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Desenvolvimento e validacdo de método analitico por cromatografia liquida para
determinacgéo do teor, impurezas organicas e produtos de degradacdo do insumo
farmacéutico ativo Hemifumarato de Quetiapina

Crislaine Simao

RESUMO

O hemifumarato de quetiapina € um antipsicético utilizado para o tratamento da
esquizofrenia e transtorno bipolar. Por exigéncia da agéncia reguladora, € necessario
garantir a qualidade do IFA que sera empregado para a producdo do medicamento. Um
método seletivo e sensivel de cromatografia liquida de ultra eficiéncia foi desenvolvido para
a determinacdo quantitativa de impurezas organicas, produtos de degradacdo e
hemifumarato de quetiapina no insumo farmacéutico ativo. A separacao cromatografica
eficiente foi realizada utilizando como fase estacionaria uma coluna de fase reversa Waters
Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl com comprimento de 100 mm, 2,1 mm de diametro e 1,7
um de tamanho de particula. A fase movel constituida por uma mistura de tamp&o acetato
de amonio pH 9,0 e acetonitrila, no modo gradiente, com vazao de 0,5 mL.min", volume de
injecdo de 3 L, temperatura de 50 °C e deteccdo ultravioleta em 240 nm. Todos os
parametros cromatograficos foram atendidos, com resolu¢cdo superior a 1,5 entre
hemifumarato de quetiapina, impurezas organicas e produtos de degradacdo. O
hemifumarato de quetiapina também foi submetida a diversas condi¢cdes de estresse no
estudo de degradacédo forcada, onde comprovou-se que o método analitico é capaz de
avaliar o decaimento de teor com a formacédo de impurezas, além de ser observado uma
alta suscetibilidade do ativo a degradacdo por oxidacdo. Na sequéncia, o método foi
validado de acordo com as diretrizes da ANVISA, avaliando seletividade, limites de
quantificacédo, linearidade, exatidao, precisao e robustez, tanto para o ativo quanto para as

impurezas organicas.

Palavras chave: degradacéao for¢cada, antipsicotico, gradiente, UPLC



Development and validation of an analytical method by HUPLC-UV for the
guantification of contend, organic impurities and degradation products of the active

pharmaceutical ingredient Quetiapine Hemifumarate.

Crislaine Simao

ABSTRACT

Quetiapine hemifumarate is an antipsychotic used for the treatment of schizophrenia and
bipolar disorder. As required by the regulatory agency, it is necessary to guarantee the
quality of the API that will be used for the production of the medicine. A selective and
sensitive ultra-performance liquid chromatography method was developed for the
guantitative determination of organic impurities, degradation products and quetiapine
hemifumarate in the active pharmaceutical ingredient. Efficient chromatographic separation
was performed using a Waters Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl reverse phase column with
a length of 100 mm, 2.1 mm in diameter and 1.7 um particle size as a stationary phase. The
mobile phase consisting of a mixture of ammonium acetate buffer pH 9.0 and acetonitrile, in
gradient mode, with flow rate of 0.5 mL.min, injection volume of 3 pL, temperature of 50
°C and ultraviolet detection at 240 nm. All chromatographic parameters attended, with a
resolution greater than 1.5 between quetiapine hemifumarate, organic impurities and
degradation products. Quetiapine hemifumarate was also subjected to different stress
conditions, in the forced degradation study, where it was proven that the analytical method
is indicative of stability, in addition to observing a high susceptibility of the active to oxidation
degradation. The method was validated according to ANVISA guidelines, evaluating
selectivity, quantification limits, linearity, accuracy, precision and robustness, both for the

active and for organic impurities.

Keywords: forced degradation, antipsychotic, gradient, UPLC
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1- INTRODUCAO

O hemifumarato de quetiapina € um medicamento utilizado para tratamento de
esquizofrenia e distarbio bipolar, que apresenta pouquissimas contra indicacdes e reacoes
adversas, e com isso facilita a adesdo do paciente ao tratamento.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é a responsével por garantir
gque um medicamento registrado para comercializacdo no Brasil, tenha os requisitos
necessarios para que o mesmo apresente qualidade, seguranca e eficacia.

Dentro desse cenério, uma das exigéncias da ANVISA é com relacdo as
caracteristicas do insumo farmacéutico ativo (IFA), que farq parte da formulagdo para
producdo do medicamento. A empresa que ira produzir o medicamento devera garantir que
o IFA apresenta os requisitos de qualidade, inclusive apdés armazenamento e transporte,
até que o mesmo seja utilizado, visto que uma baixa qualidade deste impacta diretamente
no medicamento.

A rota de sintese de producéo do IFA, por si s0, ja faz com que o mesmo apresente
uma quantidade de impurezas, que devem ser controladas, além das impurezas que podem
surgir devido a degradacao da molécula do IFA.

Realizar o controle e quantificacdo de todas essas impurezas e produtos de
degradacédo, que podem estar presentes em um IFA, € um grande desafio, pois 0 método
analitico adotado deve ser indicativo de estabilidade. Isso significa que, em um Unico
método analitico, € possivel quantificar o decaimento de teor com o0 aumento dos produtos
de degradacao ao longo do tempo.

O método analitico adotado com a finalidade de identificacdo e quantificacdo podem
ser as que se encontram descritas em farmacopeias nacionais e internacionais. Essas, por
sua vez, sdo um pouco menos especificas, pois ndo levam em consideracdo todas as
particularidades de cada rota de sintese possivel para o IFA, o que impacta nas
caracteristicas finais do IFA.

O presente estudo teve como finalidade desenvolver e validar um método indicativo
de estabilidade, seguindo as legislacbes vigentes, para quantificacdo do teor de
hemifumarato de quetiapina, 13 impurezas especificas (impurezas que sao conhecidas
deste IFA e descritas nos compéndios oficiais — impureza A, B, D, E, G, H, 1, J,N, P, Q, S
e W), e dos potencias produtos de degradacao que podem surgir no IFA, utilizando a técnica

de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), de acordo com as legislacfes vigentes.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método analitico, capaz de avaliar o decaimento de teor
com a formacéo de impurezas (indicativo de estabilidade), por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia com deteccdo UV (UPLC), para quantificacdo de hemifumarato de quetiapina,

suas impurezas organicas e produtos de degradacéao.

2.2 - Objetivos Especificos

Desenvolver método seletivo para as principais impurezas de sintese e produtos de
degradacédo de hemifumarato de quetiapina;

Expor o IFA a condicdes de estresse (hidrélise, oxidagao, fotélise, calor e umidade)
para verificar a seletividade do método e a capacidade de quantificacdo dos produtos de
degradacédo gerados;

Identificar e quantificar, com precisé@o e exatidao as principais impurezas de sintese
do IFA e os produtos degradagéo;

Validar o método desenvolvido de acordo com as normativas vigentes da ANVISA.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 - Insumo farmacéutico ativo

Insumo farmacéutico ativo (IFA), que também pode ser denominado farmaco ou
simplesmente principio ativo, € o componente farmacologicamente ativo, podendo exercer
atividade farmacologica ou efeito direto no diagnostico, cura, tratamento ou prevencéao de
uma doenga, ou ainda afetar o funcionamento do organismo humano. [1,2]

A grande maioria dos insumos farmacéuticos utilizados para a producdo de
medicamentos no Brasil é importada dos principais paises desenvolvidos e/ou de paises
em desenvolvimento, como China, india, Israel e Coréia. [3]

A etapa de sintese do IFA € uma etapa muito importante, pois determina diretamente
a qualidade, seguranca e eficacia do medicamento que sera produzido na sequéncia.

Para fabricacdo de um medicamento, 0 mesmo € produzido com o IFA e os
excipientes. Os excipientes também sdo substancias quimicas, mas nado tém funcéo
farmacoldgica e entram na formulagdo para ajudar a produzir uma determinada forma
farmacéutica, como comprimido ou solucao. [4]

A tecnologia utilizada na sintese quimica para obtencdo do farmaco envolve a
transformacao de compostos quimicos, com a alteracao de suas estruturas moleculares até
a obtencdo da molécula de interesse (principio ativo), enquanto a etapa de formulacao

exige conhecimentos farmacotécnicos. [5]
3.2 - Hemifumarato de Quetiapina

O hemifumarato de quetiapina (Bis[2-[2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-
1-yllethoxy]ethanol] (2E)-but-2-enedioate) € um po fino de branco a quase branco. Solavel
em Aagua, etanol anidro e metanol, ttm massa molecular de 883,09 g.mol! e forma
molecular (C21H25N302S)2.C4H404. [6] Na Figura 1 encontra-se a estrutura quimica do

hemifumarato de quetiapina.

Figura 1: Estrutura quimica do hemifumarato de quetiapina. [6]
14



A quetiapina pertence a um grupo de medicamentos chamado antipsicéticos, 0s
qguais melhoram os sintomas de alguns tipos de transtornos mentais, como esquizofrenia e
episodios de mania e de depressao associados ao transtorno afetivo bipolar. [7]

Segundo Oliveira embora o mecanismo de acao da quetiapina néo seja totalmente
compreendido, a possivel acao farmacoldgica deste antipsicotico atipico, ocorre a partir da
combinacdo da acao farmacoldgica simultdnea nos receptores de serotonina (5HT2) com
os dopaminérgicos D1 e D2, sendo esta a provavel explicacao para os efeitos antipsicéticos
deste farmaco e assim, o caracteriza como um farmaco atipico sendo que o tratamento
deve ser iniciado com pequenas doses e ser aumentada gradativamente, até atingir a

resposta terapéutica desejada.[8]
3.3 - Impurezas e Produtos de Degradacéo

De acordo com a RDC 359 de 27 de marco de 2020, para uma empresa conseguir
realizar o registro de um IFA, esta deve apresentar uma discusséo detalhada das potenciais
impurezas presentes neste IFA. [2]

Impurezas sdo quaisquer componentes presentes no insumo farmacéutico ou no
produto terminado que n&o seja o insumo farmacéutico ativo nem o(s) excipiente(s). [1]

As impurezas podem ser classificadas nas seguintes categorias: a) impurezas
organicas; b) impurezas inorganicas; c) solventes residuais. [9]

As impurezas organicas podem ser formadas durante o processo de sintese e/ou
durante o armazenamento do IFA. Estas podem ser especificas (a estrutura molecular foi
possivel de ser identificada) ou inespecificas, volateis ou ndo-volateis. Incluem os materiais
de partida, sub produtos da sintese, intermediarios de reacdo, produtos de degradacdo,
reagentes, ligantes e catalisadores de reacéo. [9]

O fabricante do IFA objeto deste estudo declara em sua documentacdo que o
hemifumarato de quetiapina sintetizado por sua empresa, pode ter a presenca de até 13
impurezas especificas, que estdo apresentadas na Tabela 1, onde consta 0 home, home
quimico, estrutura quimica e limite da impureza. O nome descrito para cada impureza nesta

tabela € o mesmo nome que a BP aplica nha sua monografia.
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Tabela 1: Nome, nome quimico, estrutura quimica e limite das impurezas. [6,10]

