o periodo de degradacao for¢cada, avolumar com diluente. Homogeneizar.
Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio.

Solucdo Teste PA — Controle Agua Purificada

Transferir 2,0 mL da Solucédo Estoque PA para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
7,0 mL de diluente e 2,0 mL de &gua purificada. Manter a solu¢cdo em temperatura ambiente e
protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apoés o periodo de exposicdo, completar o volume com
diluente e homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte. [Gliclazida]
=600,0 pg/mL.

Solucéo Placebo — Controle Agua Purificada

Transferir 2,0 mL da Solugcdo Estoque Placebo para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar 7,0 mL de diluente e 2,0 mL de agua purificada. Manter a solu¢cdo em temperatura ambiente
e protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apds o periodo de exposi¢cdo, completar o volume
com diluente e homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 pm com 4,0 mL de descarte.
[Gliclazida]eq = 600,0 pg/mL

Solugéo Branco — Degradacéo Acida
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Transferir 9,0 mL da Solucdo Diluente para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar 2,0
mL de HCI 0,1 M. Manter a solucdo em temperatura ambiente e protegida da luz durante o periodo
de 2 horas. Apés o periodo de degradacao for¢cada, neutralizar a solugdo com 2,0 mL de NaOH 0,1
M e avolumar com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de
descarte prévio.

Solucéo Teste PA — Degradacéo Acida

Transferir 2,0 mL da Solucdo Estoque PA para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
7,0 mL de diluente e 2,0 mL de HCI 0,1 M. Manter a solucdo em temperatura ambiente e protegida
da luz durante o periodo de 2 horas. Apds o periodo de degradacédo forcada, neutralizar a solucao
com 2,0 mL de NaOH 0,1 M e avolumar com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF
0,45 pum com 4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazida] = 600,0 pg/mL.

Solucéo Placebo — Degradacéo Acida

Transferir 2,0 mL da Solucdo Estoque Placebo para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar 7,0 mL de diluente e 2,0 mL de HCI 0,1 M. Manter a solucdo em temperatura ambiente e
protegida da luz durante o periodo de 2 horas. Apds o periodo de degradacao for¢cada, neutralizar a
solucdo com 2,0 mL de NaOH 0,1 M e avolumar com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana
PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazidaleq = 600,0 pg/mL.

Solucéo Branco — Degradacao Alcalina

Transferir 9,0 mL da Solucéo Diluente para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar 2,0
mL de NaOH 1,0 M. Manter a solugdo em temperatura ambiente e protegida da luz durante o periodo
de 10 dias. Ap6s o periodo de degradacao forcada, neutralizar a solucdo com 2,0 mLde HCI1,0M e
avolumar com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte
prévio.

Solucéo Teste PA — Degradacgéo Alcalina

Transferir 2,0 mL da Solucédo Estoque PA para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
7,0 mL de diluente e 2,0 mL de NaOH 1,0 M. Manter a solu¢cdo em temperatura ambiente e protegida
da luz durante o periodo de 10 dias. Apos o periodo de degradacao for¢cada, neutralizar a solucao
com 2,0 mL de HCI 1,0 M e avolumar com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45
pm com 4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazida] = 600,0 pg/mL.

Solucéo Placebo — Degradacgéo Alcalina

Transferir 2,0 mL da Solugcdo Estoque Placebo para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar 7,0 mL de diluente e 2,0 mL de NaOH 1,0 M. Manter a solu¢cdo em temperatura ambiente e
protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apos o periodo de degradacao for¢cada, neutralizar a
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solugcédo com 2,0 mL de HCI 1,0 M e avolumar com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana
PVDF 0,45 pm com 4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazidaleq = 600,0 pg/mL.

Solucéo Branco — Degradacao Oxidativa

Transferir 9,0 mL da Solucdo Diluente para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar 2,0
mL de H>O2 3,0%. Manter a solugdo em temperatura ambiente e protegida da luz durante o periodo
de 10 dias. Ap6s o periodo de degradacao forcada, avolumar com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio.

Solucéo Teste PA — Degradacao Oxidativa

Transferir 2,0 mL da Solucédo Estoque PA para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
7,0 mL de diluente e 2,0 mL de H20> 3,0%. Manter a solucdo em temperatura ambiente e protegida
da luz durante o periodo de 10 dias. Ap6s o periodo de degradacéo forcada, avolumar com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazida] =
600,0 pg/mL.

Solucéo Placebo — Degradacao Oxidativa

Transferir 2,0 mL da Solugdo Estoque Placebo para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar 7,0 mL de diluente e 2,0 mL de H2O2 3,0%. Manter a solu¢gdo em temperatura ambiente e
protegida da luz durante o periodo de 10 dias. Apés o periodo de degradacgéao forcada, avolumar com
diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio.
[Gliclazida]eq = 600,0 pg/mL.

Solucéo Branco — Degradacéo ion Metalico

Transferir 9,0 mL da Solucdo Diluente para baldo volumétrico de 20,0 mL, adicionar 2,0
mL de FeCI3 10 mM. Manter a solucdo em temperatura ambiente e protegida da luz durante o periodo
de 6 horas. Ap6s o periodo de degradacéao forcada, avolumar com diluente. Homogeneizar. Filtrar em
membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio.

Solucdo Teste PA — Degradacao fon Metéalico

Transferir 2,0 mL da Solucdo Estoque PA para baléo volumétrico de 20,0 mL, adicionar
7,0 mL de diluente e 2,0 mL de FeCI3 10 mM. Manter a solu¢cdo em temperatura ambiente e protegida
da luz durante o periodo de 6 horas. Apos o periodo de degradacéo forcada, avolumar com diluente.
Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio. [Gliclazida] =
600,0 pg/mL.

Solucéo Placebo — Degradac&o ion Metélico

Transferir 2,0 mL da Solucdo Estoque Placebo para baldo volumétrico de 20,0 mL,
adicionar 7,0 mL de diluente e 2,0 mL de FeCI3 10 mM. Manter a solugdo em temperatura ambiente
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e protegida da luz durante o periodo de 6 horas. Apos o periodo de degradacédo forcada, avolumar
com diluente. Homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 um com 4,0 mL de descarte prévio.
[Gliclazida]eq = 600,0 pg/mL.

