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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE IMPUREZAS ORGANICAS DE DIPIRONA SODICA
MONOIDRATADA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE
(HPLC)

Patricia Vieira Machado
RESUMO

A dipirona é um analgésico, antipirético, espasmolitico e antiinflamatdrio de amplo
uso, banido por agéncias reguladoras de referéncia devido ao risco de agranulocitose e
outras discrasias sanglineas. Para assegurar o uso de um medicamento é necessario
controle de qualidade e estabilidade das amostras, assim como, o controle de possiveis
produtos de sintese ou degradac¢do. Dessa forma, foi desenvolvido e validado um método
analitico capaz de separar e quantificar as impurezas organicas de Dipirona. O objetivo do
trabalho foi avaliar o comportamento da Dipirona frente a condicbes de degradacdo em
(hidrélise acida, basica, oxidativa, ions metalicos, temperatura, umidade e fotolise), a fim
de avaliar o decaimento do ativo e a separacdo das possiveis impurezas formadas, seja
por degradacdo ou impurezas ja presentes na amostra. Para isto foi desenvolvido e
validado um método capaz de fazer essa avaliacdo com sensibilidade, precisédo e exatidao.
A linearidade foi determinada nas concentracdes de 2,55 pg.mL* a 51 pg.mL? para a
impureza C e Dipirona e 2,55 pg.mL*a 15,3 ug.mL! para a impureza E. A validacéo foi
realizadas em modo gradiente constituida de tampao fosfato de s6dio monobasico, pH 7,0
e metanol, utilizando coluna C18 de fase reversa 150 x 4,6 mm (5 ym) com deteccao a 254
nm. O método analitico obteve tempos de retencao das impurezas de aproximadamente 12
minutos para a impureza A, 16,9 minutos para a impureza E, 20 minutos para a Dipirona,
22,3 minutos para a impureza B, 25,6 minutos para a impureza C e 27,7 minutos para a
impureza D, demonstrando resolugdo maior que 1,5 e O6tima separacdo. Também
apresentou sensibilidade para analitos em baixa concentracdo no limite de detecgéo e
quantifiacdo a 2,55 pg.mL?, exatiddo, precisdo e robustez para as impurezas organicas

testadas.

Palavras-chave: Impurezas organicas, produtos de degradacdo, estabilidade da amostra,

dipirona sddica monoidratada, validacdo de método analitico.



DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METQDO PARA QUANTIFICACAO DE
IMPUREZAS ORGANICAS DE DIPIRONA SODICA MONOIDRATADA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

ABSTRACT

Dipyrone is an analgesic, antipyretic, spasmolytic and broad antiinflammatory use in Latin
America, banned by regulatory agencies of reference due to the risk of agranulocytosis and
other blood dyscrasias. To ensure the use of a drug is necessary to control the quality and
stability of samples and their organic impurities. Thus, an analytical method capable of
separating and quantifying the organic impurities of Dipirone was developed and validated.
The objective of this work was to evaluate the behavior of Dipirone against decomposition
conditions (acid, basic, oxidative hydrolysis, metal ions, temperature, humidity and
photolysis), in order to evaluate the decomposition of the active and the separation of
possible organic impurities, either. degradation or impurities already present in the sample.
For this a method was developed and validated to make this evaluation with sensitivity,
precision and accuracy. Linearity was determined at concentrations of 2.55 ug.mL* to 51
ug.mLt for impurity C and Dipyrone and 2.55 pg.mL? at 15.3 pg.mL? for impurity E.
Validation was performed in gradient mode consisting of monobasic sodium phosphate
buffer, pH 7.0 and methanol, using 150 x 4.6 mm (5 um) reverse phase C18 column with
detection at 254 nm. The analytical method obtained impurity retention times of
approximately 12 minutes for impurity A, 16.9 minutes for impurity E, 20 minutes for
Dipyrone, 22.3 minutes for impurity B, 25.6 minutes for impurity C and 27.7 minutes for
impurity D, showing a resolution greater than 1.5 and optimum separation. It also presents
sensitivity for analytes at low concentration, not limit of detection and quantification at 2.55

ug.mL1, accuracy, precision and robustness for the organic impurities tested.

Keyword: Organic impurities, Degradation products, sample stability, dipyrone
monohydrate, Analytical method validation
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1. INTRODUCAO

Criada pela lei n® 9,782 de 26 de janeiro de 1999, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) tem por finalidade promover a saude da populacdo por intermédio do
controle sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e servicos submetidos a
vigilancia sanitaria, inclusive dos ambiente, dos processos, dos insumos e das tecnologias
a eles relacionados®. Este controle deve ser feito para que garanta, principalmente, a
eficacia e a seguranca de produtos para a saude humana.

Um dos maiores focos de fiscalizacdo da ANVISA sdo os medicamentos, que para
serem comercializados, devem desenvolver e empregar boas praticas de controle de
qualidade? 3 4. Para que um medicamento tenha qualidade ele precisa ser eficaz e seguro
tendo um processo de producao de acordo com as exigéncias do 6rgao regulatério. Aliado
a isto, devem ser adotadas controles de todas as substancias que irdo compor o
medicamento (seja o ativo farmacéutico, sejam os excipientes), a fim de se prever a maior
pureza possivel. Também é importante reconhecer que todos estes compostos contém
impurezas®®78, o que pode interferir nas propriedade toxicolégicas do medicamento.

As impurezas sao resultantes de inimeras fontes, como por exemplo, das matérias-
primas, dos reagentes de sintese, como materiais de partida e ainda da degradacao do
produto, que pode originar compostos indesejaveis durante o proprio processo de
fabricacdo, transporte ou ainda durante o armazenamento dos medicamentos. Entender a
origem, controlar e quantificar as impurezas € importante e critico para a producao de
farmas e medicamentos com alta qualidade®.

Em 2015, a ANVISA publicou a RDC n° 53, que estabelece parametros para a
notificacéo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos com
substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos, genéricos ou
similares, e da providéncias®. Esta resolucdo exige que as industrias farmacéuticas
realizem o monitoramento dos produtos de degradacdo dos medicamentos, para conhecé-
los, de forma a garantir que tenham toxicidade dentro das especificacbes ou que néo
tenham perda da eficiéncia terapéutica.

Esta nova resolucédo também traz providéncias quanto aos estudos que devem ser
realizados para que se conheca de fato o comportamento do ativo farmacéutico no
medicamento. Estes testes sdo conhecidos como testes de estresse ou ainda ensaios de
degradacéo forcada. Tais testes sdo usados para avaliar a formacédo dos produtos de
degradacédo e séo objetos de estudo o medicamento, o farmaco isolado e o placebo. Estes

ensaios ajudam a entender melhor a cinética de formacéao dos produtos de degradacéo,




além de ajudar a prever quais sdo 0s mais provaveis produtos de degradacdo que podem
ser relatimente encontrados no medicamento que esta disponivel para a populacdo e
também, auxiliam no desenvolvimento de métodos analiticos especificos, chamados
métodos indicativos de estabilidade®.

O objetivo inicial deste teste é gerar produtos de degradagdo em quantidade suficiente
para poder se desenvolver e validar o método indicativo de estabilidade. Depois de
desenvolvido e validado, este método devera ser destinado a avaliar as amostras de
medicamentos provenientes dos estudos de estabilidade, o qual tem como objetivo geral
prever, determinar e acompanhar o prazo de validade do produto farmacéutico.

O desenvolvimento de um novo método analitico ou a adaptacéo ou aplicacédo de um
meétodo conhecido envolve um processo de avaliacdo que ateste a sua eficiéncia em usos
em rotina, denominado validagdo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
considera que “a validagao deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados?.

As agéncias reguladoras (ANVISA, AOAC, ICH) oferecem guias para que oS
laboratérios farmacéuticos possam utilizar para a validacdo de métodos analiticos, sendo
que estes guias usualmente determinam procedimentos analiticos e especificacbes a
serem seguidos! 269,

Na validacdo de métodos cromatograficos, os parametros analiticos normalmente
determinados sao: seletividade; linearidade; precisao; exatidao; faixa linear; robustez; limite
de deteccdo e limite de quantificagédo?.

Neste trabalho é apresentado o desenvolvimento e validacdo de um método analitico
para a deteccdo, identificacdo e quantificacdo de impurezas organicas de Dipirona sodica
monoidratada utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
atendendo as especificacdes das agéncias regulamentadoras.
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2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um método analitico para
impurezas organicas de Dipirona sodica monoidratada através da técnica de cromatografia

liguida de alta performance (HPLC).

2.1  Objetivos especificos

a. Avaliacado da estabilidade da molécula frente a solventes;

b. Avaliacdo da susceptibilidade dos grupos funcionais da molécula do insumo
farmacéutico ativo (IFA) a degradacéo;

c. Desenvolver um método seletivo e especifico as impurezas orgéanicas e
produtos de degradacéo da dipirona sédica monoidratada;

d. Validacdo do método proposto.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Analgeésicos, antiespamaodicos e antiinflamatorios

A dor e a febre, associadas ou ndo a processos inflamatérios, sdo sintomas que
afetam todos os individuos, sendo usual a varias doencas e tém preocupado a
humanidade ha muitos séculos'®!l, Medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINES) séo populares e amplamente utilizados por causa de sua reconhecida eficacia e
excelente perfil de seguranca em uma ampla gama de condicfes, os mais utilizados séo:
acido acetilsalicilico, paracetamol, ibuprofeno e dipirona!?. Existem evidéncias
substanciais decorrentes de estudos experimentais e clinicos para multiplos efeitos na
funcédo renal®®. Anti-inflamatérios ndo esteroides sdo Uteis no controle da dor no poés-
operatorio pois devido a intervencao cirurgica pode causar dor ou inflamacao. A maioria
desses medicamentos demostram uma faixa de acdes analgésicas, anti-inflamatorias,
antiplaquetarias e antipiréticas4.

Analgésicos sdo todos os medicamentos que podem reduzir ou aliviar a dor. Esses
medicamentos séo divididos em duas categorias: analgésicos opioides (relacionados a
morfina) e analgésicos nao opidides (consistindo em medicamentos que podem resistir &
dor e/ou febre, mas ndo na capacidade de combater a inflamacé&o e anti-inflamatorios néo-
esteréides)*1.

Os AINES utilizados como antipiréticos ou antitérmicos sao farmacos que eliminam
ou aliviam os estados febris. O efeito € rapido, porém melhoram o conforto de pacientes
no poés-operatériot4. A temperatura corporal é elevada por estimulos endégenos ou
exbégenos controlada pelo sistema nervoso central é controlada por um mecanismo
regulador situado no hipotalamo, que controla a producéo e a perda de calor'!. Constatou-
se gue a dipirona estava em 88,3% das prescricbes como antipirético em casos de
temperatura igual ou superior a 38°C em criancas hospitalizadas, sendo portanto o mais
indicado'*

E de grande importancia estudos relacionados a medicamentos analgésicos devido
a automedicacéo para tratamento da dor e € um fenémeno relatado em todo o mundo,
principalmente com a classe dos AINESs, sendo a dor o principal sintoma apresentado por
diferentes condi¢cdes de saude, bem como o principal motivo que leva os individuos a

procura a estes farmacos por ser de venda livre?6,
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3.2 Dipirona Sodica

O acido 1-fenil-2,3-dimetil-5-pirazolona-4-metilaminometanossulfénico, mais
conhecido como dipirona, analgina, noramidopirona ou metamizol*>'’, é um dos
derivados do pirazol hidrosollvel introduzido para uso clinico na Alemanha em 19223418,
17 cuja acéo terapéutica na dor e na febre foi comprovada em varios estudos®® e é um
medicamento amplamente utilizado pela populacdo brasileira na introducdo de varias
apresentacdes como, (solucdes orais, injecbes, comprimidos e supositérios?0:11.21),
vendidos principalmente como medicamentos de venda livre (MIP)%22 23

Na *

Figura 1- Estrutura quimica de dipirona sédica
Fonte: pubchem, 2019

Este farmaco é encontrado principalmente como um po cristalino, quase branco e
inodoro. E solivel em &gua e em metanol, pouco solivel em etanol e praticamente
insoltvel em éter etilico, acetona, benzeno e cloroférmio??24.25.11,

As pirazolonas sdo amplamente utilizados como analgésicos e antipiréticos, mas sao
amplamente declarados fracos agentes anti-inflamatérios?® e tém sido removido por causa
do risco percebido de discrasias sanguineas!®?3, E indicada para patologias como dores
agudas e cronicas como a enxaqueca?’, célica renal?®, pés-operatérias®® e de outras
origens'’. Também é indicada para o combate a febres*?* a qual apresentou efeito mais
duradouro entre 3 e 6 horas que lbuprofeno e Paracetamol de até 3 horas?®.

E rapidamente absorvida pelas diferentes vias de administracdo!” 3 e hidrolisada pelo
suco gastrico no metabdlito ativo 4-N-metilaminoantipirina?’, que é prontamente absorvido
pelo organismo. O mecanismo de agdo consiste na inibigdo da sintese de
prostaglandinas®!, prostaciclinas e tromboxanos, e pela inibicdo reversivel e irreversivel da

enzima ciclooxigenase em suas isoformas conhecidas 1 e 21711,
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Alguns autores ndo recomendam o uso de dipirona, sendo este farmaco proibido em
paises como Australia, Canada, Dinamarca, Estados Unidos da América — EUA®, Noruega,
Reino Unido, Suécia, entre outros3?20, |sto é devido ao suposto efeito depressor da medula
6sseal?, o que poderia levar a uma anemia aplastica e, principalmente, agranulocitose?®. A
agranulocitose se define por uma queda acentuada do numero de granuldcitos no sangue,
podendo apresentar febre, calafrios, dor de cabeca, Ulcera na garganta, no trato
gastrointestinal e outras mucosas?!®. Agranulocitose é rara, com taxa de fatalidade em torno
de 6-10%, o que motivou a retirada de dipirona de alguns paises?®.

Segundo o Estudo Internacional de Agranulocitose e Anemia Aplastica (Estudo de
Boston), publicado em 1986, ndo ha associacdo com anemia aplastica?33, quanto ao risco
de agranulocitose um estudo realizado por Huguley em 1964 apontou 0,79%, ou seja, 1
caso em cada 127 exposicdes®34. A ANVISA por meio da resolucéo n°. 1.260, de 15 de
agosto de 2001, conduziu um estudo, aprofundou e discutiu dados da literatura, onde
demonstrou um estudo de Boston, por sua perfeicdo metodoldgica e pelo seu vultoso
tamanho, veio a encerrar as especulacdes sem base cientifica aceitavel. Sob o comando
de Sir Richard Doll, de Oxford, o estudo envolveu mais de 40 pesquisadores, entre eles 0s
famosos David Kaufman e Samuel Shapiro e, nada menos que 300 hospitais e 22,2 milhdes
de pessoas, em 7 paises: Alemanha, Italia, Hungria, Espanha, Israel, Bulgéria, Suécia por
um periodo de 4 anos, atingindo um total de 80 milhées de anos humanos®.

As conclusdes desse estudo foram que a agranulocitose e a anemia aplastica podem
ser causadas uma variedade de medicamentos, bem como agentes quimicos e pesticidas;
a incidéncia global de agranulocitose é de 6 por milhdes de habitante e ocorre muito
raramente em criangcas aumentando com a faixa etaria; O excesso de risco de
agranulocitose atribuido a dipirona é de 1,1 caso por milhdo de pessoas expostas?!, que
tenham tomado o farmaco durante o periodo de 7 dias antes dos sintomas da doenga3.
Segundo Ibafiez et al., esse risco aumenta com a duracdo do tratamento com a droga e
desaparece apds dez dias da Gltima dose administrada3®.