Nome Nome Quimico Estrutura Quimica Limite (%)
(0]
O A
. |" N - - (8] CH3
Impureza 2-[2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11- { NSNS <010
A yl)piperazin-1-yllethoxy]ethyl acetate N . -
s—
-/
| ““NH
"\\. _N_ N ,J
Impureza 11-(piperazin-1- N Y <015
B yhdibenzol[b,f][1,4]thiazepine - ‘-S /’""';-, -
f.fﬂ-
) o
A
Impureza 11,11"-(piperazine-1,4- - NN/ <010
D diyl)bis(dibenzo[b,f][1,4]thiazepine) \ ”%M.-N-.._..--J -
W |
s— 1)
11,11'-[ethylenebis(oxyethy O
ImpLIJEreza lenepiperazine-4,1-diy)]bis ~ i) o <0,10
. . . NYg T -
(dibenzo[b,f][1,4]thiazepine) N\ /'
-
Impureza  dibenzofb,f[1,4]thiazepin-11(10H)- N T <0.15
G one s—Z -
</
o
- r;.n O g
- [ -
2-[2-[4-(dibenzol[b,f][1,4]thiazepin-11- JTON—N N
Impureza yl)-1-oxidopiperazin-1- N <0,10
H yllethoxy]ethanol, s
\ _.__j.-lfl
—~ LOH
N
! =\ ~N N -
Impureza 2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11- &, } “‘]"' h <015
)piperazin-1-yljethanol, A -
| yhpip yi] s/
./
"-N-'”'“-\.-’Dn-x'““ A~ D“\"M“OH
Impureza 2-[2-[2-[2-[4-(dibenzo N
J [b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1- b“‘?--fiﬁ_ L <0,10
yllethoxy]ethoxylethoxy]ethanol, s—
Ny
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2-[2-[4-[2-[2-[4-
Impureza (dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-

yl)piperazin-1-yllethoxy]lethyl <0,15
N N
piperazin-1-yl]ethoxy]etanol -/
. | N~ TCHy
i h N N .
Impureza 11-(4-ethylpiperazin-1- N A <015
P yl)dibenzolb,f][1,4]thiazepine ] ‘e N -
.’;
o0 O
P
4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yI)- I T
Impureza 1,1-bis[2-(2- o b <0,15
Q hydroxyethoxy)ethyl]piperazin-1-ium Ngd T 7
s—7 1
- N oo
2-[2-[4-(5- I~ NN N A
Impureza i iodibenzofb, 1 Althiazepin-11- A ] =0,10
S yl)piperazin-1-yllethoxy]ethano 5—7
o\ ___"/
11-(4-[2-[2-(dibenzo[b,f] .
Impureza [1,4]thiazepin-11-yloxy) NI <0.10
w ethoxy]ethyl]piperazin-1- § ..;;? NN ’
yl)dibenzol[b,f][1,4]thiazepine S N

A especificacdo adotada pelo fabricante do IFA é da farmacopeia americana, que
apresenta em sua monografia Organic Impurities o controle das impurezas conforme
apresentado na tabela acima, além da especificacdo de 0,10% para impurezas
inespecificas, 0,50% para impurezas totais e limite de quantificacdo de 0,05%.[10] Essas
especificacdes também foram adotadas nos estudos de desenvolvimento e validagdo do

método analitico proposto neste trabalho.

Esta especificacdo estd harmonizada, com o proposto no guia do ICH [9] e no guia
do Food and Drug Administration (FDA) [11], que especificam os limites aceitaveis para as

impurezas, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Limites especificados para impurezas em farmacos.

Dose maxima Limite de Limite de Limite de
diaria notificacao identificacao guantificacao
0,10% ou 1,0 mg por 0,15% ou 1,0 mg por
<2 g/dia 0,05% ingestao diaria (o que ingestéo diaria (o que
for mais baixo) for mais baixo)
<2 g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

Fonte: Guia Q3A (R2) ICH — Impurities in new drug substances.[9]

A dose maxima de consumo diaria de Hemifumarato de Quetiapina € de 800 mg, por
isso o limite de notificacdo € 0,05%, o limite de identificacdo é 0,10% e o limite de
quantificacdo € de 0,15%.

Os grupos funcionais presentes na molécula de hemifumarato de quetiapina séo
apresentados na Figura 2, onde foram destacados quatro grupos quimicos de relevancia,
onde podem ocorrer reacdes para formacdo dos produtos de degradacdo. Destaca-se que
o anel aromatico ndo foi sinalizado devido ao mesmo possuir caracteristicas de alta
estabilidade frente a reacfes e agir somente como coadjuvante com o efeito indutivo.

Piperazina ..... Alcool

- y * *

,’(\N‘(\i’/o 3 OH)
= CO,H

HO,C

_ Tiazepina J2

Figura 2: Evidenciacdo dos grupamentos funcionais da molécula de hemifumarato
de quetiapina.

Para entender os possiveis produtos de degradacdo, € necessario compreender a
reatividade quimica individual de cada grupamento, considerando ainda as reacodes
cruzadas entre a propria molécula. Uma das ferramentas que pode ser utilizada para a
predicdo destas impurezas € o estudo laboratorial com exposicdo a diversos agentes
quimicos para forcar a reagao.

A agéncia europeia (EMA), apresenta em seu guia ICH Q1A (R2) que testes de
estresse devem ser conduzidos no IFA, onde deve ser avaliado os efeitos da temperatura,

umidade, oxidacdao, fotélise e também a avaliacdo da susceptibilidade do IFA a hidrolise em
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uma ampla faixa de pH. Avaliar estes produtos de degradacéo € util para estabelecer as
vias de degradacdo do IFA e, com isso, desenvolver e validar um método analitico
adequado, que seja capaz de detectar esses produtos de degradacdo com o decaimento
do teor do ativo. [12]

Esses produtos originados do estudo de degradacao forcada e identificados como
impurezas especificas serdo controlados, para garantir a integridade do IFA apds transporte
e armazenamento, durante o tempo de validade do mesmo. Uma das técnicas muito

utilizadas para a controle destas impurezas e produtos de degradacéo é a cromatografia.

3.4 - Cromatografia

A cromatografia € um técnica fisico-quimica de separacdo, que se baseia na
interacdo de duas fases com os componentes de uma mistura. O termo cromatografia
surgiu com o botanico russo, Mikhael Semenovich Tswett, que descreveu em seus
trabalhos em 1906, sobre a separacao dos componentes do extrato de folhas. [13]

Esta técnica relatada por Tswett € utilizada até os dias atuais, onde continua-se
realizando a separacao de componentes de uma mistura, conforme apresentado na Figura
3, através da utilizacao de uma coluna de vidro com sélidos finamente divididos. A amostra
€ adicionada no topo desta coluna, e um solvente, chamado de fase mdvel, é também
adicionado ao topo da coluna apos a adicdo da amostra. Ao descer por gravidade, nesta
coluna, a fase mdvel vai interagindo com a amostra, e a medida que vai ocorrendo a
passagem pela coluna da fase mével com a amostra, a separacdo dos componentes da
amostra acontece. Isto se da devido as interacdes que acontecem entre amostra com a
fase movel e a amostra com a fase estacionaria. Quanto maior a interacdo do componente
da amostra com a fase estacionaria, maior o tempo que este componente ficara retido na

coluna, da mesma forma, que quanto menor estéa intera¢do, mais rapido este componente

N & &

Figura 3: Representacdo da cromatografia classica de coluna. [14]

saira da coluna. [14]

O+ D+ >
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Na década de 1930, a técnica da cromatografia foi aperfeicoada e rendeu 2 prémios
Nobel. Em 1960, surgiu a cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High
Performance Liquid Chromatography — HPLC). [15]

Ja em 2000, foi criada a cromatografia ultra rapida (do inglés Ultra High Performance
Liquid Chromatography — UHPLC). [16]

3.4.1 - Cromatografia liqguida de alta eficiéncia

Como evolucdo da cromatografia de coluna, surgiu a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), que é uma técnica analitica usada para separar e quantificar
componentes numa mistura liquida.

A utilizacdo de fase estacionaria com particulas pequenas e uso de bombas de alta
pressdo para eluicdo da fase mével € a responsavel pela alta eficiéncia desse método de
cromatografia. A fase movel (liquida) movimenta-se continuamente através da coluna
contendo a fase estacionaria (so6lido). A amostra que sera separada interage com a fase
estacionaria e a fase mével por adsorcéo (separacao solido-liquido), particdo (separacao

liquido-liquido), exclusdo molecular ou troca idnica. [14]

3.4.2 - Cromatdégrafo a liquido

Um equipamento de cromatografia liquida pode ser dividido em varios componentes,
também chamados de modulos, ou entdo os componentes podem ser combinados em um
unico gabinete como um sistema “integrado”. Os principais componentes de um
cromatografo sdo: reservatorio de fase mével, sistema de bombeamento, injetor, forno,
coluna, detector e sistema de aquisi¢cdo e controle de dados. A Figura 1 apresenta um

esquema com os componentes basicos de um cromatégrafo. [17]
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Figura 4: Representacao dos componentes de um cromatégrafo liquido. [14]

No reservatério, a fase mével e os demais solventes para a operagdo do
cromatdgrafo sdo armazenados. Esse modulo pode ser equipado com um sistema de
desgaseificacdo e filtros especiais para cada recipiente, a fim de evitar a entrada de
particulados no sistema. A fase movel é puxada do reservatorio pela bomba, que controla
e mantém um fluxo continuo e constante para dentro da coluna. Os cromatografos atuais,
sao equipados com bombas que permitem a mistura de mais de um solvente provenientes
de reservatérios diferentes. [17]

O injetor, juntamente com o auto amostrador, é responsavel por inserir um
determinado volume da amostra no sistema, um pouco antes da coluna, sem que o fluxo
de fase movel para a coluna seja reduzido. A separacao acontece na coluna, considerada
0 coracao da técnica. Diferentes tipos de colunas podem ser utilizados, dependendo das
caracteristicas dos analitos a serem separados. A coluna é fixada dentro do forno, onde a
temperatura pode ser controlada. Apés a separacao, o detector responde as alteracées na
concentragdo dos analitos no fluxo da fase mével, registra o sinal obtido e os dados séo
entdo armazenados no sistema. O sistema de controle de dados é o responsavel por

direcionar as fungfes dos diferentes modulos. [17,18]

3.4.3 - Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (HUPLC) foi desenvolvida a fim de utilizar
particulas menores que 2 um, com o maximo de desempenho cromatografico. Esse sistema

€ até 20 vezes mais rapido e tém a capacidade de trabalhar com altas pressdes (até 15000
21



psi). Para conseguir este melhor desempenho cromatografico, foram necessarias
alteracbes no equipamento e nas colunas cromatograficas, para que fosse possivel
trabalhar com pressdes téo elevadas. [16]

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia € uma técnica bastante recente, mas ja
estd sendo utilizada em analises de rotina em diversas areas, pois existem muitas
vantagens atreladas a esta técnica. Entre essas vantagens temos: analises mais rapidas,
menor consumo de solventes, menor geracdo de residuos, maiores eficiéncias de
separacao e melhor detectabilidade (de 2 a 3 vezes maior) quando comparadas as analises
realizadas usando HPLC. [16]

3.5 - Validacdo do método analitico

De forma geral, a validagdo analitica consiste em demonstrar que o0 método analitico
€ adequado para o seu propdsito. Com isso o objetivo final de um processo de validagéo é
fornecer evidéncias (documentadas) que o método proposto ird gerar resultados confiaveis
durante a utilizacdo do mesmo na rotina laboratorial. [1]

A escolha de um método adequado para cada insumo farmacéutico ou forma
farmacéutica tém grande importancia na confiabilidade dos dados que serdo gerados nas
analises de controle de qualidade. Para cada método analitico, € necessario evidenciar, por
meio de resultados experimentais durante a validacdo analitica, a funcionalidade do
mesmo, bem como realizar avaliacdo estatistica dos resultados obtidos. [26]

De acordo com a legislacéo vigente da ANVISA, RDC 166 de 2017, os parametros
minimos que devem ser avaliados durante a validacdo do método analitico para
quantificacdo de teor e impurezas sao: exatidao, precisao (repetibilidade e intermediéria),
seletividade, limite de quantificacdo (ndo se aplica a método de doseamento do ativo),

linearidade e intervalo.

3.5.1 - Seletividade

A seletividade de um método analitico € demostrada através da sua capacidade de
identificar ou quantificar o analito de interesse inequivocamente na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz. [1] Por exemplo, em um método de quantificacdo de impurezas, é
necessario que o método analitico consiga identificar e quantificar as impurezas

individualmente, independente de quantas impurezas estiverem presentes na amostra.
22



Em um método para quantificacdo de doseamento, impurezas e produtos de
degradacdo, é necessario expor a amostra a condi¢cdes de degradacdo em ampla faixa de
pH, de oxidagéo, de calor e luz, para demonstrar auséncia de interferéncia de produtos de

degradacao na quantificacdo. [1]

3.5.2 - Linearidade

A linearidade de um método analitico deve ser comprovada pela capacidade do
método de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentra¢éo do analito,
dentro de uma faixa especificada para o método analitico. [1]

A legislacéo vigente (RDC 166 de 2017) define que, para demonstrar a linearidade
do método, deve-se utilizar, no minimo, trés preparacdes (distintas) da substancia quimica
de referéncia em cinco concentragdes diferentes.

