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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR CLAE-
UV/VIS PARA DETERMINACAO DO TEOR E IMPUREZAS ORGANICAS DO
INSUMO FARMACEUTICO DESLORATADINA

Lucas Marcelo Scheuer

Resumo

A desloratadina é um insumo farmacéutico derivado metabdlico da loratadina,
obtido pela descarboxilacao hidrolitica. Pertence a classe dos anti-histaminicos,
sendo assim um potente antagonista seletivo dos receptores periféricos H-1 da
histamina, de acéo prolongada, indicado para tratar sintomas associados a rinite
alérgica. Para atestar a seguranca e efichcia de um medicamento se faz
necessario um controle de qualidade do mesmo por meio de métodos analiticos,
0s quais identificam e quantificam as impurezas e o teor do ativo. Desta forma,
0 objetivo deste estudo foi desenvolver e validar um método analitico para
doseamento e impurezas organicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccao UV-VIS para a matéria prima de desloratadina. A andlise foi
realizada em um sistema isocratico, a fase movel foi constituida de uma mistura
de dodecil sulfato de sédio na concentracdo de 0,003 mol Lt em pH 25 e
acetonitrila na proporcdo 56:44, respectivamente. A coluna utilizada foi a GL
Science Inertsil ODS-3. As condi¢des de operacdo foram com fluxo de 1,0 mL
min-, temperatura de forno de 35 °C e tempo de corrida de 40 minutos. Os
compostos foram avaliados com o comprimento de onda de 279 nm. A
desloratadina foi submetida as condi¢des de estresse de degradacao oxidativa,
acida, basica, hidrolitica, térmica e fotolitica. Foi observado degradacéo
significativas em condi¢Bes oxidativas e estaveis em condi¢cdes de degradacao
acida, basica, hidrolitica, térmica e fotolitica. O método analitico desenvolvido se
mostrou seletivo, preciso, exato, robusto e linear na faixa de concentracéo 64 a
96 pg.mL ! de desloratadina e na faixa de concentracdo 0,04 a 0,21 pg.mL* para
as impurezas de sintese de desloratadina. Desta forma, o método é adequado

para a determinacdo do teor e impurezas organicas de desloratadina.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A NEW ANALYTICAL METHOD BY
HPLC-UV/VIS FOR THE QUANTIFICATION OF DESLORATADINE AND
RELATED IMPURITIES

Lucas Marcelo Scheuer

Abstract

Desloratadine is a metabolic derivative of loratadine,

obtained by hydrolytic decarboxylation. It is a long-action antihistamine and is
highly selective histaminel-receptor antagonist. Desloratadine is indicated to
treat allergic rhinitis symptoms. To prove the safety and efficacy of a drug is
necessary to perform a quality control through analytical methods, which will
identify and quantify the active pharmaceutical ingredient and its impurities. Thus,
the aim of this study was to develop and validate an analytical method by high-
efficiency liquid chromatography with UV-VIS detection. The method was
developed using GL Science Inertsil ODS-3 column in an isocratic system with
mobile phase containing a mixture of sodium dodecyl sulfate at a concentration
of 0.003 mol L at pH 2.5 and acetonitrile in the proportion 56:44, respectively.
The operating conditions were with a flow of 1.0 mL min-, an oven temperature
of 35 °C and a run time of 40 minutes. The eluted compounds were monitored at
279 nm. Desloratadine was subjected to the stress conditions of oxidative, acid,
base, hydrolytic, thermal and photolytic degradation. Desloratadine was found to
degrade significantly in oxidative and stable in acid, base, hydrolytic, thermal and
photolytic degradation conditions. The results showed that the analytical method
is selective, precise, accurate, robust and linear in the concentration range 64 to
96 pg.mL? of desloratadine and in the concentration range 0.04 to 0.21 pg.mL*
for impurities related. Thus, this method is suitable for the assay determination of

desloratadine and for quantify its impurities.

Keywords: chromatography; degradation; isocratic
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1 INTRODUCAO

O controle de qualidade da area farmacéutica é constantemente atualizado
devido ao avanco tecnoldgico e cientifico e as atualizacdes das Resolucfes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e de compéndios oficiais
como a Farmacopeia Americana (USP) e Farmacopeia Britanica (BP). Estas
atualizacdes ressaltam maior criticidade no que se refere a aprovacdo de
métodos analiticos, tendo como principal objetivo, comprovar e atestar a
qualidade dos medicamentos e insumos farmacéuticos, o que promove 0
aumento da seguranca ao consumidor final.

Para atestar a eficacia de um método analitico realiza-se sua validacéo,
com parametros de mérito analitico como, por exemplo, precisdo, exatidao e
linearidade, que tem como objetivo demonstrar a capacidade do método em
quantificar e qualificar o ativo e suas potenciais impurezas, desde o limite de
quantificacdo (menor quantidade de analito presente em uma amostra que pode
ser quantificada com confiabilidade), até 120 % da especificacdo do principio
ativo e das impurezas desconhecidas e as impurezas conhecidas [1].

Conforme a legislacdo vigente da ANVISA, a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n°® 166/2017, torna-se possivel compreender a complexidade
de itens que devem ser seguidos para o deferimento do medicamento, como
atender inimeras especificacbes de qualidade da parte analitica, as quais
devem ser comprovadas por metodologias validadas que atendam as mesmas
especificacdes estabelecidas pelo 6rgado regulador, dentre elas a de impurezas
organicas provenientes de sintese ou processos produtivos de medicamentos ou
de insumos farmacéuticos ativos e também a de teor do ativo [1].

Neste contexto, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido
amplamente utilizada para avaliar as impurezas organicas e o teor do insumo
farmacéutico ativo (IFA). Com a constante atualizagdo e o crescimento do uso
da cromatografia em determinagdes analiticas, os compéndios de farmacopeias
como a USP, cada vez mais referenciam métodos cromatograficos como a
técnica utilizada para a quantificacéo e liberagéo de diversas analises de IFA [2].