Produto Acabado Fotolitico

Transferir cerca de 1200 mg de Gliclazida produto acabado para frasco de headspace e
levar a camara de fotoestabilidade, na posi¢do horizontal. As amostras serdo expostas a 2,4 milhdes
de lux/hora (correspondente a 2 ciclos de fotoestabilidade).

Placebo Fotolitico

Transferir cerca de 1200 mg de Placebo para frasco de headspace transparente e levar a
camara de fotoestabilidade, na posicdo horizontal. As amostras serdo expostas a 2,4 milhdes de
lux/hora (correspondente a 2 ciclos de fotoestabilidade).

Produto Acabado Térmico

Transferir 1200 mg de Gliclazida produto acabado em frasco de headspace e levar para
estufa a uma temperatura de 60°C por um periodo maximo de 10 dias.

Placebo Térmico

Transferir 1200 mg de Placebo em frasco de headspace e levar para estufa a uma
temperatura de 60°C por um periodo maximo de 10 dias.

Produto Acabado Umidade

Transferir 1200 mg de Gliclazida produto acabado para frasco de headspace com a tampa
aberta e levar para camara climética a 40 °C e 75% de umidade por um periodo maximo de 10 dias.

Placebo Umidade

Transferir 1200 mg de Placebo para frasco de headspace com a tampa aberta e levar para
camara climética a 40 °C e 75% de umidade por um periodo méaximo de 10 dias.

Solucéo Teste PA SR — Degradacéo Fotolitica, Térmica e Umida

Transferir o equivalente a 30,0 mg de Gliclazida para baldo volumétrico de 50,0 mL.
Adicionar 25,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aguecimento por 10 minutos. Completar o
volume do bal&o com o diluente. Filtrar em membrana PVDF 0,45um, com 4,0 mL de descarte prévio.
[Gliclazida] = 600,0 pg/mL.

Solucéo Placebo — Degradac&o Fotolitica, Térmica e Umida

Transferir quantidade de placebo equivalente a 30,0 mg de Gliclazida para baldo
volumétrico de 50,0 mL. Adicionar 25,0 mL de diluente e levar ao ultrassom sem aquecimento por 10
minutos. Completar o volume do balédo com o diluente. Filtrar em membrana PVDF 0,45um, com 4,0
mL de descarte prévio. [Gliclazida]eq = 600,0 pg/mL.
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8.4 APENDICE IV

° Linearidade Doseamento

Abaixo esta demonstrado na integra o relatério gerado a partir da analise estatistica no

software Action Stat™.

A linearidade de um procedimento analitico é a sua capacidade de obter resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdao de um analito em uma amostra.

COLETA DE DADOS

A seguir, apresentamos os dados coletados.

Teorica__pg_mL Area_mAU Replicas

419,054055 4126398 A
419,263425 4056294 A
419,57748 4114754 A
478,91892 4658705 B

479,1582 4624785 B
479,51712 4713969 B
538,783785 5234171 C
539,052975 5233852 C
539,45676 5297056 C
598,64865 5791150 D
598,94775 5807047 D

599,3964 5836132 D
778,243245 7472562 E
778,632075 7574620 E
779,21532 7607829 E

Tabela1l:  Conjunto de dados para Linearidade.

METODO DOS MINIMOS QUADRADOS ORDINARIOS: ESTIMACAO

O Método dos Minimos Quadrados é uma eficiente estratégia de estimacdo dos parametros da
regressao e sua aplicacao nédo é limitada apenas as relacdes lineares. Nesta secéo utilizamos o
Método dos Minimos Quadrados Ordinarios.

TESTE DO COEFICIENTE ANGULAR

Para avaliar a significancia do modelo utilizamos o teste F da ANOVA. Neste caso, testamos as
hipéteses:

HO: coeficiente angular igual a zero;
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H1: coeficiente angular diferente de zero.

G.L. Somade Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Teorica__ug_mL 1 21067114898843,9 21067114898843,9 14417,998766 0
Residuos 13  18995180823,6855 1461167755,66812

Tabela 2: Tabela da ANOVA

Como P-valor (0) do teste F da ANOVA é menor que 0,05 (conforme especificado) rejeitamos a
hipotesenula (coeficiente angular zero) ao nivel de significancia de 5%.

Minimo  1Q Mediana Média 3Q Maximo
-71630 -27440  -9219 0 33410 54300
Tabela 3:  Analise exploratéria (residuos)

As estimativas dos parametros (coeficientes de regressao) séo respectivamente:

Estimativa Desvio Padrao Estat.t P-valor
Intercepto 66580,311502 46123,874784 1,443511 0,17254
Teorica pg_mL 9608,324095 80,019374 120,074971 0

Tabela 4: Coeficientes

Limite Inferior Limite Superior

Intercepto -33064,261896 166224,884899
Teorica__pug_mL  9435,452747 9781,195443
Tabela5: Intervalo de confianga para os parametros

TESTE DO INTERCEPTO (COEFICIENTE LINEAR)

Para avaliarmos o intercepto (coeficiente linear) utilizamos a estatistica t de Student. Neste
caso,testamos as hipoteses:

HO: intercepto (coeficiente linear) igual a
zero;HL1: intercepto diferente de zero.

Como P-valor (0,1725) do teste t € maior que 0,05, ndo rejeitamos a hipotese nula (intercepto
igual azero) ao nivel de significancia de 5%.
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IMPACTO DO COEFICIENTE LINEAR (INTERCEPTO)

Teorica_pg_mL Area_mAU Replicas Impacto do Coeficiente Linear (%)

419,054055 4126398 A 1,613521
419,263425 4056294 A 1,641407
419,57748 4114754 A 1,618087
478,91892 4658705 B 1,429159
479,1582 4624785 B 1,439641
479,51712 4713969 B 1,412405
538,783785 5234171 C 1,272032
539,052975 5233852 C 1,272109
539,45676 5297056 C 1,25693
598,64865 5791150 D 1,149691
598,94775 5807047 D 1,146543
599,3964 5836132 D 1,140829
778,243245 7472562 E 0,890997
778,632075 7574620 E 0,878992
779,21532 7607829 E 0,875155
Tabela 6:  Tabela Impacto do Coeficiente Linear (Intercepto)

COEFICIENTE DE CORRELACAO DE PEARSON

O coeficiente de correlacdo de Pearson mede o grau de proporcionalidade entre a variavel

explicativa ea variavel resposta.