A partir das respostas analiticas individuais obtidas, devem ser realizados os calculos
utilizando as concentracdes reais das solucdes, onde deve se construir um gréafico da
concentracao (eixo X) contra a resposta analitica (eixo y). O ajuste da curva de calibracéo
é feito por meio de ferramentas estatisticas e deve ser utilizado um nivel de significancia de
5%. As duas variaveis (x e y) sao relacionadas por meio da equacédo da reta y = a + bx,
onde (a) € a intersecdo com o eixo y e (b) é o declive da curva analitica, esta equacéo deve
ser estimada pelo método dos minimos quadrados. O coeficiente angular deve ter sua
significancia avaliada e o mesmo deve ser significativamente diferente de zero. Deve ser
realizado a avaliacdo da associagao linear entre as variaveis por meio dos coeficientes de
correlacéo (r) e de determinacéo (r?), onde o (r) deve estar acima de 0,990. Um gréfico de

dispersédo dos residuos deve ser construido, acompanhado da sua avaliacdo estatistica.

[1].

3.5.3 - Faixa de trabalho (intervalo)

A faixa de trabalho (intervalo do método analitico) deve ser determinada com base
na linearidade, juntamente com os resultados de preciséo e exatidao. [1]

Para métodos de teor, a faixa avaliada deve ser de 80 a 120% da concentracao
nominal da solugéo teste. Para métodos de quantificacdo de impurezas, a faixa deve ser
do limite de quantificacdo a 120% da concentracdo no limite da especificacdo de cada

impureza individualmente. [1]
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3.5.4 - Precisao

A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio da
analise de amostras preparadas conforme descrito no método analitico. [1]

Durante a realizacdo de andlises, existem erros que estao associados as etapas da
propria analise. Na validagdo do método analitico, esses erros precisam ser estimados,
visto que ndo é possivel extinguir os mesmos. Caso esse erro persista durante varias
analises, os valores individuais vao se localizar com maior incidéncia num valor médio. [27]

A precisdo deve ser expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria
ou da reprodutibilidade. [1]

Na repetibilidade, consideram-se as sucessivas medic¢des realizadas por um Unico
laboratorio, com 0 mesmo responsavel pela analise e utilizando os mesmos equipamentos,
levando a uma proximidade entres os resultados realizados por nove determinagdes (trés
concentracdes, baixa, média e alta, cada uma composta por trés réplicas), ou seis réplicas
(na concentracao da solucéo teste) preparadas individualmente.

Na precisdo intermediaria, estabelece-se a precisdo de resultados obtidos de
andlises feitas no mesmo laboratério, preparando as amostras nos mesmos niveis
utilizados na repetibilidade, contudo com um intervalo de tempo, onde as andlises sédo
realizadas em dias diferentes por analistas diferentes. Por fim, a reprodutibilidade refere-se
a realizacdo da andlise conforme a repetibilidade, porém realizada em laboratérios
diferentes. [27]

3.5.5 - Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia com os resultados individuais obtidos
e um valor aceito como verdadeiro. [1]

Para a avaliacdo da exatiddao do método, sdo analisadas amostras em trés niveis de
concentracdes (baixa, média e alta) em triplicata, contemplando o intervalo linear do método
analitico. A exatiddo seré determinada a partir da relacdo percentual entre a concentracao
média experimental e a concentracédo teorica. [1]

As nove amostras que serdo utilizadas para a avaliacdo da exatiddo devem ser

preparadas de maneira independente. [1]
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3.5.6 - Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) de um método analitico € a menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao sob
as condi¢Oes experimentais estabelecidas. [1]

O limite de quantificacdo deve ser coerente com o limite de especificagdo da
impureza, sendo que a razao sinal/ruido deve ser, no minimo, de 10:1. [1]

Os parametros de precisdo e exatiddo devem ser testados nas concentracdes

correspondentes ao limite de quantificag&o. [1]
3.5.7 - Robustez

A robustez € um parametro que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e
deliberadas variacdes das condicdes analiticas. [1] Estas alteracdes possibilitaram analisar
a confianca do método durante 0 uso na rotina laboratorial.

Para métodos quantitativos, os impactos das modificacdes causadas no resultado
final deverdo ser avaliados de acordo com mesmos critérios utilizados para a exatidao. [1]

Deve ser avaliado a robustez no preparo das amostras, onde deve-se avaliar a
estabilidade das solu¢bes analiticas, o tempo de extracdo e a compatibilidade dos filtros.
Para métodos de cromatografia liquida, deve-se avaliar a variacdo do pH da fase movel, a
variacdo da composicdo da fase movel, diferentes lotes ou fabricantes de coluna, a

temperatura da coluna e fluxo da fase mével. [1]

4 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1- Equipamentos

Utilizaram-se os seguintes equipamentos: cromatografo liquido de ultra eficiéncia
Acquity Hclass, do fabricante Waters; balanca analitica modelo Excelence Plus XP 26, do
fabricante Mettler Toledo; aparelho de ultrassom modelo Elmasonic P, do fabricante Elma;
e sistema de purificagdo de agua modelo Elix Technology Inside Integral 5, do fabricante
Merck.

4.2- Reagentes, padrdes e amostras
Os reagentes utilizados foram acetato de amoénio grau HPLC (Supelco), hidréxido de
amoénio grau P.A. (Synth), acetonitrila grau HPLC (J.T.Baker), metanol grau HPLC

(J.T.Baker), acido cloridrico concentrado grau P.A.(Synth), hidroxido de sédio grau P.A.
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(Neon), peréoxido de hidrogénio grau P.A. (Neon), sulfato de cobre Il grau P.A. (Synth). A
matéria-prima de hemifumarato de quetiapina, lote 1374223, com validade até 08/2025, foi
fabricada e fornecida por fabricante IPCA Laboratories Limited. O padrédo de hemifumarato
de quetiapina, lote 011-201108U, foi caracterizado pelo laboratorio Labmass Laboratory.
Os padrdes de quetiapina para system suitability, acido fumarico, impureza B e G, lotes
RO81HO, R05520, FOO2NO e F00410, respectivamente, foram fornecidos pela USP. Os
padroes da impureza A, D, E, | e W, lotes NW79785, ZG85541, GZ92247, OF27519 e
NR6475, respectivamente, foram fornecidos pela Axios Research. Os padrdes da impureza
J, P, Q e N, lotes SL-YLR-122-170, SL-SHU-150-152, SP-032-168 e SP-0222-077,
respectivamente, foram fornecidos pela SimSon Pharma Limited. Os padrbes da impureza
S e H, lotes Q0219YV e Q0208AV, respectivamente, foram fornecidos pela Olax Pharma
Labs.

4.3- Método da farmacopeia Britanica Substancias Relacionadas

Para separacdo cromatografica, utilizou-se a fase movel A, que consiste de uma
mistura 10 volumes de metanol e 90 volumes de solucdo tampao acetato de amonio, com
pH ajustado para 9,0 com hidroxido de aménio. A fase mével B foi composta de 100%

acetonitrila, em um sistema gradiente, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3: Gradiente conforme BP.

Tempo (min) Metanol:Tampéo ! (%) Acetonitrila (%)

0 80 20

8 80 20
14,50 60 40
22,60 50 50
26 30 70
29 10 90
30 10 90
35 80 20
40 80 20

1 — Na proporcéo 10:90 v/v

As condi¢cdes do equipamento foram: detector de luz com arranjo de diodos no
comprimento de onda de 240 nm, coluna de fase reversa Waters Acquity UPLC CSH
Phenyl-Hexyl com comprimento de 100 mm, 2,1 mm de didmetro e 1,7 um de tamanho de
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particula, fluxo de 0,5 mL.min%, volume de injecédo de 3 pL, temperatura do forno de 50 °C
e tempo de corrida de 51 minutos.

Como diluente foi utilizado uma mistura de acetonitrila:dgua 50:50 v/v. A solucdo
teste foi preparada na concentracdo de 2000 pug.mL™?. A solucdo padrédo foi preparada
diluindo a solucgédo teste para a concentracdo de 2 pg.mLt. A partir desse método que

iniciou-se o desenvolvimento, utilizando o0 mesmo como base.

4.4 - Desenvolvimento do método
4.4.1 - Sistema Cromatografico

Baseado no método descrito na Farmacopeia Britnica, foram realizados ajustes
para alcancar uma separagdo cromatografica eficiente. A fase movel foi constituida de
tampdo de acetato de amonio na concentragdo de 0,05 mol.L"t com pH ajustado para 9,0
com solucédo de hidroxido de aménio P.A. no canal A, e acetonitrila no canal B. Foram
avaliadas diferentes proporc¢des destas solu¢des no sistema gradiente, para obtencéo da
adequada separacao dos picos de interesse. Como diluente para solubilizagdo dos padroes
e amostras, foi utilizado a solugdo metanol:agua na proporcéo 50:50. Foi utilizada a coluna
de fase reversa Waters Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl com comprimento de 100 mm,
2,1 mm de diametro e 1,7 um de tamanho de particula. As condi¢des de operacdo foram:
fluxo de 0,5 mL.min", volume de injecdo de 3 pL, temperatura do forno de 50 °C, tempo de

corrida de 51 minutos e deteccdo no UV em 240 nm.

4.4.2 - Solugdes das Impurezas

Para verificacdo da seletividade do método, foram preparadas solucdes padrées de
cada impureza individualmente. As solucdes estoques (hemifumarato de quetiapina, acido
fumarico, impureza A, B, E, G, H, I, J, S, N, P, Q e W) foram preparadas na concentracao
de 200 pg.mL* utilizando as substancias quimicas de referéncia e utilizando o diluente
(metanol 50% v/v). A solucéo estoque da impureza D foi preparada na concentracao de 50
pug.mL?, utilizando como diluente DMSO. A partir destas solugées estoques, foram
preparadas as solugdes padrdes individuais na concentracdo do limite da especificagdo das
impurezas, sendo a concentracdo de 4 ug.mL* para hemifumarato de quetiapina, acido
fumarico, impureza A, D, E, H, J, S e W e a concentragdo de 6 yg.mL* para as impurezas

B, G, I, N, P e Q utilizando o diluente (metanol 50% v/v). Foi preparada uma solugéo teste
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fortificada com as impurezas, utilizando o IFA na concentragdo de 4000 pg.mL? e
contaminando com as impurezas na concentragdo de 4 yg.mL?! impureza A, D, E, H, J, S
e W e a concentragdo de 6 ug.mL™ para as impurezas B, G, |, N, P e Q utilizando o diluente
(metanol 50% v/v).

Para a avaliacdo do limite de quantificacdo do método, foi preparada uma solucéo
mix com todas as impurezas e o ativo na concentragao de 2 ug.mL* (seguindo o limite de

quantificacdo proposto pela BP), utilizando o diluente (metanol 50% v/v).

4.4.3 - Estudo de degradacéao forcada

No estudo de degradacgéo for¢cada, foram preparadas amostras na concentracdo de
4000 pyg.mL* para avaliagao da formacao de impurezas e 400 ug.mL* para quantificacdo
do doseamento e avaliacdo da homogeneidade espectral do pico da quetiapina. Duas
amostras controle foram preparadas sem a adicdo de agente degradante, a fim de utiliza-
la como referéncia para o decaimento de teor e formacédo de impurezas nas condi¢des
estresse estudadas. As amostras com as condicfes de estresse foram preparadas na
mesma concentracdo das amostras controle, e foram solubilizadas com o diluente (metanol
50% v/v). Em seguida, foi adicionado quantidade suficiente de cada agente degradante.