Considerando-se que no Brasil e paises na América do Sul, Africa do Sul, Oriente Médio
e alguns paises europeus, ao contrario do que ocorre em 33 outros paises mais
desenvolvidos, associacdes a base de dipirona sdo utilizados sem indiscriminalmente?,
Segundo DIOGO 2003, em 2001, um dos analgésicos mais comercializados, 31,8% eram
a base de dipirona; 29,7% paracetamol; 27,1% éacido acetilsalicilico'’; 1% ibuprofeno. No
Brasil, sdo comercializados 125 produtos a base de dipirona, 71 deles estdo associados a
outras substancias, e mais de 80% das vendas ocorrem sem receita médica?®.

Atualmente, faz parte da lista de medicamentos do programa Farmacia Popular do

Ministério da Saude e é a droga mais freqientemente usada emunidades de salude publica
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é a dipirona intravenosa'® ?’. Por ser utilizado para a producédo de MIPs de baixo custo??,
sua procura pela populacéo para tratamento de febres e neuralgias, a experiéncia clinica &
unanime em sugerir que a dipirona é o melhor antipirético que existe no mercado34.

Desse modo, a dipirona tem incontestavel eficicia, apresenta-se igual ou maior que
ativos como paracetamol e aspirina, embora seu teto analgésico seja maior?®, mesmo com
os dados levantados o insumo ativo precisa ser balanceada com as reacdes adversas que
acarreta?®, apesar de alguns estudos demonstrarem que a utilizagéo da dipirona apresenta
um bom risco-beneficio??3211, se a qualidade do medicamento produzido com este
medicamento for insuficiente, é inatil. A qualidade ndo é apenas entendida como a
conformidade do laboratério com certas regulamentacdes, mas deve garantir que 0s
consumidores possam comprar esses medicamentos eficazes com caracteristicas de
reacdo adversa bem conhecidas36:12,

Qualquer medicamento deve, no momento do uso, ter sua acdo farmacoldgica
preservada, e a toxicidade da formulacdo deve se manter em niveis aceitaveis,
considerando a implantacdo de normas sanitarias, que garantam a qualidade dos produtos

medicamentosos disponiveis no mercado??3224,

3.3 Desenvolvimento de métodos

O desenvolvimento do método envolve a avaliacdo e otimizacdo dos varias etapas de
preparacdo da amostra, estabilidade da molécula, separacdo cromatogréafica, deteccéo e
quantificacéo®’.

Durante o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade, alguns fatores
importantes devem ser considerados, como: a amostra, a técnica de separacdo e o
detector. A amostra usada para o desenvolvimento do método deve ser representativa, ou
seja, deve conter a maior quantidade de produtos de degradacdo e impurezas possiveis
para a avaliacdo da seletividade®"38, também deve investigar a estabilidade dos analitos
antes da validacdo do método, por exemplo, durante a extracdo, diluentes utilizados®,
limpeza. Cada passo deste estudo de estabilidade deve ser realizado em réplica® e sera
utilizado para avaliar as amostras provindas dos estudos de estabilidade.

A reducdo da estabilidade de um ativo quimico geralmente promove a perda da
poténcia, alterando a concentracdo de principio ativo presente no medicamento e desta
forma reduzindo a dose terapéutica destinada ao paciente, além de que o produto de
degradacéo pode ser toxico. Esse processo depende, ndo somente do principio ativo, mas

também da mistura de excipiente de veiculos utilizados na producédo do medicamento!!.
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Fatores intrinsecos e extrinsecos alteram a estabilidade de insumos e produtos
farmacéuticos. Os fatores extrinsecos, geralmente, causam as degradacoes fisicas, que
sao aquelas relacionadas as condi¢cdes externas ou ambientais como a luz, ar e umidade,
no entanto pode alterar também as caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco®. J& os
fatores intrinsecos, séo aqueles relacionados aos componentes do farmaco, que podem
causar a degradacdo quimica, como a hidrélise?’, oxidagdo, isomerizacéo, polimerizacédo e
reacoes fotoquimicas*

Como é dificil selecionar uma Unica amostra com essas caracteristicas, varias
amostras diferentes podem ser usadas para o desenvolvimento, o que ajudara a desafiar a
especificidade do método®’. O método deve ser capaz de detectar até concentracdes
baixas de impurezas e produtos de degradacédo?338, é desejavel que tenha capacidade de
separar adequadamente todas as substancias presentes na amostras, se possivel,
identifica-las estruturalmente33.

Principais técnicas atuais para analise de impurezas e/ou produtos de degradacéo é
a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com detecc¢ao por UV-Visivel (detector
por arranjo de diodos — DAD)?137:38, O detector DAD é o mais utilizado para este tipo de
analise, pois, além de ser um equipamento relativamente barato, ele é capaz de analisar a
amostas injetadas em uma ampla faixa de comprimento de onda (200-800 nm) e por iSso
também gera informacdes importantes como a pureza de pico, a qual eleva a seletividade
da deteccao reduzindo a interferéncia por coeluicao, e também o espectro de absorcéo das
substancias34:,

Observando a semelhanca entre os produtos de degradacao, impurezas organicas e
o farmaco, o melhor detector, capaz de diferenciar os compostos através do peso molecular
além de fornecer informacdes mais especificas sobre as estruturas das moléculas em

andlise, é o espectrometro de massas (MS)3,

3.4 Impurezas Organicas

Para trazer novos medicamentos ao mercado, a industria precisa estudar as
impurezas contidas nos medicamentos e os produtos de degradacdo que podem ser
formados durante a producéo, transporte e armazenamento de novos produtos3®42,

A industria que fabrica 0 medicamento de referéncia utiliza novos ativos quimicos para
realizar estudos de degradacdo e distribuicdo de impurezas no inicio do teste, o que permiti
entender melhor todas as substancias interferentes na sintese de ativos e, assim, ajudar a
otimizar o processo de producao reduzindo assim as impurezas e produtos de degradacao

do insumo ativo®642,
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Segundo os guias do ICH, as impurezas pode ser classificadas em diferentes
categorias: impurezas organicas, impurezas inorganicas e solventes residuais®#?. As
impurezas organicas podem ser obtidas durante a producdo e/ou armazenamento de
medicamentos e podem ser conhecidas ou desconhecidas, volateis ou ndo volateis e
incluem: matérias-primas, subprodutos, intermediarios, produtos de degradacao,
reagentes, adesivos ou catalisadorg3’.

Com o intuito de monitorar a presenca das diversas impurezas que podem ser
encontradas nos farmacos ou no préprio medicamento, os guias do ICH® para controle de
impurezas, assim como os guias do Food and Drug Administration (FDA)*® e mais
recentemente os da ANVISA, especificam limites aceitaveis para impurezas, 0s quais estdo

indicados na Tabela 1.

Tabela 1 — Limites especificados para impurezas em farmacos

Dose maxima  Limite de Limite de identificacdo  Limite de quantificacdo

diaria notificacéo
0,10% ou 1,0mg por 0,15% ou 1,0mg por
< 2g/dia 0,05% ingestédo diaria (o0 que for  ingestao diaria (o que for
mais baixo) mais baixo)
> 2g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

Fonte: Guia Q3A (R2) ICH — Impurities in new drug substances®

Devido ao controle da qualidade das matérias-primas utilizadas na producao
farmacéutica, as restricdbes as impurezas nos ativos farmacéuticos sdo muito rigorosas,

portanto, nenhuma impureza sera adicionada ao produto final?.

3.5 Identificacdo de impurezas e produtos de degradacao

De acordo com os guias do ICH para impurezas em ativos e em medicamentos, 0
menor limite especificado para impurezas deve ser empregado de acordo com a dose diaria
ingerida’:8. Portanto, é importante que o limite de quantificacdo do método seja de acordo
com a dose maxima diaria e para isso o método deve ser sensivel”3742. Além desses
limites, a substancia descoberta deve ser identificada, ou seja, sua estrutura molecular deve
ser descoberta e adequadamente relatada ao 6rgao regulador. A identificacdo de produtos
de degradacéo é importante para melhorar o entendimento da formacéo dessa impureza e

determinar seu mecanismo de degradacéo®®38.

3.6 Cromatografia liquida de alta performance

3.6.1 Equipamento e parametros analiticos
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Nos ultimos 40 anos, a cromatografia liquida de alta performance (CLAE) tem sido a
técnica analitica mais desenvolvida, difundida e empregada em laboratérios de analise de
indUstrias quimicas e farmacéuticas, em areas médicas e em muitos outros campos da
ciéncia*.

O sistema de HPLC é identificado como o conjunto de componentes que estdo num
anico aparelho e que permite a identificacdo e a quantificacdo dos compostos que estao
presentes numa amostra. Um sistema de HPLC €, entdo, constituido pelos seguintes
componentes: canais para fase mével, uma bomba, um sistema de injecdo de amostra,
uma coluna cromatogréfica, um detetor, descarte de residuos e sistema para tratamento de

dados, como estao representados na Figura 24445,

1 Coluna cromatogréfica -
- -
f—rw
4 Dados
. @ Injecdo da '
amostra Residuos
|| |—=
Fase ‘“.cr." I’
mdvel
B Detector ——

Figura 2 — Esquema do equipamento para analise por cromatografia liquida de performance HPLC*6

A bomba opera sob alta pressdo o que é necessaria para fazer a passagem da
fase movel, através da coluna, com um fluxo geralmente na ordem dos mililitros por
minuto*546.

Quando ha uma alteracdo gradual da composicdo da fase mével ao longo do
processo cromatografico, por aumento e posterior diminuicdo de percentagem de solvente
organico, diz-se que o sistema é de eluicdo gradiente ou programacao de solvente. Neste
sistema, a percentagem de fase movel A e fase mével B ndo é a mesma ao longo de todo
0 processo de separacdo cromatografica, variando nas suas propor¢coes?®.

O processo de separacdo cromatografica comeca quando a amostra, juntamente
com a fase movel, é injetada logo no inicio da coluna cromatografica. A amostra é
bombeada e percorre a coluna, onde vai ocorrer a separacao dos analitos. O injetor € o
responsavel por introduzir a amostra na fase movel, que esta continuamente a passar na

coluna do sistema de HPLC*>.
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As separacOes sao alcancadas por processos de particdo, adsorcdo ou troca
ibnica, dependendo do tipo de fase estacionaria usava na coluna cromatografica. O
empacotamento da coluna é designado por fase estacionaria e é constituido por pequenas
particulas porosas esféricas com uma superficie especifica variavel ou por um liquido
especifico. Este material de empacotamento da fase estacionaria pode suportar pressoes
que podem ser superiores a 14000psi e vai contribuir para um desempenho no
cromatograma?t#245,

Para quantificar e identificar os analitos € necessario um detector. Para o sistema
de HPLC é utilizado os detetores espectrofotométricos (UV) que deve seguir alguns
requisitos como; boa sensibilidade para todos os solutos, limite de detecao suficientemente
baixo, boa estabilidade e reprodutibilidade do sinal, resposta rapida do sensor. O detetor
deve ser adequado aos componentes que se pretendem analisar e que percorrem a coluna

cromatografica, para que a eficacia da detecdo e quantificagdo dos mesmos seja eficaz*14°,

3.6.1.1 Definicbes dos parametros analiticos

Cromatograma: Uma representacao gréafica da resposta do detector, concentracao
de analito no efluente ou outro quantidade usada como uma medida de concentracdo de
efluente versus volume ou tempo de efluente?.

Tempo morto (TM): E o volume entre o ponto em que os eluentes se encontram e
o topo da coluna ou tempo que nao elui nenhum pico de analito*24,

Numero de pratos tedricos (N): Medida da eficiéncia da coluna. Para picos
gaussianos, é calculado por: N = 16 (tR/ W)?, onde tR é o tempo de retencido da substancia,
e W é a largura do pico em sua base, obtida extrapolando o lados retos do pico até a linha
de base. O valor de N depende da substancia sendo cromatografada, bem como do
condicBes de operacao, como a fluxo da fase mével, temperatura do forno, a uniformidade
do empacotamento dentro da coluna“®.

Resolucao (R): A resolucéo é a separacao de dois componentes em uma mistura,
calculada por: R =2 x (tR2 - tR1) / (W1 + W2) onde tR2 e tR1 s&o os tempos de retencao
dos dois componentes; e W2 e W1 séo as larguras correspondentes nas bases dos picos
obtidos extrapolando os lados relativamente retos dos picos para a linha de base'46,

Fator de simetria (T): Conhecido como o "fator de cauda”, de um pico é calculado
por: T = WO0,05 / 2f onde WO0,05 é a largura do pico a 5% da altura e f € a distancia do pico
maximo até a linha de base do pico, a distancia sendo medida em um ponto 5% da altura

do pico a partir da linha de base*!4°,
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3.7 Validacdo do método analitico

3.7.1 Conformidade do sistema

Antes de realizar experimentos de validacdo ou mesmo analises de amostras, deve-
se avaliar a adequacédo do sistema utilizado para a andlise é capaz de fornecer dados de
qualidade aceitavel’#83%, Geralmente, envolvem testes como avaliacdo qualitativa do
sistema cromatografico obtida de uma mistura, resolucao (R), numero de pratos (N) e fator
de assimetria (T)"3°, juntamente com medidas quantitativas avaliacdes da calibragdo da
curva dos padrbes e controle de qualidade das amostras®’4°. Todos as especificacdes
determinadas e avaliados no sistema como por exemplo a estimativa do desvio padréo
pode ser determinada durante a validacao, (baseado nos resultados da exatidao e definidos

na literatura) e devem ser garantidos durante o uso rotineiro’4°,

3.7.2 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de avaliar,
identificar e quantificar de forma inequivoca o ativo de interesse na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinagdo em uma amostra complexa ou
componentes presentes como diluentes, placebos, impurezas 493839,

Portanto, a seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacao, e que possa distinguir
o0 analito avaliado de outras substancias presentes na amostra*%:49.38.39,

Existem varias maneiras de validar a seletividade, pode ser um teste para analise
cromatografica demostrando a falta de resposta do analito na solucéo branco??, avaliar o
tempo de retencéo de picos oriudos de sistema, diluente e matriz, garantindo resolucao
com os picos de interesse: sendo capaz de identificar se os picos sdo puros®.

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um método
instrumental de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a validagdo e
subsequente uso do método®4%, Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a
exatiddo e a precisdo estardo seriamente comprometidas*®.

Algumas amostras podem sofrer degradacdo, gerando compostos que nado foram
observados inicialmente, que podem coeluir com a substancia de interesse®.

A avaliacdo da seletividade pode ser através da avaliacdo com detectores modernos
(arranjo de diodos, espectrdmetro de massas), que comparam o espectro do pico obtido na
separagdo com o de um padrdo’3°, ou através de sofware especificos e utiliza-se isto como

uma indicacédo da presenca do composto puro®”:3°. O método de adicdo padrdo também
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pode ser aplicado para os estudos de seletividade, porém este método € utilizado quando
nao € possivel obter a matriz isenta da substancia de interesse e para atingir o nivel
necessario de seletividade, pode ser necessaria a combinacdo de dois ou mais métodos

analiticos de identificacéo?.

3.7.2.1 Avaliacdo de homogeneidade espectral

A RDC 53/2015° da ANVISA - que dispée dos parametros para a notificacéo,
identificacéo e qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos com substancias
ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos, genéricos e similares, e da
outras providéncias — preconiza que analises criticas do perfil de degradacéo do IFA devem
contemplar a verificagdo da pureza cromatogréafica do pico do insumo farmacéutico ativo no
medicamento, e também, a avaliacdo dos fatores que podem interferir de alguma forma na
estabilidade do medicamento®.