Desvio Padrao dos Residuos Graus de Liberdade

R"2

Coeficiente de Correlagéo

38225,224076

13

0,9991

0,9995

Tabela 7:

Como o coeficiente de correlacdo (0.9995) € maior que 0.990 (conforme especificado),
concluimos queexiste uma relacéo linear adequada.

ANALISE GRAFICA

Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste

DIAGRAMA DE DISPERSAO

O diagrama de dispersao € um gréafico que permite a visualizacdo de uma possivel associacao

entrevariaveis quantitativas.
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Figura 1: Diagrama de Disperséo
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DIAGNOSTICO DOS RESIDUOS DO MODELO.

Res. Padronizado vs Valores Ajustados QQ-plot
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Figura 2: Grafico da Analise dos Residuos.

Estatistica P-valor
Anderson-Darling  0,203485 0,846753
Tabela 8: Teste de Normalidade

HO: a distribuicdo dos residuos € Normal;
H1: a distribuicdo dos residuos ndo € Normal.

Como P-valor (0,8468) do teste de Anderson-Darling € maior que 0,05, ndo rejeitamos a
hipotese denormalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%.

AvaLIACAO pA  HowmocebpasTticipape: TesTE pe  BreuscHPacan

Para avaliarmos a homocedasticidade da variancia realizamos o seguinte teste de
hipoteses:HO: Variancias dos niveis séo iguais;
H1: Pelo menos uma variancia diferente.

A seguir, apresentamos o teste de Teste de Breusch Pagan.
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Estatistica GL P-valor
3.106023 1 0.078003
Tabela9:  Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan

Como P-valor (0,078) do Teste de Breusch Pagan € maior que 0,05 (conforme proposto), nédo
rejeitamosa hipotese de igualdade das variancias ao nivel de significancia de 5%. Logo, temos
um modelo homocedastico.

VALORES EXTREMOS NA RESPOSTA

Nesta secdo, vamos avaliar os valores extremos na resposta. Para isto, avaliamos os residuos
padronizados e os residuos studentizados.

RESIDUOS

Como critério, sera considerado valores extremos na resposta, as observacdes com residuos
padronizados e/ou studentizados maiores que 3.

N.Obs Teorica™ pg_mL Residuos Residuos Studentizados Residuos Padronizados
1 419,054055 33410,514774 0,94859 0,952267
2 419,263425 -38705,180042 -1,113094 -1,103002
3 419,57748 16737,277735 0,462212 0,476859
4 478,91892 -9483,510044 -0,251595 -0,261181
5 479,1582 -45702,589833 -1,290337 -1,25855
6 479,51712 40032,790483 1,112262 1,102255
7 538,783785 -9218,534862 -0,240747 -0,249974
8 539,052975 -12123,999625 -0,317174 -0,32875
9 539,45676 47200,303231 1,315245 1,279809

10 598,64865 -27440,559679 -0,731848 -0,745281
11 598,94775 -14417,409416 -0,37847 -0,391594
12 599,3964 10356,815979 0,271115 0,281325
13 778,243245 -71631,634133 -2,653734 -2,19265
14 778,632075 26690,36121 0,806332 0,817405
15 779,21532 54295,354223 1,802225 1,664079

Tabela 10; Tabela de Resumo da Analise dos Residuos.
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Res. Padronizado vs Valores Ajustados
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Figura 3: Andlise dos Residuos (Padronizados).
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Residuos Studentizados

Res. Studentizado vs Valores Ajustados
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Figura 4: Andlise dos Residuos (Studentizados).
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Residuos vs Modelo Ajustado
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Neste item podemos observar dos graficos Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res.
Studentizadovs Valores Ajustados que néo foi detectado valores extremos.

PONTOS INFLUENTES

Um ponto é influente se sua exclusédo do ajuste da regressédo causa uma mudanca substancial
nos valores ajustados. A seguir, apresentamos trés tipos de pontos influentes, séo eles a
distancia de Cook, DFBETA e DFFITS. O DFBETA avalia a influéncia do ponto no coeficiente
angular. O DFFITS avalia a influéncia do ponto no ajuste da curva. A distancia de Cook avalia

ponto de alavanca com residuo padronizado alto. Os critérios para analise dos pontos influentes
séo dados por:
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DFFITS

Diagndstico Férmula Valor
DFFITS 2* raiz ((p+1)/n) 0,73

DCOOK 4/n 0,266667
DFBETA 2/raiz(n) 0,52

Tabela 11: Critério

DFFITS
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Figura 5: Grafico da Andlise dos Pontos Influentes (DFFIT).
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Figura 6: Gréfico da Andlise dos Pontos Influentes (DCOOK).

Observacfes DEFITS Critério
13 -1,61 +0.73
15 1,1 +0.73

Tabela 12: Analise dos Pontos Influentes (DFFIT).

_ObservacGes  DCOOK  Critério
13 0,887216 0,266667
15 0.515802  0.266667
Tabela 13: Analise dos Pontos Influentes (DCOOK).
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Teorica__ug_mL

1;D_ %
D;5_ ------------------------------------------
o @
o
i o o O ]
EDD . o o ©
L o
m
o @
O
| R R R AL T A IE B SRR ISR
-1,0
13
o
-1,5 - 1 1 1
<+ oo ™
Observacdes

Observac6es  DEBETA Critério
13 -1,398717 0,516398
15 0.955402  0.516398

Tabela 14: Pontos Influentes (DFBETA).

TESTE DE INDEPENDENCIA

Neste item testamos a independéncia das observacdes através do seguinte teste de

hipoteses:HO: Observacgtes sao independentes;

H1: Observacdes ndo sdo independentes.

Estatistica_ P-valor

247873 0.492572
Tabela 15: Teste de Independéncia - Durbin-Watson.
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Residuos X Ordem de Coleta
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Como P-valor (0,4926) do teste de Durbin-Watson € maior que 0,05. Logo,néo rejeitamos a
hipétese deindependéncia das observacgdes ao nivel de significancia de 5%.

RESUMO DO ESTUDO DE LINEARIDADE

Para finalizarmos, apresentamos uma tabela com o resumo do estudo.

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto igual a zero
Coeficiente de Correlagédo de Pearson R = 0.9995 que € maior que o proposto (0,99)
Teste de Normalidade dos Residuos Nao rejeitamos a hip6tese de normalidade dos residuos
Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta N&ao detectamos pontos extremos
Teste de independéncia das observacdes N&o detectado dependéncia das observacbes

Tabela 16: Resumo das Conclusdes do estudo de Linearidade (Método dos Minimos Quadrados Ordinérios).
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o Linearidade Inespecificas

A linearidade de um procedimento analitico € a sua capacidade de obter resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra.