Para o estudo de degradacdo quimica, na hidrélise basica, as amostras foram
submetidas a uma solucdo de NaOH 1 mol.L%, por 10 dias a temperatura ambiente. Na
hidrélise acida, as amostras foram submetidas em solucéo a 1 mol.L* de HCI, por 10 dias
a temperatura ambiente. Para o estresse oxidativo, as amostras foram submetidas em
solucdo a 3% v/v de H202, por 4 horas a temperatura ambiente. No estresse por ions
metalicos, as amostras foram submetidas em solucdo a 5 mM.L* de FeCls, por 24 horas a
temperatura ambiente.

Para o estudo de degradacdo fisica (estresse fotolitico, térmico e imido) submeteu-
se 0 p6 do IFA as condi¢cdes de estresse, em seguida foram preparadas amostras em
solugdo nas mesmas concentragdes das solugcdes controle, utilizando diluente (metanol
50%) para solubilizacdo das amostras. Para o estresse fotolitico as amostras foram
expostas a 2,4 x 108 lux.hl. Para o estresse térmico, as amostras foram submetidas a
temperatura de 60 °C por 10 dias. Para o estresse umido as amostras foram submetidas a
temperatura de 40 °C com umidade relativa de 75%, por 10 dias. A homogeneidade
espectral do pico de quetiapina foi avaliada em todas as condi¢des de estresse estudadas

por meio do emprego do autothreshold — ferramenta que determina a pureza do pico por
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meio da avaliacdo dos angulos de pureza e de limite — com absorcéo espectral inferior a 1
mAU.

4.5- Parametros de validacao

45.1 - Seletividade

A seletividade do método foi determinada por meio do preparo de solugdo com a
substancia quimica de referéncia do ativo na concentragdo de 4 ug.mL? e as impurezas
conhecidas nas concentragdes conforme especificacdo das mesmas preconizada na USP
4 ug.mL1 (acido fumarico, impureza A, D, E, H, J, S e W) e 6 uyg.mL* (impureza B, G, I, N,

P e Q) utilizando metanol 50% como diluente.

45.2 -Linearidade

A avaliacdo da linearidade para o método de doseamento do ativo foi realizada
mediante a obtenc¢&o de trés curvas analiticas com cinco niveis cada, nas concentragfes
de 320, 360, 400, 440 e 480 ug.mL%, compreendendo o intervalo de 80% a 120% m/v da
concentragdo nominal da solugdo amostra (400 ug.mL™1).

A avaliacao da linearidade para as impurezas inespecificas e impurezas A, D, E, H,
J, S e W foi realizada mediante a obtencéo de trés curvas analiticas com cinco niveis de
concentragdo de 2,0 yg.mL* a 4,8 yg.mL*, compreendendo o intervalo de 0,05% a 0,12%
m/v da concentragdo nominal da solugdo amostra (4000 ug.mL?), abrangendo, desta forma,
o intervalo de limite de desconsideracao até 120% da especificacdo das impurezas (0,10%).

Para a avaliacdo da linearidade das impurezas B, G, I, N, P e Q foi realizada
mediante a obtengéo de trés curvas analiticas com cinco niveis de concentracdo de 2,0
pug.mL?a 7,2 uyg.mL*, compreendendo o intervalo de 0,05% a 0,18% m/v da concentracéo
nominal da solugdo amostra (4000 ug.mL?), abrangendo, desta forma, o intervalo de limite
de desconsideracao até 120% da especificacdo das impurezas (0,15%).

A avaliacdo das linearidades foi realizada através do meétodo dos minimos
quadrados, onde obteve-se a equacao da reta e o calculo do coeficiente de correlacao
linear. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada por meio de analise de variancia
(ANOVA), testes t e F, com nivel de confianca de 95%. A avaliacéo estatistica foi realizada

por meio do Sistema Action Stat 3.7.
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453 -Precisao

A repetibilidade do método de doseamento foi avaliada por meio de 6 amostras do
IFA de quetiapina na concentragdo nominal da solugdo amostra (400 pg.mL™1).

A repetibilidade para a quantificacdo de impurezas inespecificas foi avaliada por
meio de 9 amostras, preparadas a partir do padréo de hemifumarato de quetiapina, em trés
niveis de concentracdes: 2,0, 3,6 e 4,8 ug.mL*, correspondendo, respectivamente, aos
niveis 0,05%, 0,09% e 0,12% m/v em relacdo a concentracdo nominal da solu¢cdo amostra
(4000 pg.mL1).

A repetibilidade para a quantificacéo das impurezas A, D, E, H, J, S e W foi avaliada
por meio de nove solugées amostras do IFA a 4000 pug.mL™t, contaminadas com aliquotas
de solucdes estoques padrao das impurezas em trés niveis de concentracao, desde o limite
de desconsideracdo até 120% da especificacdo de cada impureza: 2,0, 3,6 e 4,8 pg.mL,
correspondendo, respectivamente, aos niveis 0,05%, 0,09% e 0,12% m/v.

Para a avaliacdo da repetibilidade para a quantificacdo das impurezas B, G, I, N, P
e Q foi avaliada por meio de nove solugcdes amostras do IFA a 4000 pg.mL%, contaminadas
com aliquotas de solu¢des estoques padréo das impurezas em trés niveis de concentracao,
desde o limite de desconsideracdo até 120% da especificacdo de cada impureza: 2,0, 4,8
e 7,2 ug.mL?, correspondendo, respectivamente, aos niveis 0,05%, 0,12% e 0,18% m/v.

A precisao intermediéaria foi avaliada da mesma forma que a repetibilidade, contudo,

0S ensaios ocorreram em dias distintos e com analistas diferentes.

45.4 - Exatidao

A exatidao para a quantificacdo de quetiapina foi avaliada por meio de 9 amostras
preparadas a partir do padrdo de hemifumarato de quetiapina, em trés niveis de
concentragdo: 320, 400 e 480 pug.mL%, correspondendo, respectivamente, aos niveis 80%,
100% e 120% m/v em relacdo a concentracdo nominal da solugdo amostra (400 pg.mL™?),
com trés réplicas em cada nivel. A exatiddo para a quantificacdo das impurezas
inespecificas e especificas foi avaliada concomitante ao parametro de precisao -

repetibilidade.
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4.5.5 - Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo para este método foi de 0,05% m/v da concentracédo
nominal da amostra (2,0 pg.mL?) para as impurezas inespecificas e especificas,
correspondente a 0,05% da concentracdo nominal da amostra (4000 pg.mL™). Este
parametro foi verificado experimentalmente, de acordo com o menor nivel utilizado nas

andlises de linearidade (nivel de limite de desconsideracéo).

456 -Robustez

Os critérios testados na robustez foram o lote da coluna, temperatura da coluna,
vazao da fase movel, pH do tampao, composicdo da fase movel, tempo de extracdo da
solugdo amostra, estabilidade das solu¢cbes padrdes e amostra. Desta forma, avaliou-se a
capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros no

meétodo analitico proposto.

Tabela 4: Fatores avaliados na robustez do método.

Fatores Original Variacéo | Variacéo |l
Tempo de ultrassom 5 minutos 3 minutos 10 minutos
Temperatura de coluna 50 °C 48 °C 52 °C
Vazdo da fase movel 0,50 mL.min! 0,45 mL.min! 0,55 mL.min!
pH do Tampéao 9,0 8,8 9,2
Composicéao da 3,85 gde acetato 3,65 g de acetato 4,05 g de acetato
Fase movel de amonio por litro  de amdnio por litro  de amonio por litro

4.6- Método final
4.6.1 - Sistema Cromatografico

A fase movel foi constituida de um tampéo de acetato de amonio na concentracdo
de 0,05 mol.L"* com pH ajustado para 9,0 com solucdo de hidréxido de amonio P.A. no

canal A e acetonitrila no canal C, em um sistema gradiente conforme Tabela 5.

Tabela 5: Gradiente.

Tempo (min) Tampéao?! (%) Acetonitrila (%)

0 78 22
8 78 22
26 60 40
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40 20 80

41 20 80
46 78 22
51 78 22

1 —100% tampéo.

Como diluente para solubilizacdo dos padrdes e amostras foi utilizado uma solugéo
de metanol:agua na propor¢ao 50:50 v/v. Foi empregada a coluna de fase reversa Waters
Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl, com comprimento de 100 mm, 2,1 mm de diametro e 1,7
um de tamanho de particula. As condicdes de operagdo foram com fluxo de 0,5 mL.min"2,
volume de injecao de 3 pL, temperatura do forno de 50 °C, tempo de corrida de 51 minutos

e deteccdo no UV em 240 nm.

4.6.2 - Método para quantificacdo de Impurezas

Para quantificacdo das impurezas, foi preparado uma solucéo padréo, empregando
a substancia quimica de referéncia caracterizada na concentragdo de 4 ug.mL™, utilizando
o diluente (metanol 50% v/v). A solucao teste SR foi preparada com o IFA na concentragao
de 4000 pg.mLt, também utilizando o diluente (metanol 50% v/v).

4.6.3 - Método para quantificacdo de Teor

Para quantificacdo do doseamento de hemifumarato de quetiapina, foi preparado
uma solucdo padrdo utilizando a substancia quimica de referéncia caracterizada na
concentragdo de 400 pug.mL?, com o diluente (metanol 50% v/v). A solucdo teste foi
preparada a partir da solucédo teste SR (descrita no item acima) onde foi realizada a diluicéo
da mesma para a concentragdo de 400 ug.mL1, também utilizando o diluente (metanol 50%

vIv).

5- RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Desenvolvimento do método analitico
Atualmente compéndios oficiais descrevem nas monografias de cada IFA ensaios de

quantificacdo e identificacao.
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Para o hemifumarato de quetiapina, a farmacopeia americana traz em seu
compéndio o método de Organic Impurity, na monografia Quetiapine Fumarate onde esta
contemplado o controle de 7 impurezas de forma especifica (impurezas B, D, G, I, J, P e
Q). Ja a farmacopeia britanica, harmonizada com a farmacopeia europeia, apresentam na
monografia Quetiapine Fumarate o método de Related Substances, que controla apenas 2
impurezas de forma especifica (impureza G e N). Entretanto, este IFA pode apresentar
outras 19 impurezas (A, B, C,D,E,F, H,1,J,K,L,O,P,Q, S, T, U, V, W) que podem ser
detectadas neste método e devem ser controladas de forma inespecifica.

A definicado de quais impurezas devem ser controladas no método analitico, procede
do conhecimento sobre as potenciais impurezas que podem estar presentes no IFA, que
sdo resultantes da sintese (materiais de partida, intermediarios, reagentes), do processo de
fabricacdo e dos produtos de degradacdo que podem surgir durante o armazenamento e
transporte deste IFA.

O fabricante do IFA objeto desse estudo declara em sua documentacgéo e certificado
de analise que pode conter em seu IFA - Hemifumarato de Quetiapina 13 impurezas
especificas (impurezas A,B,D, E, G, H, I, J, N, P, Q, S e W). Sendo assim, o0 objetivo deste
método foi controlar estas 13 impurezas de forma especifica e quantificar por meio do
mesmo método analitico o teor do ativo.

Primeiramente, optou-se por testar o método descrito na farmacopeia britanica (BP),
pois espera-se que esta tenha uma melhor seletividade, visto que esta controla o maior
namero de impurezas (de forma inespecifica).

Antes de realizar as andlises no cromatégrafo, foi avaliado a solubilidade das
impurezas e do insumo farmacéutico ativo no diluente proposto pela BP, que é
acetonitrila:dgua na proporcao 50/50 v/v. Com este diluente, ndo foi possivel solubilizar
diversas impurezas. Assim, na sequéncia, realizou-se o teste de solubilidade utilizando o
diluente metanol:dgua, mantendo a mesma proporcao anterior 50:50 v/v, pois de acordo
com Shasha et al. [19], em temperatura ambiente a quetiapina tém uma maior solubilidade
em metanol e espera-se 0 mesmo cenario para as impurezas especificas, visto que as
estruturas quimicas sdo semelhantes a da quetiapina. Os testes de solubilidade mostraram
gue todas as impurezas e o0 ativo apresentaram solubilidade adequada no diluente
metanol:agua na proporc¢ao 50:50 v/v, sendo definido como o diluente para este método.