Neste contexto, o Guia 04/20158, traz que a pureza do pico principal deve ser avaliada,
mesmo nos meétodos de impurezas, para assegurar que nao ha coeluicdo de alguma
impureza com o ativo, 0 que acarretaria na ndo-detecgao desta impureza, mesmo que haja
balanco de massas dentro de uma faixa aceitavel, o que nao elimina a possibilidade de
coeluicdo de alguma impureza com o ativo, principalmente considerando a provavel
semelhanca estrutural entre o produto de degradacéo e o ativo®.

Com base nisto, verifica-se a importancia da realizacdo da avaliagcdo da
homogeneidade espectral do pico principal e as precaucdes necessarias para garantir a
pureza dos picos cromatograficos. Portanto, a utilizacdo de testes de pureza de pico com
auxilio de detector de arranjo de diodos sao apresentados no estudo de degradacao for¢cada
(EDF) para demonstrar que o pico cromatografico é atribuido a um sé componente, tendo
em vista que a seletividade do método foi validada para o pior cenério possivel, que é o

possivel aparecimento de todos os produtos de degradacao®.

3.7.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer a area do pico ou
altura do pico pode ser usada como funcao de resposta, definir a relacdo linear com a
concentracdo conhecido como modelo de calibracdol373%%0 resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa
de aplicagéo®3749:51,

A linearidade é determinada por solugdes de diferentes concentracdes, abrangendo a

faixa de trabalho®'. Geralmente no minimo cinco niveis de concentracdo (incluindo a
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amostra zero) sejam aplicados na constru¢do da curva analitica, deve-se ser descritas a
faixa de trabalho, a equacdo matematica e a regressao linear da curva®. Matematicamente,
a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de medicdes
experimentais pode ser efetuada usando o método matematico conhecido como regressao
linear3739:52, A andlise de regressdo normalmente utiliza o método comum (por exemplo,
método dos minimos quadrados3®®!) assume que a variacdo da resposta é constante,
independentemente de a concentragdo de analito (homoscedasticidade)*®

Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo®’. A ANVISA recomenda um coeficiente
de correlacéo igual a 0,995 e 0 INMETRO um valor acima de 0,90°3. Em qualquer técnica
instrumental, a relacao linear simples, descrita pela equacédo y = ax + b, s6 é valida em um
determinado intervalo de massa ou concentracdo da espécie medida.

A faixa de aplicagdo corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior da
substancia em exame, que atenda aos requisitos de precisdo e exatiddo3°°0, A ANVISA
especifica um intervalo compreendido entre 80-120% da concentracdo tedrica para
farmacos e medicamentos e de até 120% do limite maximo especificado para determinacao
de impurezas?!>4,.

A sensibilidade deve ser inclusa na curva e demonstra a variacdo da resposta em
funcdo da concentracdo do analito e é expressa pelo coeficiente angular da curva
analitica®°%, ndo é considerada um parametro de validacéo nas diretrizes oficiais de alguns
orgdos como ANVISAL. No entanto, a sensibilidade é representada de forma indireta pela
descricdo da equacdo obtida através da regresséao linear da curva analitica®.

3.7.4 Precisao

Representa a concordancia de resultados entre ensaios independentes, replicados de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas e deve
avaliar a proximidade entre os resultados obtidos com amostras preparadas conforme
descrito no método analitico a ser validado!37:49:39,

Métodos que identificam e quantificam compostos grande quantidades como de
doseamento requerem um desvio padrao relativo de 1 a 2%*°. A precisdo em validacéo de
meétodos € considerada em trés niveis diferentes: repetitividade; precisdo intermediaria;

reprodutibilidade?.

3.7.4.1 Repetibilidade
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A repetibilidade séo as condi¢cdes em que resultados independentes sao obtidos com:
mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas
condicbes; mesmo local, reagentes, analistas e repeticbes em um curto intervalo de
tempo?-395L,

A repetitividade envolve vérias medicbes da mesma amostra, em diferentes
preparacées e é, algumas vezes, denominada preciséo intraensaio ou intra-corrida3®>? e
pode ser expressa através da estimativa do desvio padréo relativo (RSD)*°2,

A ICH e ANVISA sugerem que a repetitividade seja verificada a partir de um minimo
de nove determinacdes cobrindo o limite especificado do procedimento (ex.: trés niveis, trés
repeticbes cada um), ou a partir de um minimo de seis determina¢des a uma concentracao

similar ao valor esperado®°.

3.7.4.2 Precisao intermediaria

Indica a resposta das variagcbes dentro do laboratério devido a eventos como
diferentes dias, diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinacédo destas
condi¢cGes?3850,

A finalidade da validacdo da precisdo intermediaria é verificar que no mesmo
laboratério o método fornecera os mesmos resultados. O numero de ensaios necessarios
para se avaliar a precisdo intermediaria segue a mesma recomendacéo da ICH e ANVISA
para o calculo de repetitividade descrita acima. A precisao intermediaria pode ser expressa

através da estimativa do desvio padréo relativo (RSD)**°.

3.7.4.3 Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medicdes de uma mesma amostra,
efetuadas sob condicdes variadas (mudanca de operador, local, equipamentos, etc.)%52.

E muito comum encontrar desacordo entre métodos analiticos. Isto aparece quando
varios laboratérios analisam uma amostra em comum, em estudos colaborativos.
Frequentemente, altas variacbes sdo observadas entre os resultados. Assim, os dados
provenientes de apenas um laboratério ndo sdo suficientes para avaliar a reprodutibilidade

do método?’.

3.7.5 Exatidao

A taxa de recuperacdo absoluta do método analitico € medida como a resposta do
padrdo da matriz apos o tratamento de pico, expressa como uma porcentagem da resposta

do padrao puro, o padrdo nao foi pré-tratado como a amostra e indica se o0 método fornece
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uma resposta aos analitos presentes*® e deve ser obtida por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método encontrados em relacdo a um valor aceito como
verdadeiro e é expressa em porcentagem®37:49,

A exatiddo € sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga (ou seja, aparece sempre associada a valores de preciséo), na maioria das vezes
a baixa recuperacgdo na exatiddo esta atribuida a uma precisdo insuficiente%4838 é entdo
determinado a cada concentracdo, avaliando o acordo entre as concentracdes medidas e
nominais dos analitos nas amostras matriciais livres de drogas enriquecidas*®-3,

A ICH® e ANVISA! estabelece que um minimo de nove determinagdes envolvendo um
minimo de trés diferentes niveis de concentracdo, ou seja, 3 pontos nos niveis baixo, médio
e alto deve ser aplicado!3%4°, Os materiais mais utilizados para avaliar a exatiddo de um
método sdo: padrdo de referéncia quimica; comparacdo de métodos; ensaios de

recuperacéo; adicdo padrao“®.

3.7.6 Limite de deteccéo

O limite de deteccado (LD) expressa a menor concentracdo da substancia em analise
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada®®®4°, O LD pode ser
calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método relacado sinal-ruido?, método

baseado em parametros da curva analitica.

3.7.7 Limite de quantificagao

Os limites de quantificacdo (LQ) ou faixa dindmica de trabalho de um método
bioanalitico representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser
medida que pode ser determinado com precisdo aceitavel utilizando um determinado
procedimento experimentall:37:39.49,

Ha muita preocupacao sobre os termos relacionado a capacidade de testar baixas
concentracdes, uma avaliacdo freqiientemente utilizado é sensibilidade®. Esse critério é
uma boa regra a ser seguida, porém ndo se deve esquecer que a determinacdo do LQ
representa um compromisso entre a concentracéo, a precisdo e a exatiddo exigidas®’. Se
houver necessidade de maior precisdo, uma concentracdo maior deve ser aplicada para o
LQ?%. Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, utilizando a relagdo
sinal/ruido 10:1%38,

3.7.8 Robustez
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De acordo com o INMETRO®3, a robustez de um método (“robustness”) mede a
sensibilidade que este apresenta face a pequenas variacdes. Diz-se que um meétodo &
robusto quando ele ndo é afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus
parametros3755%3, O ICH’recomenda a avaliacdo da robustez (robustness) no
desenvolvimento do método®°. A robustez de um método pode ser avaliada por estudando
o efeito eventual de diferentes conjuntos de condi¢cdes do método. Isso é feito através
validacdo cruzada, como: a diferenca de desempenho cromatografico entre colunas da
mesma especificacdo, variacdo de concentracdo de fase mével, pH, temperatura da
coluna, bem como o tempo de extracdo, agitacdo, fluxo da fase mbvel, entre
OUthSl’37’38‘39’53.

Trata-se de um teste que permite ndo so6 avaliar a variacdo do método, como também
ordenar a influéncia de cada uma das varia¢cées nos resultados finais, estas mudancgas
estiverem dentro dos limites de exatiddo e seletividade aceitaveis'3"°3, entdo o método
possui robustez e tais variacdes podem ser incorporadas ao procedimento. Em trabalhos
nos quais ha mudancas de fornecedores, marcas ou equipamentos ao longo do
desenvolvimento e validagdo das metodologias, sem alteracao significativa nos resultados,
pode-se dizer que 0 método possui uma robustez intrinseca, pois manteve sua resposta

em meio a mudancas de ambiente de analise3’:%.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Método Farmacopeia Mexicana de Dipirona Sdédica - Substancias

Relacionadas®®

Fase Movel: Misturou metanol:agua:trietiiamina (50:50:0,025), apés filtrou e
desgaseificou
Solugcdo de 4-metilaminoantipirina: Preparou uma solugdo de 4-Metilaminoantipirina
contendo 200 pg/mL em metanol.

Preparacdo dareferéncia: Pesou uma quantidade de metamizol sédico equivalente
a 40 mg de metamizol sédico monoidratado em um baldo volumétrico, dissolveu em 40 mL
de metanol, adicionou 2mL da solugéo de 4-metilaminoantipirina, ajustar o menisco com
metanol e agitar. Essa solu¢ao contém 400 pg/mL de metamizol sédico monohidratado e 4
png/mL de 4-metilaminoantipirina.

Preparacdo da amostra: Pesar ndo menos que 10 comprimidos, calcular o peso
meédio e triturar até se obter fino po, pesou uma quantidade de po equivalente a 200 mg de
metamizol sédico monoidratado, passou o contetdo para uma baldo volumétrico de 100mL,
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adicionou 50mL de metanol e filtrou com papel filtro. Passou uma aliquota de 20mL dessa
solucéo para um baldo volumétrico de 100mL e ajustou 0 menisco com metanol.
Condicdes do equipamento: Detector de luz UV; comprimento de onda 254 nm;
precoluna de 5cm de comprimento, empacotada com C18 e tamanho de particula de 3 um
a 10 um de didmetro interno; Coluna de aco inoxidavel de fase reversa de C18 25cm x 4,6

mm e tamanho de particula, 3 um a 10 um de diametro interno e fluxo de 0,3 mL/min.

4.2 Meétodo Farmacopeia Britanica de Dipirona Sodica - Substancias

Relacionadas?*

Fase Movel: Preparou-se uma mistura de metanol, 6 g/L de fosfato de sdédio
monoidratado e trietilamina nas propor¢des 28:72:1 v/v e ajustou o pH para 7,0 com
hidréxido de sédio concentrada.

Solucdo teste: Dissolveu 50 mg da matéria-prima de Dipirona Monoidratada em
metanol e ajustou 0 menisco para 10mL com o mesmo solvente.

Solucéo referéncia (a): Dissolveu 5 mg da Metamizole Impurity A CRS em metanol e
ajustou o menisco para 10 mL com o0 mesmo solvente.

Solucéao referéncia (b): Diluiu 1 mL da solucao referéncia (a) para 50 mL com a fase
moével, em seguida usou 1 mL dessa solucdo para dissolver o conteido de um vial de
metamizole impurity E CRS.

Solucéo referencia (c): A fim de preparar a impureza C no local, dissolveu 40 mg da
matéria-prima em metanol, diluiu para 20mL com o mesmo solvente e ferver sob refluxo por
10 min. Deixou resfriar em temperatura ambiente e diluiu para 20mL com metanol.

Solucéo referéncia (d): Diluiu 1 mL da solucéo referencia (a) para 100mL com metanol
Coluna: C18 0.05m x 4.6mm e 1.8 um de tamanho de particula. Fluxo de 1,0 mL/min,
detector 254 nm, volume de injecdo 5 yL e tempo de corrida de 4,5 vezes o tempo de

reteng&o de Dipirona.

4.3 Padrdes e amostras

Foram utilizados padrdes certificados de dipirona e impurezas organicas como:
(Dipirona Sodica monoidratada 99,9% Farmacopéia Brasileira (CAS: 68-89-3); 4-
(formylamino)-1,5-dimethyl-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-3-one, (Impureza A) 99,03%
Farmacopéia Européia EP (CAS: 1672-58-8); 4-amino-1,5-dimethyl-2-phenyl-2,3-dihydro-
1H-pyrazol-3-one (Impureza B) 98,0% TRC (CAS: 83-07-8); 1,5-dimethyl-4-(methylamino)-
2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-3-one (Impureza C) 99,5% FELIM (CAS: 519-98-2); 1,5-
dimethyl-4-(dimethylamino)-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-3-one (Impureza D) 98,0%
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TRC (CAS: 58-15-1); [(1,5-dimethyl-3-0x0-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-4-
yl)amino]methanesulfonic acid (4-N-desmethylmetamizole) (Impureza E) 99,4% PGS (CAS:
117-38-4) e amostras foram cordialmente disponibilizadas pela empresa Prati donaduzzi
Ltda.

4.4  Equipamentos

O desenvolvimento e validacdo do método analitico foi realizado no equipamento de
cromatografia liquida de alta performance com detecc¢do por UV-Visivel (HPLC-DAD) da
marca Shimadzu® (Jap&o) é constituido por uma controladora (CBM-30A), uma bomba
quaternaria (LC-30AT), degaseificador (DGU-30As), amostrador automatico (SIL-30AC),
detector de arranjo de diodos (DAD) (SPD-M30A) e software Empower® 3.

4.5 Solventes

Todos os sais e solventes utilizados na cromatografia foram grau HPLC. Para a
solucdo tampdo foi utilizada agua ultra pura (MilliQ® , Millipore®), fosfato de sddio
monoidratado, Acetonitrila e Metanol grau HPLC (Bio-grade®), Sulfato de sédio, hidréxido
de sédio e cloreto de ferro Il (Synth®), perdxido de hidrogénio 35% e acido cloridrico 36-

38% (Neon®), acido fosférico e dimetilformamida (Scharlau®) e trietilamina (Sigma®).

4.6 Ajuste de sistema cromatogréfico

Coluna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 100 mm x 4,6 mm (5,0 um) condicionada a
temperatura de 15 °C; 1,0 mL/min de fluxo de fase mével; 2 pL de volume de injegéo; 254
nm UV-Vis.

4.7 Preparo das solucdes

4.7.1 Diluente

Foi realizado uma mistura de 50 g/L de sulfato de sédio em metanol e homogeneizado.
Esta solucéo ficou em repouso por 5 minutos afim de que todo o sal fique precipitado no
fundo do frasco. Para o preparo das amostras e padrbes foi utilizado apenas o
sobrenadante, tomados os devidos cuidados evitando assim, que o sal fosse transferido

junto com o solvente para as amostras.

4.7.2 Tampao
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A solucéo tampdo foi constituida de 1,20 g de fosfato de sddio monobasico dissolvido
em 1000 mL de agua purificada, apos a completa solubilizacéo filtrou-se em membrana
hidrofilica. Em seguida adicionou 1 mL de trietilamina a solu¢cdo e homogeneizou. O pH foi

ajustado para 7,0 com &cido fosférico 85%.