COLETA DE DADOS

A seguir, apresentamos os dados coletados.

pg_mL  Area_mAU Ponto
0,600395 5618 1
0,601394 5295
0,601394 5411
2,401582 22910
2,405578 21243
2,405578 23517
4,202768 38935
4,209761 39167
4,209761 39588
6,003954 56997
6,013944 57018
6,013944 56044

7,204745 68428
7,216733 69162

7,216733 67234
Tabela 1: Conjunto de dados para Linearidade.

QOO RARDMDMWOWWWNNNEER

METODO DOS MINIMOS QUADRADOS ORDINARIOS: ESTIMACAO

O Método dos Minimos Quadrados € uma eficiente estratégia de estimacao dos parametros da
regressao e sua aplicacdo nao € limitada apenas as relacdes lineares. Nesta secédo utilizamos o
Método dos Minimos Quadrados Ordinarios.

TESTE DO COEFICIENTE ANGULAR

Para avaliar a significancia do modelo utilizamos o teste F da ANOVA. Neste caso, testamos as
hipoteses:

HO: coeficiente angular igual a zero;

H1: coeficiente angular diferente de zero.

G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
pMg_mL 1 7693949433,45336  7693949433,45336 16221,028492 0
Residuos 13 6166152,946637 474319,457434

Tabela 2: Tabela da ANOVA
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Como P-valor (0) do teste F da ANOVA é menor que 0,05 (conforme especificado) rejeitamos a
hipétesenula (coeficiente angular zero) ao nivel de significancia de 5%.

Minimo 1Q Mediana Média 3Q Maximo
-1234  -599,5 58,64 0 400,4 1040
Tabela 3:  Andlise exploratoria (residuos).

As estimativas dos parametros (coeficientes de regressao) sao respectivamente:

Estimativa Desvio Padrao Estat.t P-valor
Intercepto  -355,731448 352,701403 -1,008591 0,331576

pg_mL 9491,428314 74,523352 127,361802 0
Tabela 4: Coeficientes

Limite Inferior Limite Superior
Intercepto  -1117,696505 406,233609
pg_mL 9330,430401 9652,426227
Tabela 5: Intervalo de confianga para os parametros

TESTE DO INTERCEPTO (COEFICIENTE LINEAR)

Para avaliarmos o intercepto (coeficiente linear) utilizamos a estatistica t de Student. Neste
caso,testamos as hipoéteses:

HO: intercepto (coeficiente linear) igual a zero;
H1: intercepto diferente de zero.

Como P-valor (0,3316) do teste t € maior que 0,05, ndo rejeitamos a hipétese nula (intercepto
igual azero) ao nivel de significancia de 5%.

IMPACTO DO COEFICIENTE LINEAR (INTERCEPTO)

ug mL  Area_mAU Ponto Impacto do Coeficiente Linear (%)
0,600395 5618 1 6,331994

0,601394 5295 1 6,718252
0,601394 5411 1 6,574227
2,401582 22910 2 1,552734
2,405578 21243 2 1,674582
2,405578 23517 2 1,512657
4,202768 38935 3 0,913655
4,209761 39167 3 0,908243
4,209761 39588 3 0,898584
6,003954 56997 4 0,624123
6,013944 57018 4 0,623893
6,013944 56044 4 0,634736
7,204745 68428 5 0,519862
7,216733 69162 5 0,514345
7,216733 67234 5 0,529095

Tabela 6:  Tabela Impacto do Coeficiente Linear (Intercepto)
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COEFICIENTE DE CORRELACAO DE PEARSON

O coeficiente de correlacdo de Pearson mede o grau de proporcionalidade entre a variavel
explicativa ea variavel resposta.

Desvio Padrao dos Residuos Grausde Liberdade R”"2  Coeficiente de Correlagcdo

688,708543 13 0,9992 0,9996

Tabela 7: Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste.

Como o coeficiente de correlacdo (0.9996) é maior que 0.990 (conforme especificado),
concluimos queexiste uma relacéo linear adequada.

ANALISE GRAFICA

DIAGRAMA DE DISPERSAO

O diagrama de dispersdo é um grafico que permite a visualizacdo de uma possivel associacéo

entrevariaveis quantitativas.

Valores Ajustados
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Figura 1: Diagrama de Disperséo
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DIAGNOSTICO DOSRESIDUOS DO MODELO.

Res. Padronizado vs Valores Ajustados QQ-plot
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Figura 2: Grafico da Analise dos Residuos.

Estatistica P-valor

Anderson-Darling 0,26236 0,650763
Tabela 8: Teste de Normalidade

HO: a distribuicdo dos residuos é Normal;
H1: a distribuicdo dos residuos nao é Normal.

Como P-valor (0,6508) do teste de Anderson-Darling € maior que 0,05, ndo rejeitamos a
hipétese denormalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%.

AVALIACAODA HOMOCEDASTICIDADE: TESTEDE BREUSCH PAGAN
Para avaliarmos a homocedasticidade da variancia realizamos o seguinte teste de
hipéteses:HO: Variancias dos niveis sado iguais;

H1: Pelo menos uma variancia diferente.

A seguir, apresentamos o teste de Teste de Breusch Pagan.
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Tabela 9:

Estatistica GL

P-valor

0,393019

1 0,530717

Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan.

Como P-valor (0,5307) do Teste de Breusch Pagan € maior que 0,05 (conforme proposto), ndo
rejeitamos a hipdtese de igualdade das variancias ao nivel de significancia de 5%. Logo, temos
um modelo homocedastico.

VALORES EXTREMOS NA RESPOSTA

Nesta secdo, vamos avaliar os valores extremos na resposta. Para isto, avaliamos os residuos
padronizados e os residuos studentizados.

RESIDUOS

Como critério, serd considerado valores extremos na resposta, as observacdes com residuos
padronizados e/ou studentizados maiores que 3.