A cromatografia é classificada como método fisico quimico de separagéo
de compostos/substancias em uma mistura, a qual ocorre por meio de duas

fases divididas como fase movel, cujo objetivo € mover os compostos a serem
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separados permeando na fase estacionaria, e a fase estacionaria, que é
responsavel pelas interagdes quimicas, quanto maior afinidade dos compostos
com a fase estacionaria maior a sua atracdo e retencdo consequentemente,
entretanto para que seja possivel a separacdo, a atragdo entre 0s compostos
com a fase estacionaria a serem separados precisam ser diferentes [3].

Apoés o desenvolvimento inicial, a utilizacdo da cromatografia se expandiu
rapidamente e se especializou em duas areas especificas de grande utilizacéo,
sendo elas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia
gasosa (CG) [4].

Conforme a classificacdo de SKOOG et al. (2006) p. 924

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o tipo mais
versatil e mais amplamente empregado de cromatografia por
eluicdo. Essa técnica € utilizada pelos quimicos para separar e
determinar espécies em uma grande variedade de materiais
organicos, inorganicos e bioldgicos.

Por essas caracteristicas, a cromatografia liquida tem ampla abrangéncia
nas analises de controle de qualidade em industrias farmacéuticas, utilizada para
analises de liberacdes de doseamento e impurezas organicas, sendo adotadas
em IFA e produto acabado e, por este motivo, € a técnica selecionada para
aplicacao nesta pesquisa.

O presente estudo descreve o desenvolvimento e a validacdo de método
por cromatografia liquida de alta eficiéncia como indicativo de estabilidade, isto
€, capaz de detectar e mensurar, ao longo do tempo o teor do insumo
farmacéutico ativo, os produtos de degradacdo e outros componentes de
interesse, sem interferéncia para a determinacao do teor de desloratadina e de
suas potenciais impurezas organicas, de acordo com a legislacédo vigente. O
meétodo desenvolvido é aplicado em analise de rotina do insumo farmacéutico de

desloratadina.
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2 JUSTIFICATIVA

Para um medicamento chegar ao consumidor final, ele passa por varias
etapas, desde a sintese do IFA até a liberacdo do produto acabado em um
laboratério analitico de controle de qualidade. Esta ultima etapa ocorre por meio
de métodos analiticos, os quais avaliam a amostra em relacdo ao contetudo do
ativo e das impurezas organicas. Para garantir a eficacia do método utilizado, &
realizado a validacdo analitica, a qual visa comprovar que este € capaz de
detectar, identificar e quantificar o ativo e suas potenciais impurezas.

Conforme paragrafo unico do artigo 252 da RDC n° 301 de 21 de agosto de
2019, que trata das diretrizes de boas praticas de fabricacdo, os métodos
analiticos devem ser validados. O artigo 4° do Capitulo Il da RDC 166 de 24 de
julho de 2017, que trata dos critérios para a validacdo de métodos analiticos,
estabelece que a validacdo deve demonstrar que o método analitico produz
resultados confiaveis e € adequado a finalidade a que se, além disso, a RDC
53/2015, que trata dos parametros para a notificacéo, identificacéo e qualificacdo
de produtos de degradacdo, preconiza que os métodos analiticos devem ser
indicativos de estabilidade, ou seja, capazes de detectar e quantificar o ativo e
suas potenciais impurezas nas mais variadas condicdes de estresse. Tal
exigéncia é cumprida por meio do estudo de degradacéao forcada (EDF), o qual
submete o IFA as seguintes condi¢cdes de degradacédo: aguecimento, umidade,
solucdo &acida, solucdo bésica, solucdo oxidante, exposicdo fotolitica e ions
metalicos [5, 6, 7].

Portanto, o desenvolvimento e validacdo de um método analitico indicativo
de estabilidade, por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia, além de
cumprir a legislagcdo, assegurar o teor do ativo e as impurezas dentro da
especificacdo, corrobora para a definicdo das condi¢bes as quais o IFA ou
medicamento € particularmente sensivel, a fim de alertar quanto a cuidados
especificos que devem ser tomados no desenvolvimento, na producéao,
manipulacéo e conservacao deste medicamento, como, por exemplo, hdo expor

o produto a luz ou a temperatura elevada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar método analitico por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccédo UV-VIS;

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver método seletivo para as principais impurezas de sintese e
produtos de degradacao de desloratadina;

Identificar e quantificar as principais impurezas de sintese de desloratadina
e os produtos degradacéo relacionados ao estudo de degradacao forcada;

Realizar estudo de degradacao forcada de desloratadina;

Validar a metodologia desenvolvida de acordo com as normas da Anvisa.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Insumo farmacéutico ativo

Insumo farmacéutico ativo (IFA) é o termo utilizado para o principio ativo
dos medicamentos, a principal matéria-prima para a producdo dos
medicamentos [1]. A eficécia, qualidade e seguranca de qualquer medicamento
estdo diretamente relacionados a qualidade do IFA utilizado, portanto, sua etapa
de sintese é de suma importancia.

Segundo a (ANVISA, 2017),

Insumo farmacéutico ativo (IFA): insumo farmacéutico que,
gquando administrado a um paciente, atua como componente
ativo, podendo exercer atividade farmacolégica ou efeito direto
no diagnadstico, cura, tratamento ou preveng¢do de uma doencga
ou ainda afetar a estrutura e funcionamento do organismo

humano

Os medicamentos sdo produzidos, resumidamente, em duas etapas:
matérias-primas sdo transformadas em IFA e, em seguida, sao convertidos em
medicamentos. A obtencado de IFA podera ser por meio de processos de sintese
quimica, extracado ou biotecnolégica, podendo haver ainda a combinacao deles,
sendo, a industria farmoquimica responsavel por esta etapa. Na sintese quimica,
a molécula em questéo é formada por meio do emprego de reacbes quimicas
que viabilizam sua formacg&o. Na extracdo, solventes ou outros materiais sdo
empregados para extrair substancias especificas de fontes biologicas. Na
biotecnoldgica, microorganismos sao utilizados para a obtencao da substancia
de interesse [8].