4.7.3 Curva analitica

Pesou 12,5 mg do padréo de Dipirona Sddica para um baldo volumétrico de 10 mL,
adicionou 7,5 mL de dimetilformamida (grau HPLC) e levou ao ultrassom sem aquecimento
por 1 minuto para completa solubilizagdo, apés completou o menisco do baléo volumétrico
com diluente. Desta solucéo pipetou 136 pL para um baldo de 20 mL, adicionou 15 mL de
dimetilformamida (grau HPLC) e completou o menisco do baldo com diluente, pipetou-se
136 pL desta solucdo para um baldo volumétrico de 20 mL, adicionou 15 mL de
dimetilformamida (grau HPLC) e ajustou o mesnico com diluente. Antes da injecdo no

equipamento, filtrou em membrana PET 0,22 um. A concentracdo obtida foi de 8,5 pg/mL.

4.7.4 Amostra

Pesou 85 mg de amostra (matéria-prima de dipirona sédica monoidratada) e transferiu
para um baldo volumétrico de 10 mL, adicionou 7,5 mL de dimetilformamida (grau HPLC) e
levou ao ultrassom sem aquecimento por 1 minuto para completa solubilizacdo. Apds,

ajustou o mesnico do baldo volumétrico com diluente e filtrou em membrana PET 0,22 um

obtebdo a concentracgéo final de 8500 pg.mL™.

4.7.5 Sensibilidade do sistema

Para garantir que o sistema mantenha-se apto para realizar a analise é necessario
garantir que 0 mesmo possua deteccdo para niveis no limite de deteccdo da amostra, ou
seja, a 0,03% de 8500 pug.mL*. Para o preparo da solucdo sensibilidade foi trasferido 3,0
mL da solugdo preparada para a curva analitica de concentracdo 8,5 pg.mL* para um balédo
volumétrico de 10 mL, adicionou 5,0 mL de dimetilformamida (grau HPLC) e ajustou o
mesnico com diluente e antes da injecao, filtrou em membrana PET 0,22 um obtendo a
concentracdo final de 2,55 pg.mL™.

Obs:. As solucbes da curva analitica, amostras e sensibilidade do sistema foram

acondicionadas em temperatura de 5 °C.

4.7.6 Solucdo de impurezas
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Para avaliacdo da resolucao e separacao das impurezas e da dipirona, preparou-se
uma solucdo com todas as impurezas no limite da especificacdo de 0,05 % para as
impurezas A, B e D, 0,15 % para a impureza E e 0,5 % para a impureza C da concentracao
da amostra de dipirona (8500 pg.mL).

Pesou 2,5 mg das impurezas A, B e D para baldo volumétrico de 100 mL, adicionou
75 mL de dimetilformamida, solubilizou e ajustou o0 menisco com diluente para obter uma
concentragdo de 25,0 pg.m_L*. Em outros dois baldes volumétricos de 10 mL dissolveu 2,5
mg das impurezas C e E separadamente em 7,5 mL de dimetilfomamida e ajustou o
menisco com diluente obtendo uma concentragdo de 250,0 pug.mL™.

Em um baldo volumétrico de 5 mL pesou 42,5 mg de matéria prima de dipirona,
adicionou 255 L da solugdo impureza E [250 pg.mL1], 850 uL da solugdo impureza C [250
ug.mL1] e 850 pL solugdo impureza A, B e D [25,0 pg.mL?] dissolveu em 1,8 mL de
dimetilfomamida e ajustou o0 menisco com diluente. [dipirona] = 8500 pug.mL™, [impureza A,
B e D] = 4,25 pg.mL™?, [impureza C] = 42,5 ug.mL* e [impureza E] = 12,75 pug.mL2.

4.8 Preparo da seletividade

A avaliagcéo da seletividade foi realizada submetendo as amostras dos fabricantes 1 e
2 em condicfes de estresse forcado. Foram expostas a agentes degradantes como:
hidroxido de sodio (NaOH 1,0M coletado imediatamente ), &cido cloridrico (HCL 0,02M
reagindo durante 6 minutos), peroxido de hidrogénio (H202 0,3% reagindo durante 6
minutos), cloreto de ferro Il (FeCI3 4,0mM reagindo por 24 horas), térmico (60°C durante
10 dias), umido (40 °C a 70 %UR durante 10 dias) e fotolitico (2 ciclos de 41 horas — tempo
de calibragdo actinométrica com intensidade de 1,2 milhdes lux/hora).

Devido a estabilidade da molécula frente ao solvente dimetilformamida, foram
preparadas duas solucdes estoques dos fabricantes 1 e 2 dissolvidas apenas com diluente
resultando em uma concentracdo de 17000 pug.mL* cada. Apds o preparo das solugées
estoques foram tranferidas aliquotas de 2,5 mL para dois baldes volumétricos de 5 mL e
ajustado o menisco com dimetilformamida, resultado em 2 amostras controles com
concentracédo de 8500 pug.mL* de dipirona. Para avaliacdo dos teores das amostras foi
tranferido um aliquota de 1,47 mL de cada solugdo a 8500 pg.mL* para dois baldes
volumétricos de 10 mL, adicionado 75% do volume de dimetilformamida e 25% de diluente,
resultando em duas solu¢Ges amostras a 1249,5 ug.mL™.

As solucbes amostras degradadas em NaOH foram tranferidas aliquotas de 2,5 mL
das solugbes estoques para dois balées volumétricos de 5 mL, adicionado 0,5 mL de NaOH

5,0 M e imediatamente ajustado o menisco com dimetilformamida, resultando em 2
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amostras degradadas em uma concentracdo final de NaOH 1,0 M e 8500 pg.mL? de
dipirona cada. Para avaliacdo dos teores das amostras foram tranferidos uma aliquota de
1,47 mL de cada solucdo a 8500 pg.mL?' para dois baldes volumétricos de 10 mL,
adicionado 75% do volume de dimetilformamida e 25% de diluente, resultando em duas
solugGes amostras a 1249,5 pg.mL™.

As solucdes amostras degradadas em HCI foram tranferidas aliquotas de 2,5 mL das
solucBes estoques para dois baldes volumétricos de 5 mL, adicionado 0,5 mL de HCI 0,1
M, manteve-se a solugdo protegida da luz e a tempratura ambiente durante 6 minutos e
apos o periodo de reacgédo foi ajustado o menisco com dimetilformamida, resultando em 2
amostras degradadas em uma concentracgéo final de HCI 0,02 M e 8500 pg.mL* de dipirona
cada. Para avaliacdo dos teores das amostras foram tranferidos uma aliquota de 1,47 mL
de cada solucdo a 8500 pug.mL* para dois baldes volumétricos de 10 mL, adicionado 75%
do volume de dimetilformamida e 25% de diluente, resultando em duas solu¢gbes amostras
a 1249,5 ug.mL™1.

As solugbes amostras degradadas em H202 foram tranferidas aliquotas de 2,5 mL das
solucdes estoques para dois baldes volumétricos de 5 mL, adicionado 0,15 mL de H2025,0
%, manteve-se a solucéo protegida da luz e a tempratura ambiente durante 6 minutos e
apos o periodo de reacédo foi ajustado o menisco com dimetilformamida, resultando em 2
amostras degradadas em uma concentracéo final de H2020,3 % e 8500 pug.mL* de dipirona
cada. Para avaliacdo dos teores das amostras foram tranferidos uma aliquota de 1,47 mL
de cada solucdo a 8500 pug.mL* para dois bal6es volumétricos de 10 mL, adicionado 75%
do volume de dimetilformamida e 25% de diluente, resultando em duas solu¢gbes amostras
a1249,5 ug.mL™1.

As solucdes amostras degradadas em FeCls foram tranferidas aliquotas de 2,5 mL
das solu¢Bes estoques para dois baldes volumétricos de 5 mL, adicionado 0,20 mL de FeCls
50 mM, manteve-se a solucao protegida da luz e a temperatura ambiente durante 6 minutos
e apos o periodo de reacao foi ajustado o menisco com dimetilformamida, resultando em 2
amostras degradadas em uma concentracdo final de FeCls 4,0 mM e 8500 ug.mL* de
dipirona cada. Para avaliacdo dos teores das amostras foram tranferidos uma aliquota de
1,47 mL de cada solucdo a 8500 pg.mL?' para dois baldes volumétricos de 10 mL,
adicionado 75% do volume de dimetilformamida e 25% de diluente, resultando em duas
solugdes amostras a 1249,5 pg.mL2.

As amostras acondicionadas na forma de po nas condi¢des térmica, umida e fotolitica
foram preparadas pesando 85 mg de amostras dos fabricantes 1 e 2 para dois baldes
volumétricos para cada condi¢do, adicionado 75 % de dimetilformamida e ajustado o

menisco com diluente, resultado em 2 amostras degradadas em cada condicdo com
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concentracdo de 8500 pug.mL? de dipirona. Para avaliacdo dos teores das amostras foi
tranferido um aliguota de 1,47 mL de cada solucédo a 8500 pg.mL ! para baldes volumétricos
de 10 mL, adicionado 75% do volume de dimetilformamida e 25% de diluente, resultando

em solucdes amostras degradadas a 1249,5 ug.mL™.

4.9 Preparo dalinearidade

A linearidade foi verificada através da analise de uma curva analitica com nove niveis
de concentracao e trés réplicas em cada nivel, compreendendo um intervalo de 0,03% a
0,60% de dipirona e para as impurezas C e E com cinco niveis de concentracdo e trés
réplicas cada, compreendendo um intervalo de 0,03% a 0,60% e 0,03% a 0,18%,
respectivamente da concentragdo nominal da solugdo amostra a (8500 pg.mL™?),
abrangendo a concentracéo de 2,55 a 51,00 pg.mL* de dipirona. Todas as solugdes foram
dissolvidas com 75 % de dimetilformamida e 25% de diluente.

4.10 Preparo da precisdo/exatidao

Para avalidacdo de desvio padrdo e recuperacdo a precisdo e exatiddo foi verificada
através de nove determinagcfes contemplando os niveis baixo, médio e alto (0,03 %, 0,05 % e 0,06
%) para impurezas inespecificas, (0,03 %, 0,15 % e 0,18 %) para a impureza E e (0,03 %, 0,50 %
e 0,60 %) para a impureza C dentro de um intervalo do limite de quantificacdo a 120% da

especificacdo para as impurezas inespecificas e especificas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

51 Desenvolvimento do método analitico

Inicialmente em um desenvolvimento de método é necessério realizar uma pesquisa
bibliografica e avaliar os métodos ja existentes na literatura. Diversas farmacopéias trazem
em seus compéndios oficiais as monografias do insumo farmacéutico ativo dipirona sodica.
A farmacopeia Brasileira dispdem ensaios como acidez e alcalinidade, metais pesados,
doseamento por titulacdo e dentre outros testes, porém ndo possui método para a
identificacdo e quantificacdo de impurezas organicas. Ja nas farmacopéias Mexicana e
BritAnica apresentam métodos para este fim. Portanto, foram testadas as monografias da

farmacopeia Mexicana e Britanica avaliando a seletividade das mesmas.

5.1.1 Farmacopeia Mexicana

O método foi testado e avaliado quanto a seletividade da dipirona e suas respectivas
impurezas. Como pode observar na Figura 3, a impureza E (impureza especifica) possui
eluicdo no mesmo tempo de retencdo que o ativo de interesse a dipirona. Diante desse
resultado, pode-se comprovar que o método néo € seletivo, demostrando coeluicdo entre
os dois picos avaliados e ndo sendo possivel a identificagdo e quantificacdo com precisao

e exatiddo da impureza E e do insumo ativo dipirona.
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Figura 3 — Cromatograma sobreposto a solu¢édo de impureza E e da solugdo amostra de dipirona sédica

monoidratada
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Na Figura 4 refere-se ao grafico purity plot extraido do software Empower 3 utilizado
para tratar os dados cromatograficos e avaliacdo de pureza de pico e verifica-se a

confirmacéo da coeluicdo dos picos de dipirona e da impureza E.
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Figura 4 — Grafico de pureza cromatografica — purity plot do pico de Dipirona coeluindo com a impureza E

5.1.2 Farmacopeia Britanica

O método presente na farmacopeia Britanica traz um cromatograma como base para
posterior reproducgéo Figura 6.

METAMIZOLE SODIUM MONOHYDRATE

Metamizolum natricum monohydricum

The foffowing chfiromatograrm /s sfrowrn for inforrmation but will not be published in the
Europearn Pharmacopoeia.

[a] 1 2 3 4 5 (=] 7 B o min
1. impurity A 2. Impurity E 3. metamizole 4 impurity B 5. impurity C G. impurity D
Figure 1346 -1. — Cfirormatfograrm for the test for refalfed substances : solution of metamizofe

soiked with impurnifies A, B, C, D and £

Figura 5 — Cromatograma da amostra de dipirona com adi¢do das impurezas organicas especificas e

inespecificas da farmacopeia Britanica'!
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Foi realizado testes para avaliar a reprodutibilidade e seletividade do método analitico
presente na farmacopéia britanica e constatou impurezas que nao possui retengao, ou seja,

elui no tempo morto, segue a Figura 7.
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Figura 6 — Cromatograma da amostra de dipirona sobreposto com as impurezas organicas e com o diluente
- farmacopéia Britanica

Obseva-se que o cromatograma do diluente (em vermelho) ndo possui eluicdo de
nenhum pico e no cromatograma da amostra e das impurezas orgéanicas possui eluicao de
um pico mais intenso em aproximadamente 0,6 minutos, indicando que o método néo é
capaz de separar e reter todos 0s picos provenientes de impurezas derivadas da dipirona.
Portanto, o método néo é seletivo para andlise de impurezas organicas de Dipirona.

Diante dos resultados insatisfatérios com as monografias da farmacopéia mexicana e
britanica, iniciou-se o desenvolvimento de um novo método partindo da monografia
farmacopeia britanica que mesmo ndo sendo adequada foi o método avaliado que
apresentou melhores resultados. Foram realizados alguns ajustes como: coluna com
aumento do tamanho da particula de 1,8 pm para 50 um, tampéo fosfato de sodio
monobasico com alteracdo na concentracdo do sal, mudanca na composicao do diluente,

gradiente de fase mdvel e temperatura da coluna.

5.1.3 Testes de gradiente

Inicialmente foi realizado teste de gradiente para obter maior retencéo e separacao de
todas as impurezas, garantindo assim que nenhum composto de interesse elua no tempo
morto. Foi preparado uma solu¢cdo mix com 11 impurezas conhecidas como utilizadas na
sintese da matéria prima, como intermediario ou impurezas especificas e inespecificas de

dipirona. A proposta do teste se baseia em separar todas as 11 impurezas.

5131 Gradiente 1

41



No primeiro teste de gradiente Tabela 2, iniciou-se com uma concentracéo de 90%
de tampéao e diminuindo gradualmente a 30% em 30 minutos, ajustando proporcionalmente
a porcentagem de metanol no sistema e por fim voltando a concentracdo inicial para a

estabilizacao do sistema, a fim de avaliar a interagdo das moléculas com cada solvente.

Tabela 2 — Gradiente para teste de separacdo das impurezas de Dipirona

Tempo (min)  Fluxo (mL.min?) Canal A Tampdo (%) Canal B Metanol (%)

0 1,0 90 10
30 1,0 30 70
35 1,0 30 70
36 1,0 90 10
40 1,0 90 10

0,005+

0,004+

0,003

0,002

AU

0,001

0,000+

-0,001

-0,002

-0,003+——

L R s B B B B B L B Bt B B B B e B A B A B S S R |
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00 28,00 30,00 32,00 34,00 36,00 38,00 40,0C
Minutes

——— SampleName: Diluente
——— SampleName: Mix Impurezas

Figura 7 — Cromatograma sobreposto do mix de impurezas com a solucao diluente (metanol 100%)

Como visto na Figura 8, possui impurezas que nao separam completamente e
coeluindo com picos do diluente, foi feito mais testes diminuindo a rampa do gradiente para

obter separacao dos picos.