N.Obs pg_mL Residuos Residuos Studentizados Residuos Padronizados
1 0,600395 275,121606 0,434933 0,449166
2 0,601394 -57,360274 -0,089999 -0,093642
3 0,601394 58,639726 0,092008 0,095731
4 2,401582 471,29208 0,707304 0,721303
5 2,405578 -1233,63544 -2,129003 -1,88789
6 2,405578 1040,36456 1,704877 1,592118
7 4,202768 -599,537446 -0,894179 -0,901154
8 4,209761 -433,910606 -0,637134 -0,65221
9 4,209761 -12,910606 -0,018645 -0,019406

10 6,003954 366,633028 0,548815 0,564188
11 6,013944 292,814229 0,436449 0,450707
12 6,013944 -681,185771 -1,052865 -1,048498
13 7,204745  400,413344 0,62706 0,642228
14 7,216733 1020,630785 1,766397 1,637879
15 7,216733 -907,369215 -1,529252 -1,45612

Tabela 10: Tabela de Resumo da Analise dos Residuos
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Residuos Padronizados

Res. Padronizado vs Valores Ajustados
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Figura 3: Andlise dos Residuos (Padronizados).
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Residuos Studentizados

Res. Studentizado vs Valores Ajustados
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Figura 4: Andlise dos Residuos (Studentizados).
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Residuos vs Modelo Ajustado
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Neste item podemos observar dos graficos Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res.

Studentizadovs Valores Ajustados que

PONTOS INFLUENTES

nao foi detectado valores extremos.

Um ponto é influente se sua exclusédo do ajuste da regresséo causa uma mudanca substancial
nos valores ajustados. A seguir, apresentamos trés tipos de pontos influentes, séo eles a distancia
de Cook, DFBETA e DFFITS. O DFBETA avalia a influéncia do ponto no coeficiente angular. O

DFFITS avalia a influéncia do ponto n

0 ajuste da curva. A distancia de Cook avalia ponto de

alavanca com residuo padronizado alto. Os critérios para andlise dos pontos influentes sdo dados

por:
Diagnostico Formula Valor
DFFITS 2*raiz ((p+1)/n) 0,73
DCOOK 4/n 0,266667
DFBETA 2/raiz(n) 0,52
Tabela 11: Critério
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Figura 5: Grafico da Analise dos Pontos Influentes (DFFIT).
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Figura 6: Grafico da Andlise dos Pontos Influentes (DCOOK).

Observacbes DFFITS Critério

14 083 +0.73
Tabela 12: Andlise dos Pontos Influentes (DFFIT).

Observac6es DCOOK  Critério

14 0,297117 0,266667
Tabela 13: Analise dos Pontos Influentes (DCOOK).
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Observacbes DFBETA Critério
14 0,661106 0,516398
15 -0,57235 0,516398

Tabela 14: Pontos Influentes (DFBETA).

TESTE DE INDEPENDENCIA

Neste item testamos a independéncia das observacgdes através do seguinte teste de

hipéteses:HO: Observacdes sao independentes;

H1: Observagdes nao sao independentes.

Estatistica P-valor
2,860126 0,129576

Tabela 15: Teste de Independéncia - Durbin-Watson
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Como P-valor (0,1296) do teste de Durbin-Watson € maior que 0,05. Logo,ndo rejeitamos a
hipétese deindependéncia das observacdes ao nivel de significancia de 5%.

RESUMO DO ESTUDO DE LINEARIDADE

Para finalizarmos, apresentamos uma tabela com o resumo do estudo.

Teste

Conclusao

Teste F da ANOVA
Teste do Intercepto

Coeficiente de Correlacdo de Pearson
Teste de Normalidade dos Residuos

Teste de Homocedasticidade
Valores extremos na resposta

Teste de independéncia das observacgtes

N&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Intercepto igual a zero
R =0.9996 que € maior que o proposto (0,99)

Nao rejeitamos a hipétese de normalidade dos residuos
N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
N&o detectamos pontos extremos
N&o detectado dependéncia das observagdes

Tabela 16:

Resumo das Conclusdes do estudo de Linearidade (Método dos Minimos Quadrados Ordinarios).
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o Linearidade Impureza G

A linearidade de um procedimento analitico € a sua capacidade de obter resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra.

CoLeTAa pE DaADOS

A seguir, apresentamos os dados coletados.

pg_mL  Area_mAU Ponto
0,59304 9308
0,598496 10244
0,594938 9791
2,37216 41755
2,393984 42298
2,379751 42242
4,15128 70698
4,189472 77416
4,164564 73539
5,9304 107457
5,98496 112162
5,949377 109193
7,11648 126352
7,181952 133083
7,139253 129046

Tabela 1:  Conjunto de dados para Linearidade.

CUORARMDNWWWNNNR R PR

METODO DOS MINIMOS QUADRADOS ORDINARIOS: ESTIMACAO

O Método dos Minimos Quadrados é uma eficiente estratégia de estimacéo dos parametros da
regressao e sua aplicacdo nao é limitada apenas as relacdes lineares. Nesta secédo utilizamos o
Método dos Minimos Quadrados Ordinarios.

TESTE DO COEFICIENTE ANGULAR

Para avaliar a significancia do modelo utilizamos o teste F da ANOVA. Neste caso, testamos as
hipoteses:
HO: coeficiente angular igual a zero;

H1: coeficiente angular diferente de zero.

G.L. Somade Quadrados Quadrado Médio Estat. F P-valor
Mg_mL 1 28454386167,3995 28454386167,3995 6798,28658 0
Residuos 13 54411801,533857 4185523,194912
Tabela 2: Tabela da ANOVA
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Como P-valor (0) do teste F da ANOVA é menor que 0,05 (conforme especificado) rejeitamos a
hipétesenula (coeficiente angular zero) ao nivel de significancia de 5%.

Minimo 1Q Mediana Média 3Q Maximo
-4152  -852,1 11,57 0 1216 3530
Tabela 3:  Andlise exploratoria (residuos).

As estimativas dos parametros (coeficientes de regressao) sao respectivamente:

Estimativa Desvio Padrao Estat.t P-valor
Intercepto -1629,217349 1047,702057 -1,555039 0,143937
Mg_mL 18423,120079 223,4413 82,451723 0

Tabela 4: Coeficientes.

Limite Inferior Limite Superior
Intercepto  -3892,640034 634,205336

Mg _mL 17940,404498 18905,835659
Tabela 5: Intervalo de confianca para os parametros

TESTE DO INTERCEPTO (COEFICIENTE LINEAR)

Para avaliarmos o intercepto (coeficiente linear) utilizamos a estatistica t de Student. Neste

caso,testamos as hipoteses:
HO: intercepto (coeficiente linear) igual a

zero;H1: intercepto diferente de zero.