A industria farmacéutica, responsavel pela segunda etapa da producéo de
um medicamento, utiliza os principios ativos sintetizados pela industria
farmoquimica para a producdo de medicamentos, portanto, o controle e o
monitoramento da qualidade do IFA sdo essenciais para produgdo de um

medicamento com eficacia, qualidade e seguranca para os consumidores [8].
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4.2 Desloratadina

A desloratadina é um IFA obtido da descarboxilacéo hidrolitica da molécula
de loratadina. Pertence a classe dos anti-histaminicos, sendo um potente
antagonista seletivo dos receptores periféricos H-1 da histamina, de acgéo
prolongada, sendo indicado para tratar sintomas associados a rinite alérgica
como: coriza, espirros e prurido nasal, ardor e prurido ocular, lacrimejamento,
prurido do palato e tosse [9]. As propriedades fisico-quimicas da desloratadina

podem ser visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas da desloratadina [10].

Propriedades Desloratadina

Estrutura quimica

pKa (Strongest
: 9,73
basic)
LogP 3,969
Muito pouco soltvel ou praticamente
Solubilidade insoltivel em agua, muito soltvel em etanol
(96 por cento), pouco solivel ou muito pouco
solavel em heptano.
Descricao P6 branco
Formula Molecular C19H19CIN>
Massa molar 310.83 g.mol*
L C (73.42%), H (6.16%), Cl (11.41%),
Composicao

N (9.01%)
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CAS 100643-71-8
Nomenclatura 8-chloro-6,11-dihydro-11-(4-piperidilydene)-5H-
IUPAC benzo[5,6]cycloheptal1,2-B]pyridine

Além de ser um anti-histaminico ndo sedativo, a desloratadina também
evita muitos efeitos colaterais adversos associados a loratadina. De acordo com
a literatura, € 2,5 a 4 vezes mais ativa por via oral do que a loratadina e a
atividade anti-histaminica dura aproximadamente 24 horas [11].

Os compostos anti-histaminicos sdo denominados segundo o receptor para
histamina com o qual interagem. Assim, aquele que atuam preferencialmente em
receptores H1, H2, H3 e H4, sdo nomeados, respectivamente, anti-H1, anti-H2,
anti-H3 e anti-H4. Destes, os anti-H1, sdo os compostos mais utilizados para o
tratamento de doencas alérgicas [12].

ApoOs a administragdo oral, concentracfes plasmaticas de desloratadina
podem ser detectadas aproximadamente em 30 minutos e o pico por volta de 3
horas, sendo metabolizada pelo metabdlito ativo 3-hidroxi desloratadina [11].

Durante a sintese de desloratadina, ha a possibilidade de formacao de
impurezas, as quais sdo controladas pelo fabricante, contudo, na Ultima etapa
de sintese, somente duas impurezas séo possiveis de ser formadas, impureza
A e impureza B, as quais sdo controladas pelo fabricante e necessitam do
controle pela industria farmacéutica. Na Tabela 2 estdo descritos o nome, nome
quimico e estrutura quimica das impurezas citadas.

Tabela 2 — Nome, nomenclatura quimica e estrutura quimica das impurezas oriundas
do processo de sintese do IFA.

Nome Nome Quimico Estrutura Quimica

4-[(11RS)-8-chloro-11-fluoro-
Impureza A 6,11-dihydro-5H-
benzol[5,6]cyclohepta[l,2-
b]pyridin-11-yl] piperidine

(8-chloro-11-(1,2,3,6-
tetrahydropyridin4-yl)-6,11-
Impureza B dihydro-5H-
benzol[5,6]cyclohepta[l,2-
b]pyridine
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4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica analitica de
separacdo de compostos quimicos ndo volateis, a qual permite identificar e
quantificar, de forma individual, os compostos presentes em uma mistura, por
meio das diferentes interacbes que ocorrem da fase movel com a fase
estacionaria. A execucao da técnica ocorre nos cromatografos, os quais sao
constituidos por um reservatério de fase movel, sistema de bombeamento,
sistema de injecéo, coluna cromatografica, detector, sistema para aquisicao de
dados e descarte de residuos [4]. A Figura 1 demonstra o esquema de

funcionamento de um cromatdégrafo liquido.

Coluna
(Fase estacionaria)

7 1
/"‘ " |
/ \ Injetor
/ \ Auto-amostrador
-——/ i
Solvente Bomba de alta pressio Detector Descarte
(Fase moével)

Figura 1 — Esquema do funcionamento de um cromatdografo liquido [13]