Apoés definir o diluente, optou-se por realizar o primeiro estudo cromatografico
utilizando o método de Related Substances descrito da farmacopeia britanica na integra

(conforme descrito no item 4.3), com o gradiente descrito na Tabela 6.
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Tabela 6: Gradiente conforme BP.

Tempo (min) Metanol:Tampéo ! (%) Acetonitrila (%)

0 80 20

8 80 20
14,50 60 40
22,60 50 50
26 30 70
29 10 90
30 10 90
35 80 20
40 80 20

1 — Na proporg¢éo 10:90 v/iv

Ao injetar as solugbes padrdoes das impurezas nas concentracées do limite da
especificacao (0,10% para as impurezas A, D, E, H, J, S, W e 0,15% para as impurezas B,
G, I, N, P, Q e do ativo) individualmente, obteve-se o cromatograma com sobreposi¢cao das

injecdes, conforme Figura 5.

CQuetiaping

Imip. M.

L L B L I L B L B B B B B By B B B B B R B
200 400 600 B00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200
Minutes

Figura 5: Sobreposicdo dos cromatogramas das Impurezas obtidas com o
gradiente proposto pela BP.

Como pode ser observado na Figura 5, ocorre a eluicdo do acido fumarico em 0,5
minutos, impurezaHe S em 5,2 e 5,8, respectivamente, impurezas Q e G coeluindo em 7,2
minutos, impureza B eluindo em 10,7 minutos, impureza | em 12,6 minutos, quetiapina e
impureza N coeluindo em 13,5 minutos, impureza J em 14,4 minutos, impureza P e
impureza A em 15,8 e 16,2 minutos, respectivamente, impureza E, impureza W, impureza
D em 25,6, 26,4 e 27,0 minutos, respectivamente e também ocorreu a eluicdo de dois picos

de fase movel em 27,6 e 30,5 minutos.
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Como a resposta analitica da impureza N foi muito baixa, ficando pouco perceptivel
a coeluicdo da quetiapina e da impureza N, foi preparada uma solucéo teste fortificada com
a impureza N. A Figura 6 apresenta a sobreposi¢cdo do cromatograma da solugéo teste
fortificada com a impureza N e o padrdo da impureza N, onde pode ser observado a

coeluicdo da impureza N com o pico do ativo (destacado pelo circulo vermelho).

0.005

=) .
3 0.000 ]

-0.005+

T T T T T T T
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
Minutes

——— SampleName: Teste+IMP N
——— SampleName: Impureza N

Figura 6: Cromatograma das Solucdes Teste + Imp. N e da Impureza N
sobrepostas com zoom para verificagdo da coelui¢ao.

Como pode ser observado nas Figura 5 e

Figura 6, ocorreu coeluicdo do pico do ativo e da impureza N, e coeluicdo da
impureza G com a impureza Q. Além disso, as impurezas N e Q também apresentaram
uma baixa resposta na concentracao avaliada.

Diante dos resultados obtidos, foram realizadas algumas alteracbes no método

analitico descrito pela farmacopeia britanica visando uma melhor resolugcé@o entre os picos.

5.1.1 - Otimizacédo do gradiente para separacao da Impureza N e da Quetiapina

Como observado anteriormente, a impureza N e a quetiapina apresentaram o mesmo
tempo de retencéo. Para promover a separacao, foi realizado um teste para otimizacao do
gradiente, alterando a taxa de aumento da propor¢ao de organico (acetonitrila) no eluente
com relagéo ao tempo. Na condicéo inicial (conforme BP), tinha-se um aumento de 3% de
acetonitrila por minuto a partir de 8 minutos de gradiente (conforme Tabela 6), essa taxa foi
diminuida para 1% (conforme Tabela 7), o que resultou em um aumento de 8 minutos no
tempo de corrida.

Tabela 7: Gradiente 1.

Tempo (min) Metanol:Tampéo ! (%) Acetonitrila (%)

35



0 80 20
8 80 20
26 60 40
40 50 50
44 30 70
47 10 90
48 10 90
53 80 20
58 80 20

1 — Na proporgéo 10:90 v/v

Ao realizar esta mudanca no gradiente, tem-se uma rampa de eluicdo menos

inclinada e espera-se, com isso, conseguir a separacdo adequada da quetiapina e da

impureza N, pois a molécula da impureza N tém uma menor polaridade quando comparada

com a molécula de quetiapina, e ao diminuir a adicdo de organico a mesma tera maior

interacdo com a fase estacionaria (coluna).

O cromatograma apresentado na Figura 7 confirma que a alteracdo proposta gerou

a separacdo adequada, onde obteve-se uma resolucéo de 6,8 entre os picos da Impureza

N e a quetiapina, sendo que, para considerar dois picos completamente resolvidos, 0s

mesmos devem ter resolucdo de no minimo 1,5.
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Impureza N - 17,534
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Figura 7: Cromatograma da solucao teste fortificada com a impureza N.

Nesta proposta de gradiente, a modificacédo foi aplicada apenas apés 8 minutos de

corrida. Como as impurezas G e Q eluiram antes desse ponto, a alteracdo no gradiente nao

influenciou a separacdo dessas impurezas. Assim, as impurezas G e Q continuaram

coeluindo, sem uma melhoria na resolugao entre elas.

36



5.1.2 - Otimizacao do gradiente para separacao das Impurezas G e Q

Visando melhorar separagéo entre a impureza G e Q, foi alterado a proporcéo de
metanol no preparo da solucdo MeOH:Tampéao (10:90 para 5:95 v/v). Essa alteracao
resultou na reducdo da concentracdo de metanol, diminuindo a quantidade de solvente
organico presente no eluente.

Também foi realizado a alteracdo no gradiente a partir de 26 minutos, conforme
Tabela 8, onde mudou-se a inclinagdo da rampa de concentracao do organico (acetonitrila),
com o objetivo de separar de forma mais adequada os picos de diluente e impurezas que
eluem em torno de 35 minutos. No gradiente testado anteriormente (Tabela 7), tinha-se
uma taxa de 2,4% de aumento de acetonitrila por minuto. Neste teste, foi avaliado uma taxa
de aumento de 3,6% por minuto. Com isso, o tempo total do gradiente foi reduzido em 7
minutos.

Tabela 8: Gradiente 2.

Tempo (min) Metanol:Tampéo ! (%) Acetonitrila (%)

0 80 20

8 80 20
26 60 40
40 10 90
41 10 90
46 80 20
51 80 20

1 — Na proporgéo 5:95 v/iv

A Figura 8 apresenta o cromatograma obtido para a solucéo teste fortificada com as
impurezas injetada com o gradiente 2, onde pode-se observar que as impurezas G e Q
eluiram com tempo de retencédo de 8,946 minutos e 9,778 minutos, respectivamente, e
obteve-se resolucdo de 2,7 entre elas, mostrando-se adequado, pois esta acima de 1,5.
Também ocorreu separacédo adequada entre os picos das impurezas E, W, D e 0s picos

provenientes do diluente e/ou fase movel.
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Figura 8: Cromatograma da solucéao teste fortificada com as impurezas utilizando o
gradiente de eluicdo conforme Tabela 9.

Neste teste, observou-se que as impurezas Q e N apresentavam baixos sinais
analiticos, o que pode dificultar sua identificacdo e quantificacdo, especialmente quando a
concentracdo destas impurezas na amostra esta proxima ao limite de quantificacdo do
método, que é de 0,05%. Desta forma, foi necesséario aumentar a concentracdo da solucao
teste, para melhorar a intensidade dos sinais e facilitar a anélise precisa das impurezas e
produtos de degradacao.

5.1.3 - Alteracao da concentracao da Solucao Teste

Este estudo foi realizado, pois as impurezas Q e N apresentam baixa resposta
analitica, podendo gerar problemas de quantificacdo, pois os picos destas impurezas
poderiam ser confundidos com o ruido da linha de base. Desta forma, realizou-se um estudo
de alteracdo da concentracdo de trabalho da solugédo teste, de 2000 pg.mL* para 4000
pg.mL2,

Tendo como premissa que tais impurezas tém especificacado de 0,15%, a elevacgéo
da concentracdo da solucéo teste ocasiona a respectiva elevacédo da concentracdo das
impurezas, melhorando o sinal analitico.

Em valores numéricos, a concentragdo real das impurezas Q e N, a 0,15% em uma
solucéo teste de concentragédo de 2000 pg.mL, corresponderia a 3 pg.mLt. Ao dobrar a
concentracdo de trabalho da solucédo teste para 4000 pug.mL%, as concentracdes das
impurezas também dobram, melhorando sua quantificacao.

Sendo assim, realizou-se o preparo de uma solucao teste dobrando a concentragéao

de trabalho (4000 pg.mL™t), contaminada com as impurezas especificas na concentracéo
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de 4 pg.mL* (impurezas com especificacdo de 0,10% - A, D, E, H, J, Se W) e 6 pg.mL*
(impurezas com especificacéo de 0,15% - B, G, I, N, P e Q).

A partir da injecdo desta solucdo, obteve-se resposta analitica adequada para as
impurezas Q e N, no entanto, foram observados alguns outros problemas que ndo haviam
sido percebidos quando estava se trabalhando com a concentracdo mais baixa. O

cromatograma da solucao teste fortificada com as impurezas encontram-se na Figura 9.
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Figura 9: A — cromatograma da solucédo teste na concentragdo de 4000 pg.mL*?
fortificada com todas as impurezas na concentracéo de 0,10 e 0,15%. B -
cromatograma da solucéo teste fortificada com as impurezas com zoom na regiéo
de 25 a 39 minutos.

Apoés a alteracdo da concentracdo da solucéo teste, ocorreu a coeluicdo entre a
impureza E e o pico da fase mével, além de uma baixa resolucédo entre a impureza W e a
impureza inespecifica com tempo de retencao relativo de 2,055 minutos.

Devido a essas coelui¢cdes identificadas, foi necessario realizar uma nova otimizacéo
no gradiente de eluicdo para melhorar a seletividade do método.
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5.1.4 - Otimizacéao do gradiente para melhorar a seletividade do método

Com o objetivo de promover uma maior interacao das impurezas com a coluna e, por
consequéncia, melhorar a separagdo dos pares criticos citados anteriormente, foi realizado
a diminuicdo da concentracdo inicial de organico e, com isso, a forca de eluicdo da fase
movel. Neste estudo, realizou-se o teste utilizando 100% tampé&o no canal A (anteriormente
tinha-se uma solucdo metanol:tampéo na propor¢cdo 5:95 v/v), além da diminuicdo da
concentracgéo inicial do canal A de 80% para 78%. A

Tabela 9 apresenta a condicdo proposta para este teste, onde alterou-se a proporgéao
de tamp&o e metanol no gradiente.

Tabela 9: Gradiente 3.

Tempo (min) Tampéo?! (%) Acetonitrila (%)

0 78 22

8 78 22
26 60 40
40 20 80
41 20 80
46 78 22
51 78 22

1 - 100% tampéo.

A Figura 10 mostra o cromatograma obtido para a solucédo teste na concentracdo de
(4000 pg.mL™1), contaminada com as impurezas especificas na concentracdo de 4 ug.mL!
(impurezas com especificacdo de 0,10% - A, D, E, H, J, S e W) e 6 ug.mL™* (impurezas com
especificacado de 0,15% - B, G, I, N, P e Q), injetada com o gradiente 3. Foi obtida a
separacao entre o pico da impureza E e o pico de fase movel, além de uma separacao

adequada da impureza inespecifica com RRT 2,055 com o pico da impureza W.
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Figura 10: Cromatograma da solucéo teste fortificada com as impurezas no
gradiente 3.

Desta forma, este gradiente foi o que apresentou melhor seletividade para as

impurezas e picos de fase mével e sera utilizado nas proximas etapas desse estudo.

5.1.5 - Avaliacdo do LQ

Para confirmar que todas as impurezas apresentam resposta adequada na
concentragdo proposta para a solucéo teste de 4000 pug.mL, realizou-se o preparo de uma
solugdo mix contendo todas as impurezas na concentragcdo de 0,05% (limite de
quantificacdo proposto para o método) equivalente a 2 pg.mL™.