Como P-valor (0,1439) do teste t € maior que 0,05, ndo rejeitamos a hipotese nula (intercepto

igual azero) ao nivel de significancia de 5%.

IMPACTO DO COEFICIENTE LINEAR (INTERCEPTO)

pg_mL  Area_mAU Ponto Impacto do Coeficiente Linear (%)

0,59304 9308 1 17,503409
0,598496 10244 1 15,904113
0,594938 9791 1 16,639948

2,37216 41755 2 3,90185
2,393984 42298 2 3,85176
2,379751 42242 2 3,856866

4,15128 70698 3 2,304474
4,189472 77416 3 2,104497
4,164564 73539 3 2,215447

5,9304 107457 4 1,516157

5,98496 112162 4 1,452557
5,949377 109193 4 1,492053

7,11648 126352 5 1,289427
7,181952 133083 5 1,224211
7,139253 129046 5 1,262509

Tabela 6:  Tabela Impacto do Coeficiente Linear (Intercepto)
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COEFICIENTE DE CORRELACAO DE PEARSON

O coeficiente de correlacdo de Pearson mede o grau de proporcionalidade entre a variavel
explicativa ea variavel resposta.

Desvio Padrdo dos Residuos Grausde Liberdade R”"2 Coeficiente de Correlagcéo

2045,855126 13 0,9981 0,999

Tabela 7: Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste.

Como o coeficiente de correlacdo (0.999) € maior que 0.990 (conforme especificado),
concluimos queexiste uma relacéo linear adequada.

ANALISE GRAFICA

DIAGRAMA DE DISPERSAO

O diagrama de dispersao € um grafico que permite a visualizacdo de uma possivel associacdo

entrevariaveis quantitativas.
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DIAGNOSTICO DOSRESIDUOS DO MODELO.

Res. Padronizado vs Valores Ajustados QQ-plot
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Figura 2: Grafico da Analise dos Residuos.

Estatistica P-valor

Anderson-Darling 0,315153 0,508556
Tabela 8: Teste de Normalidade

HO: a distribuicdo dos residuos é Normal;
H1: a distribuicdo dos residuos nao é Normal.

Como P-valor (0,5086) do teste de Anderson-Darling € maior que 0,05, ndo rejeitamos a
hipétese denormalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%.

AVALIACAO DA HOMOCEDASTICIDADE: TESTEDE BREUSCH PAGAN

Para avaliarmos a homocedasticidade da variancia realizamos o seguinte teste de
hipoteses:HO: Variancias dos niveis sao iguais;
H1: Pelo menos uma variancia diferente.

A seguir, apresentamos o teste de Teste de Breusch Pagan.
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Estatistica

GL P-valor

2,573513

1 0,108666

Tabela 9:  Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan

Como P-valor (0,1087) do Teste de Breusch Pagan € maior que 0,05 (conforme proposto), ndo
rejeitamos a hipdtese de igualdade das variancias ao nivel de significancia de 5%. Logo, temos
um modelo homocedastico.

VALORES EXTREMOS NA RESPOSTA

Nesta secdo, vamos avaliar os valores extremos na resposta. Para isto, avaliamos os residuos
padronizados e os residuos studentizados.

RESIDUOS

Como critério, serd considerado valores extremos na resposta, as observacdes com residuos
padronizados e/ou studentizados maiores que 3.

N.Obs upg mL Residuos Residuos Studentizados Residuos Padronizados
1 0,59304 11,570217 0,00611 0,006359
2 0,598496 847,054264 0,450959 0,465446
3 0,594938 459,608147 0,243284 0,252596
4 2,37216 -318,371177 -0,157783 -0,164055
5 2,393984 -177,434991 -0,087831 -0,091388
6 2,379751 28,78054 0,014246 0,014828
7 415128 -4152,312571 -2,483852 -2,100998
8 4,189472 1862,075754 0,937859 0,942234
9 4,164564 -1556,047067 -0,775167 -0,787347

10 5,9304 -170,253965 -0,084723 -0,088156
11 5,98496 3529,586499 2,040796 1,830144
12 5,949377 1216,125327 0,614744 0,630003
13 7,11648 -3126,548228 -1,833253 -1,686502
14 7,181952 2398,260329 1,336092 1,297485
15 7,139253 -852,093078 -0,445693 -0,460099

Tabela 10: Tabela de Resumo da Analise dos Residuos
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Residuos Padronizados

Res. Padronizado vs Valores Ajustados
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Figura 3: Anadlise dos Residuos (Padronizados).
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Res. Studentizado vs Valores Ajustados
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Figura 4: Andlise dos Residuos (Studentizados).
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Residuos vs Modelo Ajustado

o
3000 -
o
2000 - o
] o
10007 o
@ o
:g 0-— o B R R R T g ................... ;:} .........
2
@ 1000 - ©
o
-2000 -
-3000 - o
-4000 - o
| |
=t Ty
L] L]
+ +
Lib] @
[T} -
Modelo Ajustado

Neste item podemos observar dos graficos Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res.
Studentizadovs Valores Ajustados que nao foi detectado valores extremos.

PONTOS INFLUENTES

Um ponto é influente se sua excluséo do ajuste da regressdo causa uma mudanca substancial
nos valores ajustados. A seguir, apresentamos trés tipos de pontos influentes, séo eles a distancia
de Cook, DFBETA e DFFITS. O DFBETA avalia a influéncia do ponto no coeficiente angular. O
DFFITS avalia a influéncia do ponto no ajuste da curva. A distancia de Cook avalia ponto de

alavanca com residuo padronizado alto. Os critérios para analise dos pontos influentes sdo dados
por:

Diagnéstico Formula Valor
DFFITS 2 raiz ((pr1)/n) 0,73
DCOOK 4/n 0,266667
DFBETA 2/raiz(n) 0,52

Tabela 11: Critério
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Figura 5: Grafico da Analise dos Pontos Influentes (DFFIT).
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Figura 6: Grafico da Andlise dos Pontos Influentes (DCOOK).

Observacbes DFFITS Critério

13 -0.86 +0.73
Tabela 12: Andlise dos Pontos Influentes (DFFIT).

Observagc6es DCOOK  Critério

13 0,309812 0,266667
Tabela 13: Andlise dos Pontos Influentes (DCOOK).
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Observacbes  DFBETA Critério

13 -0,677706 0,516398
Tabela 14: Pontos Influentes (DFBETA).