Como demonstrado na Figura 1, a fase moével migra por todo o sistema
cromatografico por meio de um sistema de bombeamento, o qual opera sob alta
pressdo. Por meio do sistema de injecdo, a amostra € introduzida juntamente
com a fase moével e é deslocada até a coluna cromatogréafica, onde ocorre a
separacdo dos compostos. Apds esta etapa, a amostra é direcionada para um
detector, e, por meio de um sistema para tratamento de dados, é possivel
identificar e quantificar cada composto presente na mistura através de um
cromatograma. Como consequéncia da diferenca de interacdo de cada

composto com a coluna, o tempo de eluigdo sera distinto, desta forma, é possivel
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identifica-los e quantifica-los de forma isolada [3]. Existem varios detectores que
podem ser utilizados, os principais sdo: detector de indice de refracdo, detector
de fluorescéncia e detector ultra-violeta/visivel (UV-Vis). O indice de refracao é
considerado universal, pois consegue detectar qualquer tipo de amostra, seja ela
polar, apolar e até mesmo sem grupamento cromoéforo, porém, é altamente
sensivel a qualquer alteracdo de temperatura, ndo permite a utilizacdo de
gradiente e baixa sensibilidade. O detector de fluorescéncia possui sensibilidade
de 10 a 1000 vezes maior que os detectores UV-vis e € altamente seletivo, 0
mesmo €& amplamente utilizado para analises de aminoacidos, vitaminas e
corantes. O detector UV-vis € 0 mais utilizado para a cromatografia liquida, pois
apresenta baixo custo, aceita o0 uso de gradiente, ndo séo tao afetados pelas
pequenas mudancas de temperatura e fluxo, possuem sensibilidade e 10 a 1000
vezes maior que o indice de refragdo. O mesmo consiste em um
espectrofotdometro que mede a absorcdo de luz de cada composto em um
determinado comprimento de onda, compreendido entre as regides visivel e
ultravioleta [3].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser dividida em fase normal
e fase reversa. A fase normal é caracterizada pelo emprego de uma fase
estacionéaria polar e uma fase movel apolar sendo utilizada para analise de
compostos polares. J4 na fase reversa, a fase estacionaria € apolar e a fase
movel polar, sendo utilizada para analise de compostos apolares. A fase normal
possui esse nome, devido a ser a primeira a ser desenvolvida, porém,
atualmente a maioria dos métodos sao desenvolvidos em fase reversa, ja que
0s custos dos solventes sdo menores, facilidade de manipulacdo, o dano ao
equipamento é menor e principalmente pela maioria dos compostos serem
compativeis com essa fase [4].

Como grande parte dos compostos ndo séo volateis, sua aplicacdo é muito
vasta, principalmente para as analises realizadas nas industrias farmacéuticas,
por meio da identificagcdo e quantificacdo dos insumos farmacéuticos ativos e
dos medicamentos, assim como, para o doseamento de impurezas organicas e
produtos de degradacdo em matérias-primas e produtos acabados. Neste

estudo, sera utilizado a fase reversa com a utilizagdo do detector UV-vis [4].
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Equipamentos

Utilizou-se os seguintes equipamentos: cromatografo a liquido Shimadzu
LC 2030, balanc¢a analitica modelo Excelence Plus XP 26 do fabricante Mettler
Toledo, aparelho de ultrassom modelo Elmasonic P do fabricante Elma e sistema
de purificacdo de agua modelo Elix Technology Inside Integral 5 do fabricante
Merck.

5.2 Reagentes, padrdoes e amostras

Os reagentes utilizados foram dodecil sulfato de sédio grau para analise
(P.A., Synth) , acetonitrila grau HPLC (Biograde), acido trifluoroacético grau P.A.
(Merck), acido cloridrico concentrado grau P.A.(Synth), hidréxido de sédio grau
P.A. (Neon), peroxido de hidrogénio grau P.A. ( Neon), sulfato de cobre Il (Synth).
A matéria-prima de desloratadina, lote 1235834, validade 06/2023, foi fabricada
e fornecida pelo fabricante Morepen Laboratories Limited. O padrédo de
desloratadina, lote DSC8028, foi caracterizado pelo laboratério Labmass. Os
padrdes das impurezas A e B, lotes R123Y0 e F04040, respectivamente, foram

fornecidos pela farmacopeia americana (USP).

5.3 Sistema cromatogréafico

A fase movel foi constituida de uma mistura de dodecil sulfato de sodio na
concentracéo de 0,003 mol L' em pH 2,5 e acetonitrila na proporcdo 56:44,
respectivamente. Foi utilizada uma coluna de fase reversa GL Science Inertsil
ODS-3 com 250 mm de comprimento, 4,6 mm de didametro e 5 um de tamanho
de particula. As condicées de operacdo foram com fluxo de 1,2 mL min?,

temperatura de forno de 35 °C e tempo de corrida de 40 minutos.

5.4 Parametros de validacao
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5.4.1 Seletividade

A seletividade foi determinada por meio do preparo de solugcdo com a
substancia quimica de referéncia do ativo na concentracédo de 80 uyg.mL* e as
impurezas conhecidas nas concentracdes conforme especificacdo preconizada
na USP 0,16 ug.mL* (impureza A) e 0,29 ug.mL* (impureza B) utilizando a fase
movel como diluente. No estudo de degradagdo forcada, foram preparadas
amostras na concentragdo de 80 ug.mL, duas amostras controle sem a adicdo
de agente degradante, a fim de utiliza-la como referéncia para o decaimento de
teor e formacéo de impurezas nas condicdes estresse estudadas. As amostras
com as condi¢des de estresse foram preparadas na mesma concentracao das
amostras controle, contudo, foram solubilizadas com a fase moével, e, em
seguida, foi adicionado quantidade suficiente de cada agente degradante.

Para o estudo de degradacdo quimica, na hidrélise basica, as amostras
foram submetidas em solucdo a 0,01 mol L' de NaOH, por 10 dias a temperatura
ambiente. Para a hidrdlise acida, as amostras foram submetidas em solucao a
0,01 mol L de HCI, por 10 dias a temperatura ambiente. Para o estresse
oxidativo, as amostras foram submetidas em solucéo a 0,1 % v/v de H202, por 3
minutos a temperatura ambiente. Para o estresse por ions metélicos, as
amostras foram submetidas em solugcéo a 0,5 mM L -t de CuSOQs, por 24 horas a
temperatura ambiente. Para o estudo de degradacéao fisica (estresse fotolitico,
térmico e imido) submeteu-se o p6 do IFA as condicdes de estresse, em seguida
foram preparadas amostras em solugdo na concentracdo de 80 ug.mL*?
utilizando a fase mével como diluente. Para o estresse fotolitico as amostras
foram expostas a 2,4 milhdes lux h't durante 80 horas.