5.13.2 Gradiente 2

No segundo teste de gradiente Tabela 3, alterou-se a porcentagem do meio da
rampa do sistema de tampéao e diminuindo gradualmente até 50% em 30 minutos, ajustando
proporcionalmente a porcentagem de metanol e por fim voltando a concentragao inicial para
a estabilizacéo do sistema. O intuito desse gradiente € aumentar a interacdo com a solucao

tampdao que € composta com concentracdo maior de agua e sal fosfato pH 7,0.

Tabela 3 — Gradiente para teste de separacdo das impurezas de Dipirona

Tempo (min)  Fluxo (mL.min?)  Canal A Tampdo (%) Canal B Metanol (%)
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0 1,0 90 10

30 1,0 50 50
35 1,0 50 50
36 1,0 90 10
40 1,0 90 10
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Figura 8 — Cromatograma sobreposto do mix de impurezas com a solucao diluente (metanol 100%)

Na Figura 9 pode-se verificar melhor separacéo das impurezas com a diminuicdo da
rampa do gradiente. A solucdo mix ndo tinha contaminagdo com a matrix de dipirona,
portanto ndo foi possivel avaliar a interferencia da matrix na separagao das impurezas com
o ativo. Também pode verificar no cromatograma que n&do obteve sucesso ha separacao
de 2 impurezas pois coeluem em aproximadamente 9 minutos.

Apbs os dois testes de gradiente, optou por separar apenas as impurezas especificas
e inespecificas as quais a farmacopéia Britanica trata e que sdo impurezas provaveis de

surgir na matéria prima ou produto acabado que sdo as impurezas A, B, C,D e E.

5.1.3.3 Gradiente 3

No terceiro teste de gradiente Tabela 4, alterou-se a porcentagem do meio da rampa
do sistema de tampéao e diminuindo gradualmente até 60% em 30 minutos, ajustando
proporcionalmente a porcentagem de metanol e por fim voltando a concentragao inicial para
a estabilizacdo do sistema. O intuito desse gradiente € aumentar mais ainda a interagcéo

com a solugcédo tampé&o que € composta com concentracdo maior de agua e sal fosfato pH
7,0.

Tabela 4 — Gradiente para teste de separacao das impurezas de Dipirona
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Tempo (min)  Fluxo (mL.mint) Canal A Tamp3o (%) Canal B Metanol (%)

0 1,0 90 10

30 1,0 60 40

35 1,0 60 40

36 1,0 90 10

40 1,0 90 10
0,016 g
0,014 ‘é
£

0,0129

0,010

0,008

Metamizone Impurity E - 11,688

AU

0,006

4-Aminophenazone - 17,563

0,004

4-Dimethylamino Antipyrine - 24,279

0,002 Coeluicéo

0,000+

-0,002+

T T T —— 77— " " T T
6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00 28,00
Minutes

Figura 9 — Cromatograma da amostra de dipirona 8500 pg.mL-1 solubilizada em diluente (metanol 100%) e
contaminada com as impurezas A, B, C,D e E

Com a matrizagdo da amostra com a dipirona e as impurezas, ndo obteve separacéo

completa das impurezas. Observa-se coeluicdo da impureza A com o a dipirona Figura 10.

5134 Gradiente 4

No segundo teste de gradiente Tabela 5, alterou-se a porcentagem do meio da
rampa do sistema de tampéao e diminuindo gradualmente até 85% em 5 minutos mantendo
o sistema isocratico até 12 minutos e apos depois diminuindo de forma gradual novamente
até 60% em 30 minutos, ajustando proporcionalmente a porcentagem de metanol e por fim
voltando a concentracao inicial para a estabilizacdo do sistema. O intuito desse gradiente

€ aumentar a separacao da impureza A que no gradiente anterior estava coeluindo com a
Dipirona.

Tabela 5 — Gradiente para teste de separacdo das impurezas de Dipirona

Tempo (min) Fluxo (mL.min%) Canal A Tampdo (%) Canal B Metanol (%)
0 1,0 95 5
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12 1,0 85 15
30 1,0 60 40
31 1,0 95
35 1,0 95
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Resultados
. . . Teor
TR Tipo Area . Pur. Pico Pur. Pico
Nome | \mim) Integ. | (pV*sec) k N Fc | R SN {Angle) | (Threshold) ::rl;:] Manual
1| Impurezad | 120028 | BB o005 11,00 TE0( 1,23 3,447 13,626 | 100,000 | No
2 | ImpurazaE | 16915 | BB B3273 1501 | 2114€] 1,05 | 538 687 0,359 1,614 | 100,000 | No
3 | Dipirona 20,064 | BB 24101404 | 19,06 | 4103 | 331 | 366 | 125800 0,073 0,263 | 100,000 | No
4 | Impuraza B | 22337 | BB 20208 21,34 | 42405 115 | 269 1,71 0,987 3,900 | 100,000 | No
5| Impureza © | 25647 | BB 225350 2465 | 50027 | 111 761 2008 0122 0,620 | 100,000 | No
6 | Impureza D | 27,763 | BB 18061 26,76 | 65040 1,11 486 1,38 1,266 5,020 | 100,000 [ No

Figura 10 — Cromatograma da amostra de dipirona 8500 pg.mL-1 solubilizada em diluente (metanol 100%) e
contaminada com as impurezas A, B, C, D e E — Gradiente 4

Foi realizado um teste com um novo gradiente conforme a Figura 11 e obteve
sucesso na separacdo das 5 impurezas com boa resolucdo, seletividade e ndo houve
coeluicao entre os picos testados.

5.1.4 Testes de estabilidade e diluente

A estabilidade das amostras e os padrfes usados devem se manter por um
determinado tempo para que se tenha resultados confiaveis e reprodutiveis. Se uma
solucado néo for estavel em temperaturas ambientes, a diminuicdo da temperatura ou a troca
do diluente pode ser necessarias para aumentar a estabilidade das amostras e padrdes.

Em certos tipos de amostras, faz-se necessario avaliar a estabilidade da substancia
para determinar o tempo de estocagem das amostras, devido a alta instabilidade frente a
solventes e temperatura. Conhecendo a estabilidade dessas solu¢des, a analise pode ser
finalizada antes de ocorrer a degradacgao do ativo.

Diversos artigos, trabalhos cientificos e monografias oficiais da farmacopeia britanica
trazem como diluente o metanol 100% ou mistura de metanol e agua; uma das

caracteristicas do farmaco dipirona sdo grupos funcionais potencialmente reativos que a
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torna bastante suceptivel a degradacéo por reac6es de hidrélise. Diante desse problema
foram feitos testes com alguns solventes como agua (H20), metanol (MeOH) e
dimetilformamida (DMF) para se obter um diluente que estabilize a molécula, ou seja, ndo

favoreca a degradacao da mesma.

Estabilidade H20

100,00
87,14 86,53
90,00 83,01 83,03 83,02 83,00 82,50 82,49 82,10

80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00 12,68 13,31

Teor (%)

16,83 16,81 16,79 16,84 17,33 17,34 17,73
® ® o= - O= -0

10,00
0,00
Ohr 3hr 6hr Shr 12hr 15hr 18hr 21hr 24hr

Tempo (horas)

Dipirona e==@==|mpureza C

Figura 11 - Teste de estabilidade da amostra exposta a diluente 1 (H20)

Na Figura 12 apresenta as amostras que foram solubilizadas em agua e
imediatamente a dipirona degradou tendo recuperacao de 87,14% e aumento de 12,68%
da impureza C. Ao longo de 24 horas a molécula continuou a decair e aumentar

proporcionalmete a impureza C resultado em 82,10% de dipirona e 17,73 da impureza C.
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Figura 12 — Resultados de teor de dipirona obtidos nos testes de estabilidade da amostra exposta a diluente 2 (MeOH 100%), Diluente 3 (MeOH:NaSO4), Diluente 4
(MeOH:NaS04):.DMF (75:25), Diluente 5 (MeOH:NaSO4):DMF (50:50) e Diluente 6 (MeOH:NaSO4):DMF (25:75).
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Figura 13 - Resultados de teor da impureza C obtidos nos testes de estabilidade da amostra exposta a diluente
2 (MeOH 100%), Diluente 3 (MeOH:NaSO4), Diluente 4 (MeOH:NaSO4):.DMF (75:25), Diluente 5
(MeOH:NaS04):DMF (50:50) e Diluente 6 (MeOH:NaSO4):DMF (25:75).

O solvente metanol apresenta em sua composicao aproximadamente 0,05% de agua
e foi realizado teste com a amostra solubilizada em metanol 100% para verificar possivel
degradacdo da molécula e pode observar na Figura 13 e 14 a degradacao da dipirona para
99,52% e com um aumento para 0,34% da impureza C confome o tempo de exposicdo de
24 horas ao solvente. O diluente 3 demonstra o preparo do diluente com a adic&o de sulfato
de sbédio em metanol na proporcdo de 50g/L, um sal muito utilizado como agente
dessecante para a retirada de 4gua de 6leos ou solventes organicos e ainda observou um
aumento da impureza C para 0,19% e decaimento da dipirona.

ApOs a realizagdo dos testes com metanol, iniciou testes com dimetilfomamida que é
um solvente apolar aproético na intencéo de diminuir a reagcdo com a molécula de dipirona.
Preparou-se 3 diluentes nas proporc¢ao de (75:25), (50:50) e (25:75) de metanol dessecado
com sulfato de sédio e dimetilformamida que corresponde a diluente 4, 5 e 6,
respectivamente. Conforme o aumento da propor¢ao do solvente de dimetilformamida pode
observar a estabilidade da molécula frente ao diluente, Figuras 13 e 14. Por fim, o melhor
resultado para a estabilizacdo da dipirona testado em 24 horas foi a proporgéo de (25:75)
(diluente 6), a qual observa-se que ndo ouve mudanga na recuperacao de dipirona e nem

aumento de produtos de degradacao.
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5.1.5 Robustez

As variacoes testadas foram: tempo de extracado, estabilidade de padrdo e amostra,
fluxo da fase mével, temperatura da coluna, pH da solugcéo tampao e membrana filtrante.

As alteragcbes analiticas foram comparadas frente ao método pré-determinado
seguindo o gradiente 4 aprovado no item 5.5.3, o diluente 6 aprovado no item 5.5.4, preparo
de solucbes, amostras e sistema cromatografico descritos no item 4.0. Analisando
guantitativamente através do calculo da recuperacéo de dipirona a 0,05% da solucéo teste
para a avaliacdo no limite das impurezas inespecificas, a recuperacdo da impureza C a
0,50% e da impureza E 0,15% da solucéo teste para a avaliacdo das impurezas especificas.
Esta avaliacdo se refere a comprovacdo da robustez conforme os critérios de exatidao,
demonstrando que a alteracdo proposta ndo resulta em diferenca significativa na
quantificacdo dos analitos de interesse.

Os impactos qualitativos das alteracdes realizadas, foram avaliados a pureza
espectral na amostra disposta a condicao térmica a 60 °C por 10 dias de exposicéo, nao se
utilizou uma solucéo de degradacao da dipirona sédica em condi¢cdo mais agressiva devido
a sua rapida cinética de degradacéao e nao sendo possivel controlar a perda da molécula e
formacao de produtos secundarios durante a andlise.

Todos as especificacdes reportadas nesse trabalho foram baseadas no “Guidelines
for standard method performance requirements, AOAC INTERNATIONAL, 2016%®”

5.1.6 Variagéo de pH da solucdo tampéao

5.16.1 CondicaopH 6.8 e pH 7,2

Na Tabela 62 sdo apresentados os dados referentes aos preparos das amostras
conforme a exatidao na condicdo pré-determinada pH 7,0 e condicao testada em pH 6,8 e
pH 7,2.

Os dados para as impurezas na solucdo amostra de dipirona a 0,05%, mostram que
nao ha interferéncia significativa no sinal analitico de maneira quantitativa quando avaliado
em pH 6,8, mas a impureza C e a impureza E na solugdo amostra contaminada
demostraram fora da especificacdo, com recuperacao de 106% e 125%. Quando avaliado
o tampao preparado e ajustado em pH 7,2 apenas a solu¢cdo amostra contaminada com a
impureza E resultou fora da especificagdo com 107%.

A avaliagdo qualitativa foi verificado a pureza de pico na solugdo amostra com

concentracdo de 1249,5 ug.mL* exposta a 60°C durante 10 dias. Para que tenha um
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resultado puro, o valor de purity angle deve ser menor que o valor de purity threshold para
o pico avaliado. O resultado de purity angle foram de (0,022 e 0,020) e purity threshold de
(0,218 e 0,264) para condicdo testada com pH 6,8 e pH 7,2, respectivamente, mostrando
assim que ndo ha coeluicdo de produtos de degradacao, impurezas ou outros picos que
ndo sejam de interesse, indicando uma boa separacdo cromatografica.

Tabela 6 - Avaliacdo quantitativa condicéo pré-determinada pH 7,0 e testadas pH 6,8 e pH 7,2.

. Teor - Teor — pH Recuperacéo e N
Amostra Analito Especificacdo (%
pH 7,0 (%) 6,8 (%) (%) P ¢do (%)
Sol. amostra Impureza C 99 105 106 95 - 105
contaminada - Impureza E 102 128 125
Sol. amostra .
0,05% Dipirona 100 97 97 90 - 107
. Teor - Teor — pH Recuperacéo e N
Amostra Analito Especificacdo (%
pH 7,0 (%) 7,2 (%) (%) P ¢ao (%)
Sol. amostra Impureza C 99 95 94 95 - 105
contaminada - Impureza E 102 105 107
Sol. amostra Dipirona 100 103 103 90 - 107

0,05%

5.1.7 Variagdo da vazao da fase movel

51.7.1 Condicdo 0,9 mL/min e 1,1 mL/min

Na Tabela 63 sdo apresentados os dados referentes aos preparos das amostras
conforme a exatiddo na condicdo pré-determinada de fluxo 1,0 mL/min e condicao testada
em fluxo 0,9 mL/min e 1,1 mL/min

Os dados para as impurezas na solu¢cdo amostra de dipirona a 0,05% para as duas
condi¢cBes testadas, mostram que ndo ha interferéncia significativa no sinal analitico de
maneira quantitativa devido a recuperacéo ficar dentro do esperado, mas a impureza C e a
impureza E na solugdo amostra contaminada resultaram em recuperagbes fora da
especificacao.

Os resultados de purity angle foram de (0,018 e 0,032) e purity threshold de (0,215 e
0,210) para as variacdes de vazdo de fase movel de 0,9 mL/min e 1,1 mL/min,
respectivamente, mostrando também que ndo ha coeluicdo de produtos de degradacéo,
impurezas ou outros picos que ndo sejam de interesse, indicando uma boa separacéo

cromatografica.

50



Tabela 7 - Avaliagdo quantitativa condigéo pré-determinada fluxo 1,0 mL/min e testadas 0,9 e 1,1 mL/min.

_ Teor - _ Teor - _ Recuperago Especificacdo
Amostra Analito Fluxo 1,0 mL/min  Fluxo 0,9 mL/min (%) (%)
(%) (%) i
Sol. amostra _!Mpureza C 9 104 108 95 - 105
contaminada - Impureza E 102 110 112
SO|ba0m5(?A)Stra Dipirona 100 104 104 90 - 107
_ Teor - _ Teor - _ Recuperago Especificacdo
Amostra Analito Fluxo 1,0 mL/min  Fluxo 1,1 mL/min (%) (%)
(%) (%) i
Sol. amostra _!Mpureza C %9 108 107 95 - 105
contaminada - \mpyreza E 102 128 131
Sol. amostra Dipirona 100 95 95 90 - 107

0,05%

5.1.8 Variagéo de temperatura do forno

5.1.8.1 Condicdo 13 °C e 17 °C

Na Tabela 64 sédo apresentados os dados referentes aos preparos das amostras

conforme a exatiddo na condicdo pré-determinada de temperatura do forno de 15 °C e

condicdo testada em temperatura 13 °C e 17 °C.