Utilizando o gradiente otimizado (item 5.4.1), injetou-se a solu¢cdo mix com o ativo e
as impurezas especificas, para verificacdo da razéo sinal/ruido. O cromatograma desta
solucao esta apresentado na Figura 11.
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Figura 11: Cromatograma da solu¢cao mix das impurezas + ativo no LQ (0,05%).

Obteve-se sinal ruido adequado para todas as impurezas no limite de quantificacéo,
conforme pode ser verificado na figura acima, pois para o LQ a relagéo sinal ruido deve ser
superior a 10 e as impurezas que apresentaram menor resposta foram as impurezas N com
s/n = 28 e impureza Q com s/n = 24. Esses valores demostram que o método é adequado
para a quantificagcdo das impurezas.

5.1.6 - Definicdo da concentracao de trabalho para quantificagdo de teor do ativo

O meétodo proposto pela farmacopeia britanica para quantificacdo do teor do ativo é
por titulagdo, e ndo ha um método relatado em compéndios oficiais para quantificacdo do

teor por cromatografia liquida. Com o intuito de manter em um mesmo método a
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quantificacdo das impurezas e o ativo, foi avaliado e definido a concentracao de trabalho
ideal para a correta quantificacdo do ativo no mesmo método cromatogréfico.

A solucdo teste utilizada para quantificacdo das impurezas deve ter uma
concentragdo que favoreca a detecgdo das impurezas. Portanto, a mesma apresenta uma
concentracdo de 4000 pug.mL? e absorbancia préxima a 3 AU. Embora essa absorbancia
esteja quase no limite da capacidade de deteccdo do equipamento, uma absorbancia
elevada do ativo € aceitavel, pois o interesse nesta solugdo estd na quantificacdo das
impurezas e ndo no pico do ativo.

No entanto para a quantificacdo do teor do ativo, foi necessario incluir um padréo e
uma amostra de teor na faixa de absorbancia mais segura para quantificagéo.

Assim, realizou-se a injecdo de uma solucao padréo na concentragéo de 400 pug.mL-
1, obtendo absorbancia em torno de 0,6 AU no comprimento de onda de 240 nm (este é o
comprimento de onda definido pela farmacopeia britanica e sera aplicado em todo este

estudo). O cromatograma pode ser visto na Figura 12.
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Figura 12: Cromatograma da solucédo padréo teor na concentracdo de 400 pg.mL"?
no comprimento de 240 nm.

Na amostra de teor, também foi avaliado a homogeneidade espectral do pico, para
confirmag&o que o0 mesmo se encontra puro em toda a sua extensao, sem coeluigdes. Para
realizar essa avaliacdo o manual do software (Empower) indica a utilizacdo de absorbéancia
maxima de 1 AU no Maxplot, que é a varredura deste pico em todos 0os comprimentos de
onda do UV (200 a 400 nm).

Para isso, foi realizado a injecdo de uma solugdo na concentragdo de 400 pg.mL?,
e avaliou-se a varredura do espectro (de 200 a 400 nm) para o pico do ativo e o perfil pode

ser observado na Figura 13.
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Figura 13: Varredura do espectro de 200 a 400 nm para a solucéo padréo teor na
concentracao de 400 pg.mL.

Conforme pode ser observado na figura acima, ao realizar a varredura do pico em
todos os comprimentos de onda do UV, obteve-se uma absorbancia de até 1 AU, o que
esta de acordo com o preconizado pelo software.

Desta forma, € possivel a avaliacdo da quantificacdo do teor do ativo no mesmo
método empregado para a quantificacdo das impurezas. Para isso, a solucao de teste SR,
com concentracdo de 4000 pg.mL?, foi diluida para obter a solucdo teste teor com

concentragdo de 400 pg.mL™.

5.1.7 - Estudo de Degradacéo Forcada

Com o intuito de comprovar a seletividade do método com relacédo aos produtos de
degradacéao do ativo, foi realizado o estudo de degradacao forcada, onde se obteve o perfil
de degradacdo potencial do IFA. Este perfil permite prever o comportamento do IFA,
guando exposto a determinada condi¢cdo, como temperatura, variacdes de pH e umidade.

O método proposto deve ser capaz de quantificar tanto o decaimento de teor quanto
a formacé&o de produtos de degradacao durante o tempo de validade do IFA.

Portanto, o estudo de degradacao forcada é a ferramenta utilizada para se obter um
perfil de degradacao potencial e garantir gue o0 método mantenha a seletividade adequada
para a correta quantificagdo de produtos de degradacéo. Para isso, o IFA foi exposto a
diversas condi¢des de degradacéo, conforme descrito na

Tabela 10.
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Tabela 10: Condigdes de estresse e tempo de exposic¢ao.

Amostra Condicao de estresse Tempo total de exposigcéo
Controle - -

Estresse Acido HCI1,0M 10 dias
Estresse Alcalino NaOH 1,0 M 10 dias
Estresse Oxidativo H202 3,0% 4 horas
Estresse lons Metalicos FeCls 5 mM 24 horas

Estresse Fotolitico 2,4 milhdes lux/h 2 ciclos de fotoestabilidade
Estresse Umidade 75% U.R./40°C 10 dias
Estresse Térmico 60 °C 10 dias

A Figura 14 apresenta o cromatograma da solugdo teste SR controle na
concentragdo nominal do método (4000 pg.mL1). Esta solucdo foi empregada como
controle para comparacdo com o0s resultados obtidos de impurezas e produtos de
degradacéo nas demais condi¢cOes de estresse. Na condi¢ao controle, tém-se a impureza
B com teor de 0,09% e a impureza inespecifica com RRT 0,679 com teor de 0,06%.
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Figura 14: Cromatograma da solugéo teste SR na condigdo controle com zoom na
linha de base.

5.1.7.1- Estudo de Degradacao por ions metélicos

A exposicao do ativo a ions metalicos de transicdo visa observar se estes sao
capazes de agir como catalisadores de reacdes de oxidacao. [20] No presente estudo, a
exposicdo do hemifumarato de quetiapina ao cloreto férrico 5 mM por 24 horas néo resultou
em degradagdo do ativo, nem formagdo de impurezas. Assim, o hemifumarato de
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quetiapina pode ser considerada estavel nessa condicdo. A Figura 15 apresenta o
cromatograma da solucao teste SR estressada por ions metalicos, onde pode-se observar
que o perfil cromatogréafico se encontra similar a amostra controle, com leve incremento no

teor da impureza D (0,06%), que na condicdo controle estava com teor abaixo do LQ e,
portanto, nao foi quantificada.
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Figura 15: Cromatograma da solucéao teste SR na condicdo de degradacao por ions
metélicos com zoom nalinha de base.

5.1.7.2 — Estresse alcalino

Na condicdo de estresse alcalino, ndo houve decaimento no teor do ativo nem
formacao de impurezas apds exposicao do ativo a NaOH 1,0 M pelo periodo de 10 dias. Na

Figura 16 esta apresentado o perfil cromatogréfico da solucéo teste SR ap6s degradacéo
alcalina.
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Figura 16: Cromatograma da solucéao teste SR na condicdo de degradacéao alcalina
com zoom na linha de base.
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A hidroélise basica ndo € prevista para a quetiapina, devido a ndo existirem posicoes
eletrofilicas para que desencadeie a reacdo. De maneira geral, o anel de tiazepina possui
diversas regides pontuais onde ha ressonancia, ou seja, existe uma repulsado eletrostatica
impedindo os ataques nessa regido e nos atomos vizinhos a estes. Para o anel de
piperazina segue a mesma ideia, 0s pontos mais reativos sado sobre 0s nitrogénios, que
repelem o ataque ao hidréxido. Quanto a parte final da molécula, onde s&o encontrados o
alcool e o éter, os mesmos ndo tem reacgles relatadas em tais condi¢cdes. Portanto,
considerando estas informagcdes e os dados obtidos no estudo pratico conduzido, a

molécula foi considerada estavel para a condicédo de degradacao basica.

5.1.7.3 — Estresse acido

Ja a hidrdlise acida tende a prever o comportamento do medicamento frente a
condicdo de umidade adsorvida ao longo do armazenamento, bem como o pH da
formulacdo. Nesta condi¢cédo de degradacéo, houve formacéo significativa da impureza RRT
0,080 com teor em torno de 1%, o cromatograma da solucdo teste SR exposta a

degradacédo 4cida esta apresentado na Figura 17.
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Figura 17: Cromatograma da solucédo teste SR na condicdo de degradacéo acida

com zoom nalinha de base.

Corroborando com os dados obtidos neste estudo, Stolarczyk et al. [21] observaram
0 mesmo comportamento, onde o Hemifumarato de Quetiapina apresentou-se labil a
degradacdo &cida.
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5.1.7.4 — Estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi a condicdo avaliada onde ocorreu a formacdo de maior
namero de produtos de degradacéo (RRT 0,095, RRT 0,108, RRT 0,314, Imp. H, Imp. S e
Imp. G), conforme observado no cromatograma da solucéo teste SR — degradacéo oxidativa
apresentado na Figura 18. Os resultados obtidos estdo de acordo com os dados da
literatura, que descreve esta condicdo de degradacdo como a que mais favorece a

formacéo de produtos de degradacéao.
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Figura 18: Cromatograma da solucéo teste SR na condicdo de degradacao oxidativa

com zoom na linha de base.

As oxidagbes sao muito comuns em compostos farmacéuticos, em especial os que
possuem nitrogénio e enxofre em sua formulacdo. Isso ocorre devido aos mesmos
possuirem par de elétrons nao ligantes disponiveis para interagir via nucleofilica e/ou
radical (peroxido inorganico — autoxidacdo e transferéncia de par de elétron) ou por
transferéncia eletrénica - superéxido (ions metalicos).

Considerando as reacfes de autoxidacao e transferéncia de par eletrénico, onde
serdo conduzidos os estudos com o peroxido, foi considerado estavel a fracdo da molécula
com 0s grupamentos alcool e éter. Para a piperazina, pode-se extrapolar o descrito por
Baertschi et al. [22], considerando que somente o nitrogénio ligado ao grupo hidroxi-éter ira
sofrer a N-oxidacgao via transferéncia de par de elétrons. No nitrogénio da piperazina ligado
ao nuacleo tiazepinico ndo ocorre oxidacdo devido ao impedimento eletrbnico de

deslocalizac&o parcial de carga, o que o desativa frente a esse tipo de reacéo.
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Para o anel tiazepina, séo esperadas a formacao primaria do sulféxido (S-6xido que
€ a impureza S) e da sulfona (S-diéxido) seguindo de mesmo racional que para o N-6xido
(impureza H).

Conforme relatado por Baertschi et al. [22], em um caso de estudo de degradacéo
forcada pode ser observado a quetiapina sulfona N-6xido, um composto tri-oxidado formado
em menor quantidade que os demais por ser um produto terciario. Os principais compostos
relacionados, que podem serem formados na condicdo de estresse oxidativo estao

compilados na Figura 19.
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Figura 19: Possiveis impurezas decorrentes da oxidacao.

A quetiapina também pode sofrer reacdes com os peroxidos residuais em outra
regido da tiazepina, onde também é considerado as vizinhancas do anel aromatico. Em
meio oxidativo, pode ser esperado um produto minoritario que vai estar competindo
juntamente com as demais oxidacdes: a formacdo do hidroperéxido com a posterior
hidroxilagdo. A conformacdo e o alinhamento estérico da molécula faz com que seja
possivel a formacao de um ciclo com ligacGes de baixa energia, que podem romper e dar

origem a produtos inespecificos.
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Figura 20: Possiveis impurezas inespecificas decorrentes da oxidagéo.

48



Confirmando os resultados alcancados neste estudo e as predi¢des tedricas, Trivedi
et al.[23] obtiveram formacdo das impurezas H e S no estresse oxidativo e consideram o
Hemifumarato de Quetiapina labil a esta condicdo de degradacdo. Do mesmo modo,
Sharma et al. [24] obtiveram uma reducéo drastica na concentracdo de Hemifumarato de
Quetiapina, quando o ativo foi exposto a peroxido de hidrogénio 30% a temperatura
ambiente por 2 horas.