TESTE DE INDEPENDENCIA

Neste item testamos a independéncia das observacdes através do seguinte teste de

hipoteses:HO: Observacdes sédo independentes;

H1: Observacfes ndo sao independentes.

Estatistica P-valor

2,715628 0,23509
Tabela 15: Teste de Independéncia - Durbin-Watson
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Como P-valor (0,2351) do teste de Durbin-Watson é maior que 0,05. Logo,ndo rejeitamos a
hipétese deindependéncia das observacdes ao nivel de significancia de 5%.

RESUMO DO ESTUDO DE LINEARIDADE

Para finalizarmos, apresentamos uma tabela com o resumo do estudo.

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto igual a zero
Coeficiente de Correlacdo de Pearson R =0.999 que é maior que o proposto (0,99)
Teste de Normalidade dos Residuos N&o rejeitamos a hipétese de normalidade dos residuos
Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta N&o detectamos pontos extremos
Teste de independéncia das observacgdes N&o detectado dependéncia das observacdes

Tabela 16: Resumo das Conclusdes do estudo de Linearidade (Método dos Minimos Quadrados Ordinarios).
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o Linearidade Impureza A

A linearidade de um procedimento analitico € a sua capacidade de obter resultados que sejam

diretamente proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra.

COLETA DE DADOS

A seguir, apresentamos os dados coletados.

ng_mL

Area_mAU Ponto

0,60732
0,6234
0,61296
2,42928
2,4936
2,45184
4,25124
4,3638
4,29072
6,0732
6,234
6,1296
7,28784
7,4808
7,35552

6465

6439

6370
24457
25382
24893
43367
44780
43780
62842
64422
62853
74600
76824
74631

1

QOO AR PROWWWNNDNEPRE

Tabela 1:  Conjunto de dados para Linearidade.

METODO DOS MINIMOS QUADRADOS ORDINARIOS: ESTIMACAO

O Método dos Minimos Quadrados € uma eficiente estratégia de estimacao dos parametros da
regressao e sua aplicacdo nao é limitada apenas as relacdes lineares. Nesta secéo utilizamos o
Método dos Minimos Quadrados Ordinarios.

TESTE DO COEFICIENTE ANGULAR

Para avaliar a significancia do modelo utilizamos o teste F da ANOVA. Neste caso, testamos as

hipbteses:

HO: coeficiente angular igual a zero;

H1: coeficiente angular diferente de zero.
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G.L. Soma de Quadrados Quadrado Médio Estat. F

P-valor

Mg_mL 1 9386949823,32256  9386949823,32256 73300,627373
Residuos 13 1664792,677441 128060,975188

0

Tabela 2: Tabela da ANOVA

Como P-valor (0) do teste F da ANOVA é menor que 0,05 (conforme especificado) rejeitamos a

hipétesenula (coeficiente angular zero) ao nivel de significancia de 5%.

Minimo 1Q Mediana Média 3Q Maximo
-739 -180,5 50,13 0 169,7 617,3
Tabela 3:  Andlise exploratoria (residuos)

As estimativas dos parametros (coeficientes de regressao) sao respectivamente:

Estimativa Desvio Padréao Estat.t P-valor
Intercepto -32,765053 183,233838 -0,178816 0,860839
pug_mL 10251,180436 37,863437 270,740886 0

Tabela 4: Coeficientes

Limite Inferior Limite Superior
Intercepto  -428,617693 363,087587

Mg _mL 10169,381454 10332,979419
Tabela 5: Intervalo de confianca para os parametros

TESTE DO INTERCEPTO (COEFICIENTE LINEAR)

Para avaliarmos o intercepto (coeficiente linear) utilizamos a estatistica t de Student. Neste

caso,testamos as hipéteses:

HO: intercepto (coeficiente linear) igual a

zero;H1: intercepto diferente de zero.

Como P-valor (0,8608) do teste t € maior que 0,05, néo rejeitamos a hipbtese nula (intercepto

igual azero) ao nivel de significancia de 5%.

IMPACTO DO COEFICIENTE LINEAR (INTERCEPTO)

pg_mL  Area_mAU Ponto Impacto do Coeficiente Linear (%)

0,60732 6465 1 0,506807
0,6234 6439 1 0,508853
0,61296 6370 1 0,514365
2,42928 24457 2 0,13397

2,4936 25382 2 0,129088
2,45184 24893 2 0,131624
4,25124 43367 3 0,075553
4,3638 44780 3 0,073169
4,29072 43780 3 0,07484
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6,0732 62842 4 0,052139

6,234 64422 4 0,05086

6,1296 62853 4 0,05213
7,28784 74600 5 0,043921
7,4808 76824 5 0,04265
7,35552 74631 5 0,043903

Tabela 6: Tabela Impacto do Coeficiente Linear (Intercepto)
COEFICIENTE DE CORRELACAO DE PEARSON

O coeficiente de correlagdo de Pearson mede o grau de proporcionalidade entre a variavel
explicativa ea variavel resposta.

Desvio Padrédo dos Residuos Grausde Liberdade R”"2 Coeficiente de Correlagédo

357,856082 13 0,9998 0,9999

Tabela 7: Medida Descritiva da Qualidade do Ajuste

Como o coeficiente de correlacdo (0.9999) € maior que 0.990 (conforme especificado),
concluimos queexiste uma relacao linear adequada.

ANALISE GRAFICA

DIAGRAMA DE DISPERSAO

O diagrama de dispersao € um grafico que permite a visualizacdo de uma possivel associacdo

entrevariaveis quantitativas.

163



Valores Ajustados

80000

60000

|4DDDD—

Area mAU

20000

I I I I I
-— o ] =+ L

Hg_mL

Figura 1: Diagrama de Disperséo
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DIAGNOSTICO DOSRESIDUOS DO MODELO.

Res. Padronizado vs Valores Ajustados QQ-plot
3 —s = = = ®E =S =S B = ® ® ® E = E S S S S 8 8 8= 8= @S ®= @S ®=®
S w7 °
e L e G R .
3 1 % 400 P AEE
s'1l@ - .-’
= o] w
E 0- Q@ ............... LS Q o é - 50 o ——-
® & o ‘G 0 - wt " -
g -1 ] < - .0‘6 5 -
= o ‘O. -
8 I R T T e B R B R B {.} . 400 - . * -O' - -
o - .t -~
I T T e I ”
T T T » -
o o o o
§ § § § -800 T T T T T
~ = © @© 2 -1 0 1 2
Valor Ajustado Quantis da Normal
Residuos X Valores Ajustados Residuos X Ordem de Coleta
% 600 - 0
400 - 400 -
) 2004
3 8 @ ° ° b R e :'o —
4 0~ —"""""~---m T mm s m S P 8 01—~ —-5-----oSmmmmm T T T
o o @ ° e 0" o :
r <] r -200 @
400 - o 400 - &
-600
800 . . . - 800 . . : >
20000 40000 60000 80000 4 8 12
Valores Ajustados Ordem de Coleta

Figura 2: Grafico da Analise dos Residuos.