Para o estresse térmico, as amostras foram submetidas a temperatura de
60 °C por 10 dias. Para o estresse Uumido as amostras foram submetidas a
temperatura de 40 °C com umidade relativa de 75 %, por 10 dias. A
homogeneidade espectral do pico de desloratadina foi avaliada em todas as
condi¢gbes de estresse estudadas, por meio do emprego do autothreshold —
ferramenta que determinar a pureza do pico por meio da avaliagdo dos angulos

de pureza e de limite — com absor¢ao espectral inferior a 1 mAU.
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5.4.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade para as impurezas inespecificas e impurezas
especificas foi realizada mediante a obtencao de trés curvas analiticas com cinco
niveis de concentracdo de 0,04 pug.mL? a 0,29 pug.mL?, compreendendo o
intervalo de 0,05 % a 0,36 % m/v da concentracdo nominal da solucdo amostra,
abrangendo, desta forma, o intervalo de limite de desconsideracéo até 120 % da
maior especificacdo das impurezas (0,30 %). O método dos minimos quadrados
foi utilizado para obtencédo da equacdo da reta e o célculo do coeficiente de
correlacdo linear. A analise estatistica dos resultados obtidos dados foi realizada
por meio de andlise de variancia (ANOVA), testes t e F com nivel de confianca
de 95%. A avaliacao estatistica foi realizada por meio do Sistema Action Stat 3.7.

5.4.3 Precisao

A repetibilidade foi avaliada por meio de 6 amostras contendo desloratadina
na concentracdo nominal da solucdo amostra (80 pug.mL™?). A repetibilidade para
a quantificacao de impurezas inespecificas foi avaliada por meio de 9 amostras,
preparadas a partir do padréo de desloratadina, em trés niveis de concentracdes:
0,04, 0,08 e 0,12 pug.mL™1, correspondendo, respectivamente, aos niveis 0,05 %,

0,10 % e 0,15 % m/v em relacéo a concentracdo nominal da solucdo amostra.

A repetibilidade para a quantificacdo das impurezas especificas foi avaliada
por meio de nove amostras do ativo a 80 pug.mL, contaminadas com aliquotas
de solucbes estoques padrdo das impurezas especificas em trés niveis de
concentracédo, desde o limite de desconsideracao até 120 % da especificacdo de
cada impureza: 0,04, 0,16 e 0,21 pg.mL* para a impureza A, correspondendo,
respectivamente, aos niveis 0,05 %, 0,20 % e 0,26 % m/v e 0,04, 0,24 e 0,29
ug.mL! para a impureza B, correspondendo, respectivamente, aos niveis 0,05
%, 0,30 % e 0,36 % m/v. A precisao intermediaria foi avaliada da mesma forma
gue a repetibilidade, contudo, os ensaios ocorreram em dias distintos e com

analistas diferentes.
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5.4.4 Exatidao

A exatidao para a quantificacdo de desloratadina foi avaliada por meio de
9 amostras preparadas a partir do padrdo de desloratadina, em trés niveis de
concentragdo: 64, 80 e 96 ug.mL*, correspondendo, respectivamente, aos niveis
80 %, 100 % e 120 % m/v em relacdo a concentracdo nominal da solucdo
amostra, com trés réplicas em cada nivel. A exatidao para a quantificacdo das
impurezas inespecificas foi avaliada de forma semelhante a repetibilidade. A
exatiddo para a quantificacdo das impurezas especificas foi avaliada de forma

semelhante a repetibilidade.

5.4.5 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo para este método foi de 0,05 % m/v da
concentragdo nominal da amostra (0,04 pg mL?) para as impurezas
inespecificas e especificas, correspondente a 0,05 % da concentragdo nominal

da amostra.

5.4.6 Robustez

Os critérios testados na robustez foram o lote da coluna, o tempo de
extracao e a estabilidade das solucdes padrdes e amostra. Desta forma, avaliou-
se a capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas variacdes dos
parametros no método analitico proposto. Estas alteracdes possibilitaram

analisar a confianca durante o uso na rotina laboratorial
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Desenvolvimento

Para separar e quantificar o teor de desloratadina e de suas potenciais
impurezas organicas presentes no IFA, primeiramente testou-se o método
isocratico usando o reagente dodecil sulfato de s6dio na concentragdo de 0,003
mol L com pH 2,5 ajustado com acido trifluoroacético e acetonitrila na proporcéo
57:43, respectivamente, como fase movel, coluna 250 mm x 4,6 mm x 5,0 um
com fluxo de 1,0 mL min' e temperatura de forno de 35 °C. A solugdo mix,
contendo o ativo desloratadina e as impurezas A e B, as quais sao geradas na
rota de sintese do IFA, conforme indicado pelo fabricante, foram injetadas no

equipamento. A Figura 2 demonstra o cromatograma obtido com a solucédo mix.
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Figura 2 — Cromatograma da solug¢éo Mix contendo o IFA desloratadina e as

impurezas A e B, geradas na sintese do IFA.

Conforme observado na Figura 2, na condi¢ao proposta, os analitos eluiram
em tempos de retencéo (TR) diferentes obtendo picos gaussianos e resolucéo
de 2,4 entre a impureza B e a desloratadina, o que atende a especificacédo
preconizada pela farmacopeia americana que € de no minimo 2,0. Contudo, o
TR da desloratadina ocorreu em torno de 33 minutos, e para proporcionar menor
tempo de corrida avaliaram-se as alteracdes de fluxo para 1,5 mL minY,

temperatura da coluna para 45 °C e a proporcao da fase mével para 52:48. Todas



25

as condi¢cOes propostas foram testadas de forma isoladas, a fim de avaliar o
impacto de cada alteracdo no método.