Na Tabela 11 estdo compilados os dados quantitativos do estudo de degradacao
forcada (acido, basico, oxidativo e por ions metalicos) da matéria-prima de hemifumarato
de quetiapina. A quantificacdo do teor e dos produtos de degradacéo foi realizado usando
um padréo externo nas concentragdes de 4000 ug.mL* (padrao SR) e 400 ug.mL* (padrédo

teor).

Tabela 11: Resultados obtidos para as degradacdes em HCI, NaOH, FeCls, H20x.

Amostra Teor (%) Total Impureza (%) Teor + Impurezas (%) Balanco de massas*

Controle 99,69 0,13 99,82 -
Alcalina 101,19 0,12 101,31 101
Acida 100,42 1,65 102,07 102
IM 100,37 0,20 100,57 101
Oxidativo 88,85 13,00 101,85 102

! Soma da recuperacéo (%) com a (%) dos produtos de degradacéo do pico, comparada
com a solucéo controle, considerada 100%.

Para todas as condicGes de degradacdo quimica avaliadas, o balanco de massas
apresentou valores proximos de 100%, comprovando que o método foi capaz de separar,

identificar e quantificar os analitos.

5.1.7.5 — Estresses Fisicos

Para os estresses fisicos de umidade e temperatura, ndo foram encontrados
produtos de degradacao acima do limite de quantificacdo, nem decaimento significativo no
teor de Hemifumarato de Quetiapina, mesmo apés dez dias de exposicédo a condicao de
degradacéao, conforme apresentado na Tabela 12.

Tais resultados estdo de acordo com a literatura, segundo Trivedi et al. [23] que

avaliou a suscetibilidade de degradacao da Quetiapina as condi¢cdes de degradacao térmica

49



e Umida e observou que a amostra ndo apresentou decaimento significativo do teor do ativo,
sendo considerado estavel a essas condicoes.

Nas Figura 21 estdo apresentados os cromatogramas das solugbes teste SR
expostas a degradacdo térmica, umidade e fotolitica, onde ndo ocorreu formacao de
produtos de degradacdo com teor relevante e que se encontram com o perfil cromatografico
similar a solucéo teste SR controle apresenta na Figura 14.

Trivedi et al. [23] e Dhaneshwar et al. [25] observaram a estabilidade da molécula de
guetiapina quando exposta a degradacao fotolitica, corroborando com os dados obtidos

neste estudo.
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Figura 21: Cromatograma da solucéo teste SR com zoom na linha de base: A —
degradacéao térmica. B — degradacao umida. C — degradacéao fotolitica.
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Na Tabela 12, estdo compilados os dados quantitativos do estudo de degradacao

forcada dos estresses fisicos (fotolitico, temperatura e umidade) da matéria-prima de

hemifumarato de quetiapina.

Tabela 12: Resultados obtidos para as degradacdes fisicas.

Amostra Teor (%) Total Impureza (%) Teor + Impurezas (%) Balan¢co de massas?

Controle
Fotolitica
Térmica

Umidade

99,69
98,98
100,16
99,91

0,13
0,21
0,15
0,13

99,82
99,19
100,31
100,04

99
100
100

1 Soma da recuperacéo (%) com a (%) dos produtos de degradacédo do pico, comparada
com a solucéo controle, considerada 100%.

Para todas as condicdes avaliadas, o balanco de massas apresentou valores

proximos de 100%, comprovando que o método foi capaz de separar, identificar e

guantificar os analitos.

Na Figura 22 apresenta-se a sobreposi¢cao do cromatograma das solucdes teste SR

na condicdo controle e em todas as condi¢cdes de degradacédo, onde pode ser observado

que o método apresentou seletividade adequada para todos os produtos de degradacao

gue foram obtidos neste estudo.
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1 ¥-RRT 0,679 ¢ 12,071

T
20,00
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SampleName:
SampleName:
SampleName:
SampleName:
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SampleName:
SampleName:
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Controle - 1374223 - SR
Fotolitica - 1374223 - SR
Umidade - 1374223 - SR
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NaOH - 1374223 - SR
Oxi - 1374223 - SR
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Figura 22: Sobreposicdo dos cromatograma das solucdes teste SR em todas as
condi¢cOes de degradacéo.
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A partir dos dados apresentados do estudo de degradacédo forcada, comprovou-se
que o método desenvolvido apresenta seletividade adequada e € capaz de quantificar o
teor do ativo, as impurezas organicas e os produtos de degradacdo que podem ser
formados durante o armazenamento e transporte do IFA hemifumarato de quetiapina.

O hemifumarato de quetiapina se mostrou estavel frente as condigbes de estresse
alcalino, por ions metalicos, térmico, umidade e fotolitica. No entanto, € susceptivel a
degradacéao por meio oxidativo e hidrélise acida.

Vale ressaltar que a presencas dos produtos de degradacao, ndo comprometeram a
capacidade do método de separar e quantificar os diferentes produtos formados, uma vez
gue nenhum produto de degradagéo coeluiu com a quetiapina e/ou com as impurezas

especificas.

5.1.7.6 — Avaliacdo da Homogeneidade Espectral

Com relacao a pureza espectral do pico do ativo, esta foi avaliada a partir do software
Empower com o auxilio do detector de arranjo de fotodiodos, capazes de demonstrar a
homogeneidade do pico principal. Seguindo o recomendado no manual do Empower, a
pureza do pico foi calculada empregando-se o parédmetro de “Autothreshold”, o qual
computa automaticamente os angulos de ruido e de solvente a partir do intervalo
selecionado. Analisou-se a linha do purity angle e a linha purity threshold no purity plot, e
estas ndo devem se cruzar em nenhum ponto. Esta avaliacao foi realizada para todas as
condicBes de estresse que o ativo foi exposto no estudo de degradacéao forcada, e em todas
estas condi¢des o pico do ativo se mostrou puro.

O gréfico da avaliacdo da homogeneidade espectral para a condicdo de maior
degradacdo (condicdo oxidativa), ou seja, a condicdo mais critica, encontra-se na Figura
23.
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Figura 23: Avaliacdo da pureza espectral para o pico da quetiapina na amostra de
degradacédo oxidativa.

Como pode ser observado, ndo ha cruzamento em nenhum ponto entre as linhas do
purity angle e a linha purity threshold no purity plot, comprovando assim a pureza espectral

do pico do ativo e confirmando que ndo ha nenhuma coeluicéo.

5.2 Validacdo do método analitico

5.2.1 - Seletividade

Para comprovar a seletividade do método com relagdo as impurezas especificas,
diluente e fase movel foi injetado o diluente e a solucao teste fortificada contemplando todas
as impurezas. Na Figura 24 encontra-se o cromatograma do diluente, onde pode-se notar
a eluicdo de apenas um pico no inicio do cromatograma, eluindo em 0,612 minutos. Isso
confirma que o método é seletivo com relacdo aos componentes da fase mével e diluente,
uma vez que a presenca de apenas um pico, com tempo de retencéo diferente do obtido
para as impurezas e o0 ativo, indica que o diluente nédo interfere na andlise dos componentes

da amostra.
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Figura 24: Cromatograma da solucao diluente.

Na Figura 25 est4d apresentado o cromatograma da solucdo teste fortificada
(impurezas especificas e o ativo).
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Figura 25: Cromatograma da solucao teste fortificada para comprovar a seletividade

do método.

Nesta imagem, pode-se observar que o0 método apresenta seletividade adequada,
onde todos os analitos de interesse apresentaram separacao satisfatéria entre eles, com

resolucédo superior a 1,5. A menor resolucdo 6tima foi de 2,3 entre as impurezas G e Q.

5.2.2 -Linearidade

O estudo da linearidade para o método de doseamento do ativo foi realizado
mediante a obtencdo de trés curvas analiticas, com cinco niveis cada, compreendendo o
intervalo de 80% a 120% m/v da concentragcdo nominal da solugdo amostra.

Para a avaliacéo da linearidade das impurezas inespecificas e impurezas A, B, D, E,

G,H, 1,J, N, P, Q, S e W foi realizada mediante a obtencéo de trés curvas analiticas, com
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cinco niveis de concentracédo, compreendendo o intervalo do limite de desconsideracao até
120% da especificacao das impurezas.

Os resultados obtidos para as curvas de linearidade, nos intervalos de concentracao
estabelecidos, foram avaliados estatisticamente. O resumo do estudo da linearidade para

0 ativo e as impurezas esta apresentado na Tabela 13.

Tabela 13: Resultados do estudo da linearidade.

p-valor R
Teste de o
o o Teste de ] ) Coeficiente de
Teste Coeficiente  Coeficiente ) Teste de independéncia
) Normalidade o Correlacéo de
angular linear . Homocedasticidade das
de Residuos Pearson
observacdes

Quetiapina

0,0000 0,2072 0,3741 0,9326 0,6207 0,9999
(Teor)
Impureza

. 0,0000 0,2682 0,6889 0,1109 0,5536 0,9989

Inespecifica
Impureza A 0,0000 0,7800 0,3033 0,1372 0,0655 0,9999
Impureza B 0,0000 0,9143 0,5642 0,5650 0,9001 0,9997
Impureza D 0,0000 0,2574 0,2811 0,3486 0,1367 0,9995
Impureza E 0,0000 0,1090 0,2181 0,5501 0,7497 0,9992
Impureza G 0,0000 0,3829 0,8771 0,2305 0,8191 0,9997
Impureza H 0,0000 0,5500 0,8835 0,7786 0,5689 0,9984
Impureza | 0,0000 0,1123 0,0998 0,7596 0,1753 0,9997
Impureza J 0,0000 0,1399 0,4032 0,9275 0,8831 0,9993
Impureza N 0,0000 0,1001 0,7008 0,8422 0,4691 0,9984
Impureza P 0,0000 0,9555 0,2668 06485 0,3249 0,9994
Impureza Q 0,0000 0,2024 0,4500 0,3766 0,7501 0,9987
Impureza S 0,0000 0,3453 0,9846 0,2137 0,6243 0,9994
Impureza W 0,0000 0,3701 0,4608 0,5162 0,1507 0,9993

Conforme demostrado na Tabela 13, para todos os analitos avaliados, no teste do
coeficiente angular, o p-valor do teste F da ANOVA obtido foi menor que 0,05. Portanto, a
significancia do modelo linear néao 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. A avaliacdo do intercepto foi realizada
com intuito de garantir que o padrdao empregado cruza o ponto (0,0), para que, na rotina
laboratorial possa se utilizar um padrdo em ponto Unico em substituicdo de uma curva de
calibragéao.

Para a avali¢cdo do teste de normalidade dos residuos (Teste de Anderson-Darling),

como o p-valor foi maior que 0,05, a distribuicdo dos residuos foi considerada normal.
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No teste de homocedestaticidade (Teste de Breusch Pagan), o p-valor foi maior que
0,05 (conforme proposto). Assim, ndo se rejeita a hipétese de igualdade das variancias ao
nivel de significancia de 5%, sugerindo modelo homocedastico.

Para o teste de independéncia das observacdes (Teste de Durbin-Watson) foi obtido
p-valor maior que 0,05, logo a hipdtese de independéncia das observacfes ao nivel de
significancia de 5% nao foi rejeitada.

Ao avaliar o coeficiente de correlacdo de Pearson (R), os valores obtidos foram
maiores que 0,990, o que demonstra relacédo linear adequada. Além disto, ndo foram
detectados valores extremos ou pontos de alavanca.

Desta forma, a anadlise estatistica demonstrou cumprimento dos critérios
estabelecidos para o parametro de linearidade, tanto para a quetiapina quanto para as
impurezas inespecificas e especificas. O método pode ser considerado linear,
homocedastico, normal, independente nas observacfes e sem valores extremos (outliers).
Portanto, o método é adequado para quantificacdo do teor de quetiapina na faixa de 320 a
480 pug.mL?, para quantificacdo das impurezas inespecificas e as impurezas A, D, E, H, J,
S e W na faixa de 2,0 a 4,8 pug.mL™, e para quantificacéo das impurezas especificas B, G,
I, P e Qnafaixade 2,0a 7,2 ug.mL™.