As duas condic¢des testadas, indicaram que ndo ha interferéncia no sinal analitico de

maneira quantitativa para a dipirona a 0,05% e impureza C a 0,50% demonstrando

recuperacado dentro do especificado, mas a impureza E resultou em recuperacées fora da

especificacao.

Os resultados de purity angle foram de (0,009 e 0,015) e purity threshold de (0,190 e

0,225) para as variagbes de temperatura de forno de 13 °C e 17 °C, respectivamente,

mostrando também que nado ha coeluicdo de produtos de degradacéo, impurezas ou outros

picos que ndo sejam de interesse, indicando uma boa separacéo cromatogréfica.
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Tabela 8 - Avaliagdo quantitativa condigdo pré-determinada temperatura do forno de 15 °C e testadas 13 °C

e l7°C.
Teor - Teor -
) Recuperacéo e x
Amostra Analito Temp. do Temp. do berag Especificacdo (%)
forno 15°C forno 13°C (%)
(%) (%)
Impureza C 99 98 97
Solt. amos(tjra 95 - 105
contaminada - Impureza E 102 115 117
Sol. amostra -
0.05% Dipirona 100 107 107 90 - 107
Teor - Teor -
) Recuperacéo e a
Amostra Analito Temp. do Temp. do berag Especificacdo (%)
forno 15°C forno 17 °C (%)
(%) (%)
Sol. amostra Impureza C 99 % % 95 - 105
contaminada - Impureza E 102 110 112
Sol. amostra Dipirona 100 97 97 90 - 107

0,05%

5.1.9. Teste de membrana filtrante

A Tabela 5 e 6 mostra a adequacao do sistema para o teste de filtro para a variacédo
de filtro na solucdo padrdo e solucdo amostra. Os teores do pico de dipirona na solucao
Padrdo com diferentes volumes de descarte e diferentes membranas, foram comparadas
com a area do pico de dipirona na solucdo padrdo sem filtrar, e a porcentagem de
interferéncia foi calculada, conforme descrito na Tabela 6. Verifica-se que o filtro PET com
OmL de descarte apresentou um teor acima da especificacéo de 5,0% de variacéo, portanto,
deve-se atentar ao descarte do filtro para ndo comprometer a recuperacédo do padréo. Os
outros filtros testados, apresentaram dentro da especificacéo, ou seja, aptos para o uso da

filtragem da solucao padrao.

Tabela 9 - Resultados da verificacdo do sistema na solucio Padréo

Solucao Padrao

Parametros Experimental Especificacdo
DPR (%) - Reinjecdes 0,33
<5,0
ERA (%) 0,46
Solucgao Sensibilidade 64 210
Tabela 10 - Teste de filtro solugcdo padréo
Amostra Fitro Teor (%) Variacéo (%) Especz:;:)cagao
Sol. Padrdo  Sem Filtrar 100,66 - 50
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PET OmL 105,90 52

PET 2mL 101,37 0,7
PVDF OmL 104,42 3,7
PVDF 2mL 101,00 0,3
PTFE OmL 99,85 -0,8
PTFE 2mL 100,91 0,2

A recuperacdo do pico das impurezas C e E na solugcdo amostra com diferentes
volumes de descarte e diferentes membranas, ficaram dentro da especificacdo pré-
determinadas conforme descrito na Tabela 7. Observa-se que todos os filtros testados com
OmL ou 2mL de descarte, apresentaram dentro da especificacdo para a impureza C e E,

portanto, demostraram aptos para o uso da filtragem da solucdo amostra.

Tabela 11 - Teste de filtro solu¢do amostra

Amosta  Fwo  MPwemC mpwemE  speciicacis | Especiicacis
Sem Filtrar 0,023 0,102
PET OmL 0,025 0,102
PET 2mL 0,025 0,099

amsgslira PVDF OmL 0,026 0,102 0,50 0,15
PVDF 2mL 0,026 0,097
PTFE OmL 0,025 0,096
PTFE 2mL 0,026 0,101

Abaixo, nas Figuras 15 e 16, observa-se a sobreposicdo dos cromatogramas
referentes a solucdo padrdo e a solucdo amostra que nao foi filtrada e as que foram
submetidas ao teste de filtro e observa-se que ndo houve surgimento de picos secundarios

e nem mudanca no perfil cromatografico.
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Figura 15 - Overlay dos cromatogramas das Solu¢cfes amostras no teste de filtro

Além disso, o teste de filtro foi avaliado quantitativamente para as impurezas
inespecificas utilizando a solucdo de dipirona a 0,05%, e para as impurezas especificas
utilizando uma solucao teste contaminada na concentracdo do ponto médio da exatidao
0,50% e 0,15% para as impurezas C e E, respectivamente.

Os resultados para o teste estdo apresentados na Tabela 128, Tabela 9 e Tabela 10.
Os dados mostram que todos os filtros sdo uma alternativa no processo de filtragem
podendo ser empregado na rotina laboratorial caso haja necessidade, uma vez que todos
os critérios de recuperacdo foram atingidos para as impurezas, bem como o critério de

pureza espectral.

Tabela 12 - Teste de filtro para impurezas especificas C - Matéria prima

Amostra Fitro Teor (%) Recuperacéo (%)* DPR (%)2

Sem Filtrar 98 - -
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PET OmL 98 100 0,00

PET 2mL 99 101 0,72

Sol. amostra PVDF OmL 99 101 0,72
contaminada —

Impureza C 0,5% PVDF 2mL 99 101 0,72

PTFE OmL 98 100 0,00

PTFE 2mL 99 101 0,72

1
Especificagéo para a média é de 95 - 105%.

2
Especificagao para o DRP é de 3,7%.

Tabela 13 - Teste de filtro para impurezas especificas E - Matéria prima

Amostra Fitro Teor - ,(Ao\/l;c)eragéo Recu([;)/((:,)rlagéo DPR (%)?
Sem Filtrar 102 - -
PET OmL 105 103 2,05
PET 2mL 101 99 0,70

Sol. amostra
contaminada — PVDF OmL 103 101 0,69
Impureza E 0,15%

PVDF 2mL 103 101 0,69
PTFE OmL 99 97 2,11
PTFE 2mL 103 101 0,69

1 L s 4
Especificagdo para a recuperagéo é de 95 - 105%.

Especificagdo para o DRP é de 3,7%.

Tabela 14 - Teste de filtro para impurezas inespecificas — Matéria prima

Amostra Fitro Teor - (AO/I:)eragéo Recu(%rlagéo I(DOZ)IE
Sem Filtrar 104 - -

PET OmL 104 100 0,00

Sol. amostra PET 2mL 105 101 0.68

contaminada - PVDF OmL 104 100 0,00

Impureza

Inespecifica 0,05% PVDFE 2mL 105 101 0,68

PTFE OmL 100 96 2,77

PTFE 2mL 104 100 0,00

1 X ~ P
Especificagéo para a média é de 90 - 107%.

2
Especificagcdo para o DRP é de 5,3%.

Abaixo, nas Figuras 17, 18 e 19, observa-se a sobreposicdo dos cromatogramas
referentes a solugdo amostra contaminada com a impureza C a 0,5% e a impureza E 0,15%
e Dipirona 0,05% que néo foi filtrada e as que foram submetidas ao teste de filtro, observa-
se que nao houve surgimento de picos secundarios e nem mudangca no perfil

cromatografico.
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5.1.10. Teste de extracéo

O teste de extracédo foi realizado no momento do preparo da solucdo amostra a

concentracdo de 8,5 mg.mL! variando

o tempo de ultrassom. Devido ao fato da molécula
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de dipirona apresentar baixa estabilidade quimica, o preparo da amostra € um fator
importante devido ao surgimento de impurezas que podem ser oriundas da degradacéo do
farmaco. A Tabela 15 mostra o teor de impurezas especificas C e E e pode observar que
nao houve variagdo significativa entre sem uso de ultrassom, 1 minuto de ultrassom e 3

minutos de ultrassom, ndo comprometendo a extragdo do produto e sua impurezas.

Tabela 15 - Avaliacdo quantitativa de impurezas - teste de extracao.

Teor — Impureza E Teor —Impureza C

0, 0,
Amostra Tempo (%) DPR (%) (%) DPR (%)
0,12 0,04
Sem 0,12 1,3 0,04 2.0
Ultrassom
0,12 0,04
0,13 0,03
1 min
Sol. amostra Ultrassom — 0,13 1,5 0,03 5,0
Preciséao Il
0,13 0,03
0,13 0,04
3 min 0,13 13 0,04 3,5
Ultrassom
0,12 0,04
Especificacdo - £5,3% - <5,3%

5.1.11. Teste de estabilidade

Para a analise da estabilidade do padrdo e das amostras, preparou-se uma solucao
padrao e solucao teste conforme o método analitico, com a finalidade de verificar por quanto
tempo essas solucdes podem ser utilizadas para quantificar as impurezas de Dipirona. O
padrao foi injetado no tempo inicial e nos tempos aproximados de 7, 11, 15, 19, 28, 34 e 42
horas. Durante esse tempo, o padrédo permaneceu armazenado no rack do equipamento,
protegido da luz. Na Tabela 12 verifica-se os resultados da recuperacao dos padrées ao
longo do tempo, o teor médio dos padrdes foi 102,48 % com um DPR de 0,85%, indicando

uma boa estabilidade.

Tabela 16 - Avaliacdo quantitativa dos padrdes - teste de estabilidade.

Tempo Média Teor médio 0
Amostra (horas) Padroes (%) (%) DPR (%)
7 101,09
Sol.
padréo 11 102,19 102,48 0,85
15 102,26
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19 103,30

28 101,89
34 103,54
42 103,09

As solucdes testes foram injetadas imediatamente apds o preparo e depois com
aproximadamente 4, 8, 12, 16, 24 e 30 horas novamente. Na tabela 13, comprova que a
solucdo amostra se manteve estivel por aproximadamente 30 horas, demonstrando a

recuperacédo dentro da especificacdo em todas as injecdes durante esse periodo de tempo.

Tabela 17 - Avaliagdo quantitativa de impurezas - teste de estabilidade.

Amostra ;I;]eorrsg)sc; lmsﬂlzi%; c Especz(i;:;:agéo MédiaEIr(r;/t))ureza Especé(i)z)cagéo
0 0,02 0,12
4 0,02 0,12
Sol. 8 0,03 0,12
amostra 12 0,03 0,5 0,12 0,15
16 0,03 0,12
24 0,03 0,12
30 0,03 0,12

Abaixo, nas Figuras 20 e 21, observa-se a sobreposicdo dos cromatogramas
referentes a solugdo padréo e a solugcdo amostra que foram submetidas ao teste de
estabilidade, observa-se que ndo houve surgimento de picos secundarios e nem mudanca

no perfil cromatogréfico.
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Figura 20 — Solugdo amostra matéria prima em diferentes tempos de injecéo - estabilidade.

Os resultados apresentados demostraram que o teste de estabilidade do padrdo e da
amostra ndo afetou a capacidade do método em determinar quantitativamente e
qualitativamente as impurezas especificas e inespecificas de dipirona. Dessa forma, pode-

se afirmar a estabilidade do padrdo de 42 horas e da amostra de 30 horas
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6. SELETIVIDADE

6.1 Estrutura

A molécula de dipirona possui grupos funcionais: fenil, metassulfonato de sédio, amina
terciéria e pirazol, que podem ser visualizados na Figura 22. Os grupos mais suceptiveis a

decomposicdo com a degradacéao forcada sdo as aminas terciarias e o grupo pirazol.

! v [ )} Metassulfonato de sodio
1
¥

\D=5=0/ s~ Amina terciana
O Pirazol
) Fenil

Figura 21 - Estrutura da Dipirona com seus grupos funcionais evidenciados.

6.1.1 Condi¢cOes de degradacao forcada para a estrutura da Dipirona

Para comprovar a seletividade do método a amostra de matéria-prima foi submetida
a degradacao for¢cada nas condicbes mencionadas na Tabela 14.

Tabela 18 — Condi¢bes de estresse e tempo de exposi¢do da Dipirona.

Amostra Condigéo de estresse Tempo de exposigéo
Controle - -
Estresse acido HCI 0,01 M 6 minutos
Estresse alcalino NaOH 0,50 M Imediato
Estresse oxidativo H202 0,15 % 6 minutos
Estresse ions metalicos FeCls 2,0 mM 12 horas
Estresse Fotolitico 1,2 milhdes lux/h Tempo suficiente para 2 ciclos
Estresse Climéatico 75% U.R./40°C 10 dias
Estresse Térmico 60 °C 10 dias

6.1.2 Avaliacdo de homogeneidade espectral
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Seguindo as recomendacOes de avaliagdo de homogeneidade espectral foi
comprovada de acordo com as diretrizes do software Empower® 3, com o auxilio do
detector de arranjo de fotodiodos, capazes de demonstrar a homogeneidade espectral do
pico do ativo principal, avaliando todas as solu¢des (padrdes e amostras) através da anélise
da pureza do pico cromatografica, a qual verifica se um pico € espectralmente puro
comparando-se o valor de purity angle (angulo de pureza) com o de purity threshold (limite
de pureza). Quando se obtém valores de purity angle inferiores a valores de purity threshold
e as curvas ndo cruzam no purity plot em toda a extensdo do pico, 0 mesmo € considerado
espectralmente puro.

Verificou-se que o sinal analitico de dipirona (Max Plot) excedeu a faixa dinamica do
detector (Figura 24), a qual o fabricante recomenda estar entre 0,1 a 1 AU. Fora desta faixa,
a avaliacdo da homogeneidade espectral é prejudicada devido a perda de sensibilidade do
detector fotométrico.

4,004

T T T T T T T T T T T T T T T T T
o,00 200 400 s00 800 10,00 1200 1400 1600 1800 20,00 2200 2400 26,00 2200 30,00 32,00 3400
Minutes

~ _ i

—— PDA Max Plot 190,0 - 800.0 @1 - PDA: Spectrum - PDA: Spectrum, 190400 nm

Figura 22 — Cromatograma da solugdo amostra verificada no Max Plot

Com isso, optou-se em fazer a analise da pureza espectral com a solucao amostra de
concentragdo 1249,5 ug.mL* em todas as condicdes testadas, garantindo o sinal analitico

da dipirona monoidratada dentro da faixa dinamica do detector (Figura 25).
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Figura 23 — Cromatograma da solugdo amostra 1249,5 pug.mL* verificada no Max Plot

O grafico de purity plot, fornecem o valor de pureza, pode ser obsevado que a linha
do purity angle ndo ultrapassa a linha do purity threshold no purity plot demonstrando a
homogeneidade espectral do ativo. A pureza de pico foi avaliada na solucdo amostra

controle e estressada com concentracdo de 1249,5 ug.mL?! nos parametros de pureza

apresentados na Figura 26.

0,20+ | -k
| Ayto Threshold || -
2 E'-1'J—_ | . r5::-.-:-:- g
1 | |
. | g i
| J
- \ 4 B
0,00 e —— | 000
1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 | I
260 2080 21,00 21,20 21,40 21,60
Mrtes
PA- 0,060 TH: 0,254
Componanie: Dipirona
Purity
——— Auto Threshold

Figura 24 — Purity plot da Solu¢cdo amostra 1249,5 ug.mL-1 de Dipirona Monoidratada para avaliacéo da
homogeneidade espectral

A Figura 27 representa um tipico cromatograma obtido com a solugdo padrdo de
dipirona, no método analitico em questdo, que juntamente com o espectro de absorcéo no

UV do ativo (Figura 28), sao utilizados ao longo das analises para identificacdo do pico do
ativo.
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Figura 25 — Cromatograma da solucao padrao de Dipirona.