Com o aumento do fluxo e da temperatura, o TR do ativo diminuiu
aproximadamente para 17 minutos, todavia, a razao sinal ruido para a amostra
no limite de quantificacdo ficou muito baixo, aproximadamente 15, se comparado
ao primeiro teste que obteve sinal ruido de 35. A alteracéo na proporcao de fase
movel provocou coeluicdo do pico da desloratadina com a impureza B.

Mediante os resultados obtidos, foram testadas as seguintes condi¢bes no
mesmo sistema cromatografico: fluxo 1,2 mL minuto, temperatura de 45 °C e
proporcao de fase mével 56:44. Nestas condicles, a desloratadina apresentou
tempo de retencdo de 18 minutos aproximadamente, e 0s picos das impurezas
A e B apresentaram resolucdo entre si e o ativo: 4,19 entre a impureza A e
impureza B e 2,37 entre a impureza B e a desloratadina. Conforme o espectro
demonstrado na Figura 3 de absorbancia da desloratadina, o comprimento de

onda escolhido foi 279 nm.

17.991 Desloratadina
] 199. 0

200,00 22000 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00 400.00
nm

Figura 3 — Espectro de absor¢éao na regidao UV-Vis para produto na solugéo

amostra de desloratadina.
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6.2 Validagdo do método analitico
6.2.1 Adequabilidade do sistema

Anteriormente a cada analise, a adequabilidade do sistema foi verificada
de acordo com o método analitico, comprovando-se que todos os parametros
cromatograficos foram satisfatorios, uma vez que atingem resolucao, fator de
cauda e desvios padrdo relativos especificados no método analitico. Tal
avaliacdo também foi feita para os controles, garantindo que o sistema se

manteve constante durante ou até o final da andlise.

6.2.2 Seletividade

De acordo com a RDC 166/2017, a seletividade do método analitico deve
ser demonstrada por meio da sua capacidade de identificar ou quantificar o
analito de interesse, inequivocamente, na presenca de componentes que podem
estar presentes no diluente ou na amostra, como impurezas.

Inicialmente verificou-se a interferéncia do diluente da amostra na
identificacdo e quantificacdo dos analitos de interesse. Na Figura 4, é possivel
observar que ndo ha picos oriundos do diluente no tempo de retencdo da
desloratadina ou das impurezas conhecidas, assim, o0 método demonstrou-se

capaz de identifica-los e quantificd-los sem qualquer interferéncia do diluente.
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Figura 4— Sobreposicdo dos cromatogramas da solucdo branco (diluente) e solugéo
amostra contendo o ativo desloratadina as impurezas A e B.
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Apos a verificagdo da interferéncia do diluente na seletividade do método,
as amostras foram submetidas as condi¢des de estresse conforme apresentadas
na Tabela 3.

Tabela 3 — Condicdes de estresse no estudo de degradacéo forgcada.

Tipo de estresse Condicdo de estresse  Tempo de exposicao
Controle - -

Degradacédo acida HCI 0,01 mol L* 10 dias
Degradacéo alcalina NaOH 0,01 mol L1 10 dias
Degradagéo oxidativa H202 0,1% v/v 3 minutos

Degradacéo por ions metalicos CuS04 0,5 mmol L1 1 dia

Degradacéao térmica 60 °C 10 dias

Degradacgéo umida 40°C / 75% U.R. 10 dias
Degradacéo fotolitica 2,4 milhdes lux hora 2 ciclos

Conforme preconizado pela RDC 53/2015, na condig&o de estresse em que
a molécula se demonstrar susceptivel, a degradacgdo do pico principal deve ser
de pelo menos 10 %. Durante o periodo avaliado, a degradacao de desloratadina
nas condicbes de estresse citadas acima foi inferior a 10 %, ndo sendo
observado também formacdo de impurezas. Portanto, a molécula de
desloratadina demonstrou-se estavel nas condi¢cdes de estresse por hidrélise
acida, basica, ions metalicos, fotolitico, térmico e umido. Os resultados estdo
descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados das solugBes em estresse acido, basico, ions metalicos,
fotolitico, térmico e climéatico

Estresse/Condicéo -ES/(?)r Imp(ti/rszas EZI:;;SO (gl/oe) Recu gz)r agdo
- Controle 100,42 0,10 100,52 -

Acida 100,38 0,10 100,48 99,96
Basica 99,41 0,11 99,52 99,01
Quimico " idativo 76,38 20,87 97,25 96,75
e . 9875 0,10 98,85 98,34
Fotolitico 98,12 0,11 98,23 97,72
Fisico Térmico 100,23 0,11 100,34 99,82

Umido 98,66 0,10 98,76 98,25
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A Unica condi¢cdo em que houve degradacéo da desloratadina acima de
10 % foi a degradacdo oxidativa, resultando na formacdo de sete impurezas
inespecificas, sendo que a majoritaria foi a com tempo de retencao relativo de
1,083 obtida com 17,24 % e o decaimento do teor do ativo foi aproximadamente
de 25 %. O cromatograma apresentando o perfil de degradacéo nesta condicéo

pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 — Cromatograma das solucdes teste degradadas por estresse oxidativo por
H20 0,1% v/v por 3 minutos.

Os resultados obtidos corroboram com o encontrado na literatura, pois
segundo Brown (2013), os grupamentos amina e olefina presentes na estrutura
molecular da desloratadina séo susceptiveis a oxidacdo mediada por peroxido,
com consequente formacado das impurezas N-6xido, via oxida¢do do nitrogénio
da piridina ou da piperidina. Além das duas N-oxidacfes, também € possivel
formar o epoxido na olefina que conecta os quatro anéis da estrutura. A Figura
6 apresenta o mecanismo com a formacdo desses possiveis produtos de

degradacéo.
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HyOy Mals reativo

H;0

Figura 6 — Reacdes de oxidagdo em meio contendo peréxido e estrutura dos produtos
de degradacéo [14].