Estatistica P-valor

Anderson-Darling  0,281059 0,588554
Tabela 8: Teste de Normalidade

HO: a distribuicdo dos residuos é Normal;
H1: a distribuicdo dos residuos ndo € Normal.

Como P-valor (0,5886) do teste de Anderson-Darling € maior que 0,05, ndo rejeitamos a
hipétese denormalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%.

AVALIACAODA HOMOCEDASTICIDADE: TESTEDE BREUSCH PAGAN

Para avaliarmos a homocedasticidade da variancia realizamos o seguinte teste de
hipéteses:HO: Variancias dos niveis sado iguais;
H1: Pelo menos uma variancia diferente.

A seguir, apresentamos o teste de Teste de Breusch Pagan.
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Estatistica GL

P-valor

2,591023

1 0,107471

Tabela 9:

Teste de Homocedasticidade - Breusch Pagan

Como P-valor (0,1075) do Teste de Breusch Pagan € maior que 0,05 (conforme proposto), ndo
rejeitamos a hipotese de igualdade das variancias ao nivel de significancia de 5%. Logo, temos
um modelo homocedastico.

VALORES EXTREMOS NA RESPOSTA

Nesta secdo, vamos avaliar os valores extremos na resposta. Para isto, avaliamos os residuos
padronizados e os residuos studentizados.

RESIDUOS

Como critério, serd considerado valores extremos na resposta, as observacfes com residuos
padronizados e/ou studentizados maiores que 3.

N.Obs pg_mL Residuos Residuos Studentizados Residuos Padronizados
1 0,60732 272,01815 0,845508 0,854935
2 0,6234 81,179169 0,245547 0,254934
3 0,61296 119,201493 0,3618 0,374536
4 2,42928 -413,222557 -1,243093 -1,217815
5 2,4936 -147,578483 -0,420356 -0,434334
6 2,45184 -208,489188 -0,598799 -0,614142
7 4,25124 -180,463265 -0,506868 -0,522006
8 4,3638 78,663865 0,21909 0,227582
9 4,29072 -172,179869 -0,48316 -0,498067
10 6,0732 617,296027 2,033432 1,825236
11 6,234 548,906213 1,755057 1,629517
12 6,1296 50,12945 0,142724 0,148426
13 7,28784 -76,197778 -0,225689 -0,234407
14 7,4808 169,734445 0,511417 0,526592
15 7,35552 -738,99767 -2,827637 -2,279969

Tabela 10: Tabela de Resumo da Analise dos Residuos
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Residuos Padronizados

Res. Padronizado vs Valores Ajustados
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Figura 3: Andlise dos Residuos (Padronizados).
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Res. Studentizado vs Valores Ajustados
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Figura 4: Andlise dos Residuos (Studentizados).
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Residuos vs Modelo Ajustado
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Neste item podemos observar dos graficos Res. Padronizado vs Valores Ajustados Res.
Studentizadovs Valores Ajustados que nao foi detectado valores extremos.

PONTOS INFLUENTES

Um ponto é influente se sua exclusédo do ajuste da regressdo causa uma mudanca substancial
nos valores ajustados. A seguir, apresentamos trés tipos de pontos influentes, séo eles a distancia
de Cook, DFBETA e DFFITS. O DFBETA avalia a influéncia do ponto no coeficiente angular. O
DFFITS avalia a influéncia do ponto no ajuste da curva. A distancia de Cook avalia ponto de
alavanca com residuo padronizado alto. Os critérios para andlise dos pontos influentes sdo dados
por:

Diagnéstico Formula Valor
DFFITS 2 raiz (p*1)/n) 0,73
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DFFITS

DCOOK 4/n 0,266667

DFBETA 2/raiz(n) 0,52
Tabela 11: Critério
DFFITS
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Figura 5: Gréafico da Andlise dos Pontos Influentes (DFFIT).
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Figura 6: Grafico da Analise dos Pontos Influentes (DCOOK).

Observacbes DFFITS Critério

15 -132 +0.73
Tabela 12: Analise dos Pontos Influentes (DFFIT).

Observagcbes DCOOK  Critério

15 0,569098 0,266667
Tabela 13: Analise dos Pontos Influentes (DCOOK).

171



R R T P PR
® e
o
o
o © o
0,0 - o © o
%) © ©
< &
|_
L
L e
=)
05—
10- 15
o
| | |
<t oo ™
Observacdes

Observacbes  DFBETA Critério

15 -1,049252 0,516398
Tabela 14: Pontos Influentes (DFBETA).

TESTE DE INDEPENDENCIA

Neste item testamos a independéncia das observacdes através do seguinte teste de
hipoteses:HO: Observacdes sédo independentes;

H1: Observacfes ndo sao independentes.

Estatistica P-valor

1,384818 0,113387
Tabela 15: Teste de Independéncia - Durbin-Watson
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Residuos X Ordem de Coleta
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Como P-valor (0,1134) do teste de Durbin-Watson € maior que 0,05. Logo,néo rejeitamos
a hipétese deindependéncia das observacdes ao nivel de significancia de 5%.

REesumo po Estupo pe LINEARIDADE

Para finalizarmos, apresentamos uma tabela com o resumo do estudo.

Teste

Concluséao

Teste F da ANOVA
Teste do Intercepto
Coeficiente de Correlacdo de Pearson
Teste de Normalidade dos Residuos
Teste de Homocedasticidade
Valores extremos ha resposta
Teste de independéncia das observacdes

N&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Intercepto igual a zero
R =0.9999 que é maior que o proposto (0,99)

N&o rejeitamos a hipotese de normalidade dos residuos
N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
N&o detectamos pontos extremos
N&o detectado dependéncia das observacdes

Tabela 16: Resumo das Conclus6es do estudo de Linearidade (Método dos Minimos Quadrados

Ordinéarios).
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