20,741 Dipirona

0,00204

0,00151

0,00104

0,00051

0,00004

220,00 240,00 260,00 280,00 300,00 320,00 340,00 360,00 380,00 400,00
nm

Figura 26 — Espectro de absorcdo na regido UV-Vis para Dipirona na solucao padréo.

O intervalo estipulado foi de 210 nm a 400 nm, uma vez que o solvente utilizado na
analise, a trietilamina usada na solu¢édo tampéao possui absorbancia significativa antes de

210 nm. O noise spectrum da faixa estipulada (Figura 27) demostra que ndo apresenta
interferéncia.
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Seguem, na Tabela 15, os valores de purity angle/ purity threshold para o pico de

dipirona nas solucdes testes, bem como nas solu¢des submetidas a estresse quimicos e

fisicos.

Tabela 19 — Resultados da avaliagéo de pureza de pico para o pico da dipirona na amostra para o

fabricante 1 e fabricante 2 (purity angle/ purity threshold).

amostra PO deAmosta il o
Padréo 0,033 0,285
Amostra Controle 0,037 0,289
HCI 0,01M 0,034 0,310
Amostra Controle 0,060 0,254
NaOH 0,5M 0,044 0,276
H20.0,15% 0,032 0,278
' Amostra Controle 0,033 0,246
FeCls 2mM 0,040 0,251
Amostra Controle 0,025 0,222
Temperatura 0,022 0,218
Umidade 0,020 0,216
Fotolitico (UV) 0,020 0,216
Amostra Controle 0,033 0,284
HCI 0,01M 0,039 0,300
2 Amostra Controle 0,022 0,248
H>0-0,15% 0,041 0,271
Amostra Controle 0,034 0,247
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NaOH 0,5M 0,045 0,258

FeCls 2mM 0,039 0,256
Amostra Controle 0,022 0,219
Temperatura 0,022 0,219
Umidade 0,023 0,218
Fotolitico (UV) 0,022 0,218

Os valores de purity angle sdo menores que os de purity threshold, indicando que ha

homogeneidade espectral.

6.1.3 Amostras de degradacao 4cida, alcalina, oxidativa e ion metalico

6.1.3.1 Estresse Branco

Na Figura 30, apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas referentes a Solugao
Branco submetida a estresse em meio acido, basico, peroxido e ions metalicos (com zoom),
observa-se que ndo houve surgimento de picos secundarios e nem mudanca no perfil

cromatografico quando comparado com o branco controle.
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——— SampleName: Branco

——— SampleName: Branco HCI
SampleName: Branco NaOH
SampleName: Branco H202

——— SampleName: Branco FeCI3

Figura 28 — Sobreposicdo dos cromatogramas da solucéo branco exposta a degradagédo acida, basica,
peroxido e ions metalicos

6.1.3.2  Estresse Acido — HCI 0,01 M

As amostras de matéria-prima para o fabricante 1 e 2 foram mantidas sob estresse
acido com HCI 0,01 M por 6 minutos e depois neutralizadas antes da injecdo com auxilio

de solucéo alcalina a fim de cessar a degradacao e nédo causar deformacao nos picos. Os
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resultados dos teores obtidos para as amostras de dipirona, tanto controles quanto

amostras submetidas ao estresse acido, estao descritos na Tabela 20.

Tabela 20 - Resultados das amostras submetidas a estresse acido

Tempo
e x de o Impurezas o
Identificacdo exposica Teor (%) Totais (%) Balanco (%)
0
IFA Controle Fabricante 1
N/A 103,95 0,16 -
L:1
IFA Fabricante 1 HCI 0,01 M L: _ 6 91,82 7.95 95.83
1 minutos
IFA Controle Fabricante 2
N/A 102,85 0,16 -
L:2
IFA Fabricante 2 HCI 0,01 M
6 91,01 7.82 96,81
L:2 minutos

O ativo se mostrou susceptivel a degradacdo acida, resultando em decaimento
superior a 10%. A formacdo da impureza apresentou teores de 7,95% e 7,82% e a
recuperacdo da solugdo degradada em comparacao a controle foi de 95,83% e 96,81%
para os fabricantes Fabricante 1 e Fabricante 2 demostrando dentro da especificagéo 95 -
105%. Nessa condicdo foi visualizado o pico predominante da impureza C
aproximadamente 7,70% e o pico da impureza E 0,06%. E possivel observar que a amostra
controle apresentou o pico da impureza E em 0,13% e a amostra degradada na condi¢cao
acida 0,06%, demostrando a degradacédo da impureza e possivel formacdo de impurezas
secundéarias sem grupamento cromoéforo. Foram geradas duas impurezas durante o
estresse, a impureza E e a Impureza C que possui resolucao de aproximadamente 11 em
relacdo ao ativo. Assim, verifica-se que a dipirona € instavel quando exposta a extrema

condicao &cida.

6.1.3.3 Estresse Alcalino — NaOH 0,50 M

As amostras em estresse basico ficaram expostas pelo ao degradante (NaOH 0,50 M)
e foram neutralizadas imediatamente antes da injecdo com auxilio de solu¢do &cida a fim
de cessar a degradagcdo e nao causar deformacdo nos picos. Os resultados estédo

apresentados na Tabela 17.

Tabela 21 - Resultados das amostras submetidas a estresse basico.

Identificagdo Te(;r:apo Teor (%) Impurezas (%) Balanco (%)
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exposic

ao
IFA Controle Fabricante 1
N/A 103,26 0,20 -
L:1
IFA FabrlcantLe- 11NaOH 0,50 M Imediato 88.43 7.94 93.15
IFA Controle Fabricante 2
N/A 101,68 0,15 -
L:2
IFA Fabricante 2 NaOH 0,50 M .
L2 Imediato 82,69 14,00 94,95

O ativo se mostrou susceptivel a degradacédo bésica, resultando em decaimento
superior a 10%. A formacdo da impureza apresentou teores de 7,94% e 14,00% e a
recuperacdo da solucdo degradada em comparacdo a controle foi de 93,15% e 94,95%.
Nessa condicao foi visualizado o pico predominante da impureza C aproximadamente 7,70
e 13% para os dois fabricantes e o pico da impureza E cerca de 0,07%. E possivel observar
gue a amostra controle do fabricante da Fabricante 1 apresentou o pico da impureza E em
0,12% aproximadamente e a amostra degradada na condicéo basica 0,07%, demostrando
a degradacao por hidrélise da impureza e possivel formacgéo de impurezas secundarias sem

grupamento croméforo.

6.1.3.4 Estresse Oxidativo — H202 0,15%

As amostras matéria-prima foram mantidas sob estresse oxidativo com H202 0,15%
por 6 minutos. Os resultados dos teores obtidos para as amostras de dipirona, tanto
controles quanto amostras submetidas ao estresse oxidativo, estdo descritos na Tabela
208.

Tabela 22 - Resultados das amostras submetidas a estresse oxidativa.

. . Tempo de 0 0 0
Identificacdo eXpOSiGAo Teor (%) Impurezas (%) Balancgo (%)
IFA Controle Fabricante 1
N/A 103,26 0,20 -
L:1
IFA Fabricante 1 H20> .
0.15% L: 1 6 minutos 91,18 14,52 102,1
IFA Controle Fabricante 2
N/A 101,03 0,15 -
L:2
IFA Fabricante 2 H,O:
0,15% 6 minutos 83,66 16,86 99,36
L:2
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A Dipirona foi rapidamente degradada nessa condi¢cao e gerou picos da impureza B
cerca de 0,10%, impureza D entre 0,92 e 0,95% com resolucdo de 4,13 em relacdo a
impureza C, impureza E entre 0,39 e 0,96% e a impureza C entre 12,01 e 13,32%, com
resolucdo em torno de 5 em relacao ao ativo. Houve maior variabilidade nas degradacdes
entre os diferentes fabricantes que pode ser justificada pela rapida degradacdo. Como o
tempo estipulado foi em torno de 6 minutos, a cinética de degradacédo é muito rapida e faz
com que qualquer variacdo minima no tempo do preparo entre as solucdes ja apresente
variacao nos resultados. Desta forma, é possivel afirmar que a dipirona é instavel quando

exposta a condicdo oxidativa.

6.1.3.5 Estresse por ions metalicos — FeClz 2 mM

As amostras matéria-prima foram mantidas sob estresse por ions metalicos com
FeClI3 2 mM por 12 horas. Os resultados dos teores obtidos para as amostras de dipirona,
tanto controles quanto amostras submetidas ao estresse por ions metalicos, estdo descritos
na Tabela 209.

Tabela 23 - Resultados das amostras submetidas a estresse ions metalicos

Tempo de

1fi 3 0, 0, 0,
Identificacdo eXpOSiCAo Teor (%) Impurezas (%) Balanco (%)
IFA Controle Fabricante 1
N/A 102,43 0,14 -
L:1
IFA Fabricante 1 FeCls 2
mM 12 horas 92,12 3,39 93,12
L:1
IFA Controle Fabricante 2
N/A 101,68 0,15 -
L:2
IFA Fabricante 2 FeCls 2
mM 12 horas 91,20 3,38 92,88
L:2

A Dipirona foi susceptivel a degradacdo metalica apresentando decaimento superior

a 10%. Nesta condicdo houve o aparecimento da impureza A, o aumento da impureza E

0,39% com resolucéao de 4,87 em relagéo a impureza A e da majoritaria impureza C com
aproximadamente 3,0% com resolucéo de 7,13 em relag&o ao ativo.

A analise foi conduzida mantendo a Dipirona em estresse por um intervalo suficiente

a geracao de cerca de 3% de impurezas. Nos resultados obtidos o teor das impurezas

manteve-se cerca de 3,4% e a recuperacéao frente a controle foi aproximadamente 93%.

Durante esse estudo foi verificado que quando exposta a estresse ions metalicos, a dipirona

passa a ter degradacgfes secundarias e é possivel que haja a perca de grupos croméforos
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na molécula. Assim, conclui-se que dipirona monohidratada € instavel quando exposta a

solucéo de ions metalicos.

6.1.4 Amostras de degradacao fotolitico, temperatura e umidade

Na Tabela 20 observa-se as amostras sob as condicfes de estresse de temperatura,
umidade e radiagcdo UV, apresentaram-se estavel durante o tempo de exposicao
trabalhado, mostrando uma boa estabilidade do farmaco e nenhuma degracéo significativa
foi observada.

Tabela 24 - Resultados das amostras em estresse fotolitico, térmico e umido.

Tipo de Teor

Lote da amostra Amostra (%) Impurezas (%) Balango (%)

Controle 98,71 0,16 -

Temperatura 101,04 0,16 102,36

' Umidade 99,08 0,15 100,36

Radiacéo UV 99,81 0,20 101,15
Controle 100,53 0,18 -

Temperatura 100,50 0,25 100,04

? Umidade 101,22 0,16 100,67

Radiacéo UV 99,25 0,22 98,77

6.1.5 Discussao da Seletividade

Nos cromatogramas referentes aos brancos e diluente utilizados na avaliacdo de
seletividade ndo foram observados picos que afetassem a seletividade do método.

Com base nos resultados obtidos para as condi¢des testadas, foi possivel observar
gue o ativo se mostrou susceptivel a degradacdo em meios acido, basico, peréxido e ion
metalico e demonstra que o produto permanece estavel quando submetido ao estresse
umido, fotolitico e térmico, ndo apresentando variagao significativa no seu teor durante o
periodo de estudo.

Conforme descrito na literatura, a dipirona é facilmente hidrolisada em solugdes
aquosas, sendo que os principais produtos formados sdo o hidroximetanosulfonato e a 4-
metilaminoantipirina3®>6, sugerindo uma decomposicdo de natureza hidrolitica (Figura 31).
Moléculas contendo um atomo de carbono com quatro ligacbes simples a outros atomos,
sendo pelo menos dois dos quais sdao oxigénio, nitrogénio ou enxofre, podem sofrer

clivagem hidrofilica. A hidrélise, que pode ser acelerada pelo calor ou pela presenca de um
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catalisador de carater acido, libera o atomo de carbono como um derivado de carbonila e o

atomo de oxigénio, nitrogénio ou enxofre como um derivado protonado?”’.
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Figura 29 — Decomposicéao hidrolitica da Dipirona?2.

Através da administracédo oral, a dipirona € rapidamente hidrolisada na porcao ativa
4-metilaminoantipirina, com biodisponibilidade absoluta de 90%?° esse fato demonstra a
sucetibilidade a degradacgdo por meio hidrolitica33-",

Outro estudo realizado por ERGUN. H, et al.>> demonstra a degradacdo da molécula
de dipirona por meio hidrolitico variando fatores como concentracdo, temperatura e pH. A
Figura 16, demostra a relacédo entre a area de Dipirona e 4-metilaminoantipirina (4-MAA)
em funcdo do tempo, a amostra foi diluida com agua pH 7,4 e posteriormente analisada por
cromatografia liquida. Na representacdo grafica da Figura 32 é possivel verificar a
decomposicdo da Dipirona e a formacao da 4-metilaminoantipirina resultado semelhante ao

encontrado nesse estudo?S.
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Figura 30 — Decomposigao hidrolitica da Dipirona e aumento da 4-metilaminoantipirina?®
Segundo Diogo, 2003*°, a Dipirona em sua forma sélida pode ser oxidadada a 4-
formilaminoantipirina. A hidrolise acida leva a formagcao de 4-formilmetilaminoantipirina,
enquanto em solugbes aquosas neutras, a dipirona estd em equilibrio com
hidroximetanossulfonato de sédio e 4-metilaminoantipirina (Impureza C). A 4-
metilaminoantipirina (Impureza C) pode ser oxidada e hidrolisada por duas vias, uma

levando a formacao de acido metilrubazénico através da 4-aminoantipirina (Impureza B) e
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iminobisantipirina e a outra leva a bismetilantipirina obtida da reacdo entre a 4-

metilaminoantipirina (Impureza C) e a 4-aminoantipirina (Impureza B).
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Figura 31 — Rota de degradacao de Dipironat®

Todos os resultados citados acima reforcam os encontrados neste estudo. Para as
condi¢Oes forcadas de temperatura, umidade e radiag&o ultravioleta, a Dipirona demonstrou
estabilidade, sem decaimento significativo no teor. Ja para as condicfes acida, basica,
oxidativa e metalica o ativo demonstrou instabilidade. Com a exposicdo a esses
degradantes, houve decaimento do teor superior a 10% e visualizou-se a formacao de
produto de degradacdo com resolucdo acima de 2 em relagcdo ao ativo. Para todas as
condicdes analisadas a Dipirona apresentou pureza cromatogréfica.

Sendo assim, 0 método demonstra capacidade de identificar e separar o ativo dos
seus produtos de degradacao, quantificando o ativo com confiabilidade mesmo ap0s a sua
exposicdo a condi¢gdes forcadas de degradacdo. O método é indicativo de estabilidade

considerando sua performance frente as condi¢bes potenciais de degradacao.
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6.2. Linearidade

6.2.1 Avaliacéo fator resposta das impurezas C e E

A avaliacéo da linearidade foi efetuada mediante a obtenc¢do de curva analitica com
nove niveis de concentracao e trés réplicas em cada nivel, compreendendo o intervalo de
0,03% a 0,60% para Dipirona e para as Impurezas C e E foi avaliado com cinco niveis de
concentracéo e trés réplicas em cada nivel, compreendendo o intervalo de 0,03% a 0,60%
e 0,03% a 0,18%, respectivamente, da concentracdo nominal da amostra (8500 pg.mL™?)
abrangendo o intervalo de concentracéo de 2,55 a 51,00 pg.mL 1 de dipirona monoidratada.