A fim de complementar o estudo de degradacao térmico, a estabilidade
térmica da desloratadina foi estudada por analise termogravimétrica (TGA) num
equipamento Perkin ElImer modelo STA 6000. A massa da amostra inserida no
cadinho de porcelana foi de 7,267 mg, a faixa de temperatura utilizada foi de
30°C a 400°C com razdo de aquecimento de 10°C min e fluxo de nitrogénio de

30 mL min't. A Figura 7 demonstra a curva termogravimétrica de desloratadina.
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Figura 7 — Curva termogravimétrica da desloratadina. Varredura entre 30,0°C e
400,0°C, a 10°C min™* e fluxo de N, a 30 mL min™.

A perda de massa foi de 96,5% e, conforme demonstrado na Figura 8, a
primeira derivada da curva termogravimétrica apresenta pico que indica a
temperatura de 327,25 °C.
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Figura 8 — 12 derivada da curva termogravimétrica. O pico indica a temperatura de
327,25 °C.

Os resultados da calorimetria de varredura diferencial estdo demonstrados
na Figura 9.
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Figura 9 — Calorimetria de varredura diferencial, obtida da curva termogravimétrica. O
pico 1 é em 157,4 °C e 0 pico 2 é 329,4 °C.

A Tabela 5 demonstra alguns autores que também realizaram o estudo de

analises térmicas em desloratadina.

Tabela 5 - Resultados de andlises térmicas encontradas na literatura

Parametro Este trabalho Ref. 12 Ref. 2° Ref. 3¢
Perda de massa 96,5 % 97,1 % 95,0 % 97,1 %
Temperatura de fusédo 157,4 °C 158,4 °C 155,3°C 158,4 °C
Tedmperat“r? de 329,4°C 340,8 °C - 305,6 °C
egradacédo

aVeronez et al (2014).
b Shi et al (2020).
¢ Bissa (2013).
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Conforme demonstrado na Tabela 5, os resultados da perda de massa
das referéncias citadas ficaram muito proximos ao encontrado neste estudo, com
a variacao de + 0,6 %, sendo que, Veronez et al. [22] e Bissa [23] submeteram
a amostra até a temperatura de 600 °C, e, Shi et al. [24] ndo informaram a
temperatura. Veronez et al. [22] e Shi et al. [24], observaram um pico
endotérmico bem definido com caracteristica de fusdo com a temperatura de
158,4 °C, ja Bissa [23], com temperatura de 155,3 °C, ndo observou perda de
massa. Para Veronez et al. [22] e Shi et al. [24], um segundo pico endotérmico
foi observado com temperatura 340,8 °C e 305,6 °C, respectivamente, 0s quais
coincidem com a perda de massa encontrada na curva de TGA. Ambos picos
foram encontrados neste trabalho, desta forma, indicando que os resultados da
estabilidade térmica de desloratadina corroboram com os encontrados na

literatura

6.2.3 Linearidade

A avaliagdo da linearidade para desloratadina, impureza A e impureza B foi
realizada mediante a obtencdo de curva analitica com cinco niveis de
concentracdo e trés réplicas em cada nivel, compreendendo o intervalo de
0,05 % a 0,36 % m/v da concentragcdo nominal da solugédo amostra, abrangendo,
desta forma, o intervalo de limite de desconsideracao até 120 % da maior
especificacao das impurezas (0,30 %).

Os resultados obtidos para as curvas de linearidade nos intervalos de
concentragédo estabelecidos foram avaliados estatisticamente. O resumo do
estudo da linearidade para desloratadina, impureza A e impureza B esta

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Resumo do estudo da linearidade para desloratadina, impureza A e

impureza B.
p-valor
Teste
Desloratadina Impureza Impureza
A B
Coeficiente angular 0,0000 0,0000 0,0000
Coeficiente linear 0,1456 0,7542 0,1180

Teste de Normalidade dos Residuos 0,4026 0,6479 0,1762
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Teste de Homocedasticidade 0,2493 0,4786 0,4487

Teste de independéncia das observacbes 0,6117 0,0794 0,4585
R

Coeficiente de correlacdo de Pearson 0,9991 0,9986 0,9993

Conforme demonstrado na Tabela 6, em todos os analitos avaliados, no
teste do coeficiente angular, como o p-valor do teste F da ANOVA obtido foi
menor que 0,05, a significancia do modelo linear nao foi rejeitada (coeficiente
angular igual a zero). No teste do coeficiente linear (teste do intercepto), o p-
valor foi maior que 0,05, portanto, o intercepto foi considerado igual a zero. Como
o p-valor na avaliacdo do teste de normalidade dos residuos foi maior que 0,05,
a distribuicdo dos residuos foi considerada normal.

Para o teste de independéncia das observacgdes (Teste de Durbin-Watson)
foi obtido p-valor maior que 0,05, logo a hipdétese de independéncia das
observacdes ao nivel de significancia de 5% néao foi rejeitada. Como o p-valor
(0,2493) do teste de homocedasticidade (Teste de Breusch Pagan) é maior que
0,05 (conforme proposto), ndo rejeita-se a hipétese de igualdade das variancias
ao nivel de significancia de 5%, sugerindo modelo homocedastico. No
coeficiente de correlacdo de Pearson (R), os valores obtidos foram maiores que
0,99, o que demonstra relacdo linear adequada. Além disto, ndo foram
detectados valores extremos ou pontos de alavanca.

A analise estatistica demonstrou cumprimento dos critérios estabelecidos
para o parametro de linearidade para desloratadina, impureza A e impureza B.
Desta forma, pode-se considerar o método linear, homocedastico, normal,
independente nas observacdes e sem valores extremos (outliers). Considera-se,
entdo, o método linear para quantificacdo de impurezas inespecificas, impureza
A e impureza B de desloratadina na faixa de 0,04 a 0,29 pug.mL?! estabelecida

para o método.