Séo apresentados nas Figuras 34, 35 e 36 os gréaficos de linearidade, para avaliacao

da regresséo linear com a respectiva equacao da reta.

Linearidade Dipirona

® 10p000
< 8p000
6p000 y = 2959,4x + 418,85
4p000 R? =0,9994
2p000
-5 5 15 25 35 45 55
pg.mL?!
Figura 32 — Curva analitica para Dipirona.
Linearidade Impureza C
3096868
25p000
20p000
@
© 15po00
10p000 y = 4652x - 1748
2 _
chooo R?=0,9996
5 5 15 25 35 45 55
pug.mL?

Figura 33 — Curva analitica para Impureza C.
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Linearidade Impureza E
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Figura 34 — Curva analitica para Impureza E.

Nas Tabela 25 a 23 séo apresentados os resultados da analise de variancia (ANOVA)
da regresséo. Observamos que F calculado (MQregressao/MQresiduo) foi maior que F tabelado.
Valores estatisticamente significativos (Fcaic > Ftab) indicam uma relacéo linear entre as duas
variaveis.

Tabela 25 — Resultados de teste ANOVA para Dipirona.

MQ Fcalculado . I':.de ~
significacdo
Regressédo 6,48.101°
Residuo 1,68.106 38482,84 2,26.104

Total -

Tabela 26 — Resultados de teste ANOVA para Impureza C.

MQ Fcalculado . I_:.de ~
significacdo
Regresséo 1,09.1011
Residuo 3,72.108 29271,29 3,50.10%

Total -

Tabela 27 — Resultados de teste ANOVA para Impureza E.
F de

MQ Fcalculado L ~
significacdo
Regressédo 2,17.10°
Residuo 7,91.10° 2747,904 1,63.1016

Total -

Pela avaliacdo dos dados apresentados na Tabelas 24 é possivel verificar a
significancia dos coeficientes linear (intersecao) e angular (variavel X 1). Considerando que
o p-valor foi maior que 0,05, conclui-se que o parametro ndo € significativo para o modelo,

Ou Seja, 0 intercepto ndo é estatisticamente diferente de zero.
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Tabela 28 — Dados dos coeficientes de regressé@o segundo teste ANOVA para Dipirona.

valor-P Dipirona valor-P Imp. C valor-P Imp. E
Intersecdo 0,28 0,07 0,07
Variavel X 1 2,26.104 3,50.10% 1,63.1016

Na Tabela 25 sdo apresentados os resultados dos testes estatisticos da regressao linear
obtida a partir da curva analitica.

Tabela 29 — Resultados da Estatistica de regressao Dipirona, Impureza C e Impureza E

Dipirona Impureza C Impureza E Critério
R multiplo 1,000 1,000 0,998 0,990
R-Quadrado 0,999 1,000 0,995 3
R-quadrado ajustado 0,999 1,000 0,995 )
Observacdes 27 15 15 -

Na regressao linear simples, o modelo ajustado precisa ser validado para que 0s
resultados sejam confidveis. A analise visual dos residuos em conjunto com os testes de
Cochran e Grubbs foram utilizados para validar a adequabilidade do modelo de regresséao.
Em um modelo bem ajustado, os residuos devem ser independentes, apresentar variancia
constante para os diferentes niveis, possuir distribuicdo normal e aleatéria®*.

De acordo com a avaliagédo da distribuicao dos residuos (Figura 3537 a 39) conclui-se
gue os erros sao independentes e de variancia constante uma vez que 0s pontos se
apresentaram distribuidos de forma aleatéria em torno da reta de residuo zero, com

variancia homogénea no inicio e no final das observacdes.

Plotagem de residuos Dipirona

Residuos
o

Variavel X 1

Figura 35 — Grafico de Residuos para Dipirona.
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Plotagem de residuos Impureza C
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Figura 36 — Gréfico de Residuos para Impureza C.
Plotagem de residuos Impureza E
3
2
w 1
o
>
T 0
g 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Variavel X 1

Figura 37 — Grafico de Residuos para Impureza E.

Adicionalmente os resultados do teste estatistico de Cochran para homogeneidade
das variancias demonstrou que os residuos sdo homocedasticos em um nivel de
significancia de 5% para Dipirona, impureza C e Impureza E o qual deve atender aos
critérios (C calculado < C tabelado) (Tabela 26).

Tabela 30 — Resultados do teste estatistico de Cochran.

Composto C calculado C tabelado

Dipirona 0,4209 0,4775
Impureza C 0,2989 0,6838
Impureza E 0,5325 0,6838

Para verificar a ocorréncia de valores extremos (outliers) utilizou-se o teste de Grubbs.
Dentre os 27 residuos obtidos na construcéo da regresséo linear da Dipirona e 15 residuos

obtidos na construcéo da regressao linear das Impurezas C e E ndo houve a ocorréncia de
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nenhum valor extremo (outlier), pois nenhum valor calculado foi maior que o valor tabelado

conforme as Tabelas 27 a 29.

Tabela 31 — Resultados de variancia - teste de Grubbs para Dipirona.

Concentragéo G catoutad G tabelado (N = 27, P =
(%) 0,05)
0,70
0,03% 0,43
0,36
0,77
0,05% 0,54
0,56
0,77
0,06% 0,54
0,50
0,57
0,11% 0,33
0,83
0,77
0,15% 0,60 2,70
0,15
0,63
0,18% 0,67
0,31
0,15
0,30% 0,90
2,30
0,86
0,50% 0,27
0,95
0,99
0,60% 2,68
1,96

Tabela 32 — Resultados de variéncia - teste de Grubbs para Impureza C.

Concentrago G G tabelado (N = 15, P =
(%) calculado 0105)

0,19

0,03% 0,18
0,07
1,04

0,15% 1,18
0,64
2,17

0,30% 1,77 2,41
0,04
0,17

0,50% 0,90
0,55
0,97

0,60% 0,45
0,94
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Tabela 33 — Resultados de variancia - teste de Grubbs para Impureza E.

Concentracgéo G G tabelado (N = 15, P =
(%) calculado 0’05)

0,80

0,03% 0,95
0,02
1,03

0,07% 1,13
0,48
0,83

0,11% 0,12 2,41
0,18
1,91

0,15% 0,27
1,24
0,69

0,18% 0,15
1,84

A partir dos dados apresentados, podemos concluir que o método analitico em
validacdo é capaz de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao
de dipirona. A conclusédo é fundamentada na relagéo linear comprovada na faixa de 2,55 a
51,00 pug.mL ! estabelecida para o método para as impurezas C e E. Com estes resultados

foi possivel determinar o fator resposta de cada impureza conforme a Tabela 30.

Tabela 34 — Determinacéo do fator resposta

Curva Coeficiente angular Fator resposta relativo
Dipirona 2959,431398 -
Impureza C 4652,032117 1,57
Impureza E 2623,886525 0,89

6.3. Exatidao/Precisado

6.6.1 Precisdo 1° dia e 2° dia / Exatiddo — Impurezas Inespecificas

Os resultados de recuperagéo e repetibilidade no preparo das amostras estao

apresentados na Tabela 35.
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Tabela 35 — Exatidao/Preciséo 1° dia (repetibilidade) e 2° dia (intermediaria) para impurezas inespecificas.

Recuperacéo Média Especificacdo DPR 1°dia DPR 2°dia Especificacdo
(%) rec. (%) (%0) (%0) (%0) (%)

96
0,03 % 106 102 50 1,0
103
98
0,05% 101 101 90 - 107 3,0 2,2 =5,3%
104
100
0,06% 101 101 1,0 2,3
102

Nivel

Conforme os resultados apresentados na Tabela 35, os valores individuais, as
médias de recuperacao e o desvio padrado relativo (DPR%) entre os preparos das amostras
de dipirona nas concentracfes avaliadas estdo de acordo com os critérios de aceitacao
estabelecidos para o parametro de exatiddo e precisdo repetibilidade e intermediaria.
Sendo assim, o método desenvolvido possui exatiddo e precisdo adequada nos niveis de
concentracdo entre 2,55 pg.mL?* a 5,10 pg.mL*? para as impurezas inespecificas em

dipirona monoidratada.

6.6.2 Reprodutibilidade — Impurezas Inespecificas

A Tabela 3632 apresenta os dados compilados da precisdo 1° dia e 2° dia para
avaliacao da reprodutibilidade do método, o seu contetdo expressa a proximidade entre os
resultados obtidos da analise de uma mesma amostra no mesmo laboratério em pelo
menos dois dias diferentes, realizadas por operadores distintos, contemplando as mesmas

concentragbes e mesmo numero de determinacdes.

Tabela 36 — Reprodutibilidade — impurezas inespecificas.

Nivel Teor Teor DPR Especificagéo (%)
(%) 1° dia (%) 2° dia (%) (%)
95 101
0,03 % 104 99 3,3
102 100
97 100 DPR<8
0,05% 100 105 3,0
103 105
0,06% 99 100 1,7
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100 104

101 100

6.6.1 Precisdo 1° dia e 2° dia / Exatiddo — Impureza C — Impureza Especifica

Os resultados de recuperacdo e repetibilidade no preparo das amostras estdo

apresentados na Tabela 3533.

Tabela 37 — Exatidao/Precisdo 1° dia (repetibilidade) e 2° dia (intermediaria) para Impureza C

Recuperacgéo Média  Especificagdo DPR 1°dia DPR 2°dia Especificagao
(%) (%0) (%) (%) (%) (%)

96

Nivel (%)

0,03 % 96 96 90 - 107 0,2 3,0 <5,3%
96
101

0,50% 98 99 17 0,7
98
101

95 - 105 <3,7%

0,60% 103 101 1.8 1.6
100

Conforme os resultados apresentados na Tabela 3533, os valores individuais, as
médias de recuperacao e o desvio padrao relativo (DPR%) entre os preparos das amostras
de impureza C matrizada com Dipirona nas concentracfes avaliadas estdo de acordo com
0os critérios de aceitacdo estabelecidos para o parametro de exatiddo e precisao
repetibilidade e intermediaria. Sendo assim, o método analitico possui exatidado e precisao
adequada nos niveis de concentracéo entre 2,55 ug.mL* a 51,00 ug.mL! para a Impureza

C em dipirona monoidratada matéria-prima.

6.6.2 Reprodutibilidade — Impureza C — Impureza Especifica

A Tabela 3634 apresenta os dados necessario para determinacdo da reprodutibilidade
do método, 0 seu contetdo expressa a proximidade entre os resultados obtidos da anélise
de uma mesma amostra no mesmo laboratério em pelo menos dois dias diferentes,
realizadas por operadores distintos, contemplando as mesmas concentracées e mesmo

namero de determinacdes.
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Tabela 38 — Reprodutibilidade — Impureza C

Nivel Teor Teor DPR Especificacio (%)
(%) 1° dia (%) 20 dia (%) (%) P Gao (7o
96 95
0,03 % 96 98 2 <8
96 93
101 104
0,50% 08 103 3
98 103
<6
101 105
0,60% 103 104 2
100 102

6.6.3 Precisdo 1° dia e 2° dia / Exatidao — Impureza E — Impureza Especifica

Os resultados de recuperacdo e repetibilidade no preparo das amostras estéo

apresentados na Tabela 35.

Tabela 39 — Exatidao/Preciséo 1° dia (repetibilidade) e 2° dia (intermediaria) para Impureza E

Recuperagdo Média Especificagdo DPR 1°dia DPR 2°dia
(%) (%) (%) (%) (%)

101
0,03 % 102 103 90 - 107 3,6 4,1 <5,3%
107
104
0,15% 102 102 19 1,9
100
104

Nivel (%) Especificagao (%)

95 - 105 <£3,7%

0,18% 103 102 2,5 11
99

Conforme os resultados apresentados na Tabela 3535, os valores individuais, as
médias de recuperacao e o desvio padrao relativo (DPR%) entre os preparos das amostras
de Impureza E nos niveis avaliados estdo de acordo com os critérios de aceitacao
estabelecidos para o parametro de exatiddo e precisao repetibilidade e intermediaria.
Concluindo assim, o método analitico possui exatidao e precisao (repetibilidade) adequada
nos niveis de concentracdo entre 2,55 pg.mL?* a 15,30 pg.mL* para a Impureza E em

Dipirona Monoidratada matéria-prima.
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6.6.4 Reprodutibilidade — Impureza E — Impureza Especifica

A Tabela 3636 apresenta os dados necessario para determinacdo da precisédo
intermediaria, o seu conteudo expressa a proximidade entre os resultados obtidos da
analise de uma mesma amostra no mesmo laboratério em pelo menos dois dias diferentes,
realizadas por operadores distintos, contemplando as mesmas concentracées e mesmo

namero de determinacdes.

Tabela 40 — Reprodutibilidade — Impureza E

Nivel
(%) 10 ;?;E%) 20 Z?;E%) I?(;)I)? Especificagéo (%)
101 93
0,03 % 102 100 5 <8
107 94
104 99
0,15% 102 102 2
100 103
<6
104 103
0,18% 103 103 2
99 101
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6. CONCLUSAO

Umas das particularidade do farmaco dipirona sdo grupos funcionais potencialmente
reativos que a torna bastante suceptivel a degradacéo por reacdes de hidrolise. Com os
testes realizados para determinacdo de um diluente ou uma condi¢do mais estavel para a
molécula, concluiu-se nos estudos que a mistura de metanol seco com sulfato de sédio e
dimetilformamida nas proporcdes (25:75) apresentou o melhor resultado, ndo demostrando
interferéncia na estrutura da dipirona. Apds a realizacdo do teste de estabilidade das
solugdes, conclui-se que a solucdo padrdao, sendo armazenadas em vial, no rack do
equipamento, sdo estaveis por aproximadamente 42 horas e a solucdo amostra por 30
horas diluidas na condicdo aprovada de diluente.

Com a realizacdo do estudo de degradacao forcada (EDF), o método se mostrou
capaz de separar e quantificar todas as impurezas da matéria-prima para o0s dois
fabricantes testados de dipirona monoidratada, garantindo qualidade e seguranca. E
importante destacar que as presencas de degradacfes observadas nos estudos de
degradacdo forcada ndo comprometem a capacidade do método de separar e quantificar
os diferentes produtos formados, uma vez que nenhum produto de degradacao coeluiu com
a Dipirona, Impureza C e Impureza E, o que pode ser confirmado durante a analise de
pureza cromatografica através dos valores de purity angle e threshold.

Com base nas avaliacbes preliminares da literatura, o estudo conduzido corrobora
com 0s mesmos. Assim, 0s resultados experimentais juntamente com avaliacdo da
literatura e da estrutura molecular do composto permite afirmar que a Dipirona
monoidratada é muito susceptivel a hidrolise acida e hidrélise alcalina, oxidavel frente a
acdo de composto inorganico (peroxido) e a acdo de ions metélicos, porém mostrou-se
praticamente estavel as demais condi¢cfes avaliadas como temperatura, fotolitico e Umido.

Durante a avaliacdo da variacdo de sistema cromatogréafico verificou-se que as
ammostras apresentaram recuperacgdo, seletividade e pureza de pico nas condigoes
principais de pH, temperatura do forno, vazao de fase mével e tempo de extragdo. Todos
os filtros testados na validacdo como PVDF, PTFE e PET 0,22 um sem descarte e com 2
mL de descarte, apresentaram variacao baixa e dentro da especificacdo. A coluna que foi
utilizada e aprovada no desenvolvimento e validacéo foi a Agilent Zorbax Eclipse Plus C18

100 mm x 4,6 mm x 5,0 pum.
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O método também demonstrou linearidade, precisdo e exatiddo devido a todos os
resultados observados estarem dentro dos critérios de aceitacdo definidos, os quais estdo
de acordo com a literatura utilizada a AOAC.
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