6.2.4 Precisao

A repetibilidade e a precisdo intermediaria foram avaliadas por meio de
amostras contendo desloratadina na concentragdo nominal da solugdo amostra
(80 pg.mL?) e nas concentracdes 0,04, 0,08 e 0,12 pug.mL™, correspondendo,

respectivamente, aos niveis 0,05 %, 0,10 % e 0,15 % m/v em relagdo a
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concentracdo nominal da solugdo amostra. As impurezas especificas foram
avaliadas com o ativo na concentracdo nominal da solucdo amostra,
contaminado com as impurezas em trés niveis de concentracdo diferentes,
desde o limite de desconsideracdo até 120 % da especificacdo de cada
impureza. Os ensaios ocorreram em dias distintos e com analistas diferentes. Os
resultados obtidos para a repetibilidade e precisdo intermediaria estédo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados de repetibilidade e de preciséo intermediaria para a
guantificacdo de desloratadina e impurezas organicas.

i Repetibilidade Precisdo
Composto  COnCEntracac T oTeie DR
Hg- Média (%) DPR (%) M(ﬁ/f)’)'a %2?
Desloratadina 80 98,88 0,4 99,00 0,1 0,3
0,04 99,00 2,6 98,96 5,0 4
Desloratadina 0,08 101,03 1,6 96,29 1,5 1
0,12 96,01 1,5 96,17 1,2 1
0,04 96,11 44 10495 23 6
Impureza A 0,16 98,17 22 100,87 272 2
0,21 99,48 1,3 99,70 2,6 2
0,04 102,60 2,5 96,12 3,7 5
Impureza B 0,24 98,76 1,5 9629 16 2
0,29 98,58 0.9 98,40 1,2 1

Conforme os resultados apresentados na Tabela 7, o método proposto é
preciso, pois obtiveram-se valores de desvio padréo relativo (DPR) de acordo
com os critérios de aceitacdo estabelecidos pela Association of Official Analytical
Colaboration (AOAC) que é de 1,3 % para a concentracdo 80 ug.mL?, 5,3 %
para a concentracéo 0,04 ug.mL? e 3,7 % para as concentracdes 0,08 ug.mL*
e 0,12 ug.mL™.

6.2.5 Exatidao
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A exatiddo da metodologia para teor foi avaliada em trés niveis de
concentracdo: 80 %, 100 % e 120 % da concentracdo nominal da amostra, em
trés réplicas. Os resultados da exatiddo sdo mostrados na Tabela 8.

Os resultados de exatiddo para as impurezas especificas e inespecificas
estdo demonstrados na Tabela 7, uma vez que o parametro foi avaliado

juntamente com a repetibilidade.

Tabela 8 — Resultados de exatiddo para a quantificacdo de desloratadina e impurezas

organicas.
Composto Concentrf_;lgéo Média (%) DPR (%)
(ng.mL™)
64 99,35 0,7
Desloratadina 80 100,00 0,2
96 100,82 1,9

Conforme os resultados apresentados na Tabela 7 e Tabela 8, o método
foi considerado com alta exatidao, visto que todos os resultados estao de acordo
com os critérios de aceitacao estabelecidos pela AOAC que é de 90 % a 107 %
para a concentracdo 0,04 pg.mL?, 95 % a 105 % para as concentraces 0,08

ug.mL?te 0,12 pg.mL%, e 98 % a 102 % para a concentracdo 80 pg.mL™.

6.2.6 Limite de quantificacao

O limite de quantificacao para este método foi de 0,05 % da concentracéo
nominal da amostra (0,04 pg mL?') para as impurezas inespecificas e
especificas. A Tabela 9 descreve os valores da razdo sinal/ruido para os picos
de desloratadina, impureza A e impureza B obtidos no parametro de exatidao,

sendo os valores obtidos superiores a 10.

Tabela 9 — Razao Sinal/ruido para desloratadina e impurezas especificas no limite de

quantificagao.
Nivel (%) Identificag&o Razao
Sinal/ruido
_ 22
0,05 Desloratadina

24
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27
19
28
24
47
65
61

Impureza A

Impureza B

W INIFPIWIN|IFP W

6.2.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir da solucéo teste teor. Em todas
as variacoes os resultados obtidos cumpriram com os critérios definidos para a
exatiddo na quantificacdo do ativo. A Tabela 10 apresenta os resultados
guantitativos das modificagdes propostas na robustez.

Tabela 10 — Avaliagdo quantitativa da robustez para a desloratadina

Solucéo Teste

Condicéao
Teor (%) Rec. (%)

Sem Alteragéo 0 horas 101,4 -

4 minutos de ultrassom 101,6 100,2
Sem ultrassom 100,5 99,1
Lote de coluna 102,0 100,6

Sem alteracdo 193 horas 100,9 99,5

Critério de aceitacao 98 — 102%

Em todas as variacdes obteve-se uma resolugcdo maior que 2,0 entre os
analitos de interesse, e o pico de desloratadina apresentou pureza espectral.
Assim, o método proposto foi robusto em todos os parametros avaliados
demostrando que o método foi uma excelente alternativa na quantificacao de

desloratadina e impurezas organicas.
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7 CONCLUSAO

O método proposto demonstrou-se seletivo, apresentando resolucéo entre
a desloratadina e suas impurezas de sintese, preciso, exato, robusto e linear na
faixa de concentracdo 64 a 96 pg.mL?' de desloratadina e na faixa de
concentragdo 0,04 a 0,21 pg.mL* para as impurezas de sintese, permitindo o
seu uso no controle de qualidade de matérias-primas para a quantificacdo de
desloratadina e suas impurezas de sintese.
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