5.2.3 - Determinacao de Fator resposta das Impurezas Especificas

O fator resposta relativo das impurezas foi calculado como sendo a razdo entre os
coeficientes angulares do padrdo de hemifumarato de quetiapina frente ao padrédo da
impureza em questdo (aatvo/aimp), Obtidos a partir do parametro de linearidade, conforme

relatorio do Action. Os resultados sédo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Fator resposta relativo de cada impureza especifica.

Fator resposta

Identificacao Coeficiente angular .
experimental
Hemifumarato de Quetiapina 12037,61 -
Impureza A 10475,83 1,15
Impureza D 18326,79 0,66
Impureza E 13455,68 0,89
Impureza H 12058,27 1,00
Impureza J 9886,62 1,22
Impureza W 15867,86 0,76
Hemifumarato de Quetiapina 11606,32 -
Impureza S 11290,08 1,03
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Hemifumarato de Quetiapina 11511,57 -

Impureza B 14828,00 0,78
Impureza G 22806,40 0,50
Impureza | 15354,21 0,75
Impureza P 14225,13 0,81
Impureza Q 7989,00 1,44
Hemifumarato de Quetiapina 11734,56 -
Impureza N 5976,66 1,96

Os fatores resposta relativos encontrados acima foram utilizados nos célculos das

impurezas nos demais parametros da validacao.

5.2.4 -Precisao

A repetibilidade e a precisao intermediaria foram avaliadas por meio de amostras
contendo quetiapina na concentracdo nominal da solucdo amostra (400 pg.mL! para a
avaliacdo do teor) e nas concentracdes 2,0, 3,6 e 4,8 pug.mL?! , correspondendo,
respectivamente, aos niveis 0,05%, 0,09% e 0,12% m/v em relacdo a concentragdo nominal
da solucdo amostra (4000 pg.mL?! para a avaliacdo das impurezas inespecificas). Os
ensaios ocorreram em dias distintos e com analistas diferentes.

Os resultados obtidos na repetibilidade e precisédo intermediaria para a quantificacéo
de doseamento e das impurezas inespecificas estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Resultados de repetibilidade e de precisdo intermediaria para a
quantificacdo de quetiapina e impurezas inespecificas.

_ Repetibilidade Precisao
Composto Concentracao _ Inte_rmedlarla DPR
(ug.mL1) Média DPR Média DPR (%)
(%) (%) (%) (%)

Quetiapina (Teor) 400 99,16 0,5 101,36 0,6 1,3

2,0 99 0,8 99 2,1 1,4

e P 3,6 99 1,4 101 09 12
nespecificas

4.8 100 1,7 101 2,8 2,3

A repetibilidade e a precisdo intermediaria para as impurezas especificas foram
avaliadas na concentracdo nominal da solugdo amostra, contaminado com as impurezas
em trés niveis de concentracao diferentes, desde o limite de desconsideracéo até 120% da
especificacdo de cada impureza. Os ensaios ocorreram em dias distintos e com analistas

diferentes.
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Os resultados obtidos para a repetibilidade e precisdo intermediaria para a

quantificacdo das impurezas especificas estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16: Resultados de repetibilidade e de precisdo intermediaria para a
quantificacdo das impurezas especificas.

) Repetibilidade Precisao
Composto Concentrf_;u;ao _ Ir'1t§rmed|ar|a DPR
(ug.mL1) Média DPR Média DPR (%)
(%) (%) (%) (%)

2,0 102 0,9 105 0,4 1,4

Impureza A 3,6 102 0,8 105 0,8 1,9
4.8 102 0,7 106 0,6 2,3

2,0 106 1,1 97 1,5 5,0

Impureza B 4,8 104 0,9 98 0,9 3,3
7,2 104 0,2 99 0,5 2,7

2,0 104 6,9 97 1,6 6,1

Impureza D 3,6 86 6,1 98 4,7 8,2
4,8 96 5,7 106 1,5 6,3

2,0 98 2,0 106 1,0 4,4

Impureza E 3,6 98 0,4 102 1,7 2,3
4.8 99 15 102 0,5 2,2

2,0 108 1,6 104 0,3 2,3

Impureza G 4.8 103 0,9 100 1,1 1,6
7,2 101 0,9 98 0,6 1,7

2,0 100 2,5 107 2,9 4,5

Impureza H 3,6 98 0,8 103 1,3 2,9
4,8 97 1,3 98 2,1 19

2,0 104 0,9 99 1,0 2,8

Impureza | 4.8 102 0,3 99 0,4 2,1
7,2 102 0,6 98 0,3 1,8

2,0 99 1,8 103 1,6 2,7

Impureza J 3,6 99 1,0 104 0,6 2,9
4.8 98 0,3 104 0,6 3,5

2,0 92 7,6 85 2,5 7,0

Impureza N 4.8 97 1,3 92 2,4 3,5
7,2 98 2,8 98 3,4 2,8

2,0 103 0,9 101 1,0 1,5

Impureza P 4.8 101 0,9 101 0,8 0,7
7,2 101 0,5 101 0,3 0,6

2,0 104 2,5 92 4,6 7,6

Impureza Q 4.8 97 3,3 94 3,9 3,7
7,2 97 3,0 93 5,6 4,6

Impureza S 2,0 103 1,4 110 2,0 4,2
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3,6 98 0,6 104 0,3 3,3

4,8 96 0,9 102 05 29
2,0 100 1,0 98 12 13
mpyreza 3,6 99 0,7 99 04 06
4,8 100 1,3 100 03 09

Conforme os resultados apresentados nas Tabela 15 e Tabela 16, o método proposto
€ preciso, pois obtiveram-se valores de desvio padréo relativo (DPR) de acordo com o0s
critérios de aceitacdo estabelecidos pela Association of Official Analytical Colaboration
(AOAC), que séo de 1,3% (repetibilidade) e 2,0% (precisao intermediaria) para o método
de quantificacdo do doseamento 400 pg.mL?! e 11% para (repetibilidade e precisédo

intermediaria) para o método de quantificacdo de impurezas especificas e inespecificas.

5.2.5 - Exatidao

A exatidao para a quantificacdo de quetiapina foi avaliada por meio de 9 amostras
preparadas a partir do padrdo de hemifumarato de quetiapina, em trés niveis de
concentragdo: 320, 400 e 480 pug.mL%, correspondendo, respectivamente, aos niveis 80%,
100% e 120% m/v em relagdo a concentracdo nominal da solugdo amostra (400 pg.mL™1),
com trés réplicas em cada nivel. A exatiddo para a quantificacdo das impurezas
inespecificas e especificas foi avaliada concomitante ao parédmetro de precisdo -
repetibilidade.

A exatidao do método para quantificacdo de doseamento foi avaliada em trés niveis
de concentracdo: 80%, 100% e 120% da concentracdo nominal da amostra, em trés
réplicas. Os resultados da exatidao sdo mostrados na Tabela 17.

Os resultados de exatiddo para as impurezas especificas e inespecificas estédo
demonstrados nas Tabela 15 e Tabela 16, uma vez que o parametro foi avaliado juntamente

com a repetibilidade.

Tabela 17: Resultados de exatiddo para a quantificacdo de quetiapina.
Composto Concentracdo (ug.mLt) Média (%) DPR (%)

320 100 0,1
Quetiapina 400 99 0,2
480 98 0,5

Conforme os resultados apresentados na Tabela 15, Tabela 16 e Tabela 17, o

meétodo foi considerado com alta exatidao, visto que todos os resultados estédo de acordo
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com os critérios de aceitacdo estabelecidos pela AOAC que é de 98% a 102% para a
quantificacdo de doseamento e 80% a 110% para a quantificagdo das impurezas

inespecificas e especificas.

5.2.6 -Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo para este método foi de 0,05% (2,0 pg/mL) para as
impurezas inespecificas e especificas. As Tabela 18 e Tabela 19 apresentam os valores
de sinal/ruido para o pico de hemifumarato de quetiapina e paras as Impurezas A, B, D, E,
G,H,1,J,N, P, Q, S eW, adquiridos no parametro de linearidade. Todos os valores obtidos
sdo superiores a 10, indicando que a intensidade do sinal dos analitos € significativamente

maior do que o ruido da linha, e isto permite a correta deteccédo dos picos de interesse.

Tabela 18: Sinal/ruido para hemifumarato de quetiapina e impurezas A,B, D, E, G e
H no limite de quantificacédo (0,05%).

. Hemifumarato de Imp. Imp. Imp. Imp. Imp. Imp.
Identificacéo o
quetiapina A B D E G H
1 53 40 68 132 82 107 42
2 55 42 60 141 94 101 46
3 57 45 70 145 97 110 48

Tabela 19: Sinal/ruido para as impurezas I, J, N, P, Q, S e W no limite de
guantificacao (0,05%).

Identificagéo Imp.1 Imp.J Imp.N Imp.P Imp.Q Imp.S Imp. W
1 89 41 27 81 30 60 110
2 78 42 33 68 26 51 120
3 91 45 28 81 27 44 125

5.2.7 -Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir da solucdo teste teor. Em todas as
variacdes os resultados obtidos cumpriram com os critérios definidos para a exatiddo na
quantificacdo do ativo. A Tabela 20 apresenta os resultados quantitativos das modificagoes

propostas na robustez.
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Tabela 20: Avaliacdo quantitativa da robustez para a quetiapina.

Solucéo Teste Teor

Condicao Variacao
Teor (%) Rec. (%)
Sem alteracao - 101 -
Coluna Outro lote 100 99
Tempo de ultrassom 3 minutos 99 98
P 10 minutos 99 98
Temperatura de coluna 48 °C 101 100
P 52 °C 100 99
Vazdao da fase mével 0,45 mL.min* 100 99
0,55 mL.min! 100 99
~ 8,8 101 100
pH do Tampéao 9.2 101 100
o 3,65 gAd_e acetato 100 99
Composicéo da de amonio por litro
Fase movel 4,05 gAd_e acetato 101 100
de amonio por litro
Critério de aceitacao 98 — 102%

A estabilidade das solucbes padrbes e teste foram avaliadas para garantir que,
mesmo que as solucdes ndo sejam injetadas imediatamente ap0s o preparo, as mesmas
continuam adequadas para a quantificagao.

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos para a avaliagcdo da estabilidade das

solucBes padrdo SR, solucdo padrao teor e solucéo teste teor.

Tabela 21: Resultados obtidos para as soluc¢fes apés periodo de armazenamento.

~ Tempo de 10 10
Solucéao armazenamento Recuperacédo(%) Critério de aceitacao(%)
Padrdo SR 74 horas 103 95 - 105
Padrao Teor 67 horas 98
98 - 102
Teste Teor 56 horas 98

Verifica-se que ndo houve incremento e/ou decaimento do teor de quetiapina no
periodo de armazenamento para as solu¢cbes avaliadas, uma vez que as recuperacoes
obtidas estdo dentro dos critérios de aceitacdo. Comprovou-se que a solucédo padrdo SR
mostra-se estavel por até 74 horas, a solugdo padrdo teor por até 67 horas e a solucdo
teste teor por até 56 horas ap0s o seu preparo, isso para as solu¢des acondicionadas no

rack do equipamento em temperatura ambiente.
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A solucéo teste SR também foi analisada apds o preparo e depois de transcorridas
56 horas, na Figura 26 observa-se o mesmo perfil cromatografico durante o intervalo de
tempo avaliado. Desta forma, comprovou-se que a solucdo teste SR apresentou
estabilidade por até 56 horas ap0s o seu preparo, isso quando as solucdes estiverem

acondicionadas no rack do equipamento, em temperatura ambiente.
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Figura 26: Perfil cromatografico da solucéo teste SR no inicio (em preto) e final do

intervalo de 56 horas (em azul).

6 - CONCLUSAO

O método desenvolvido no presente estudo foi capaz de separar, identificar e
guantificar o hemifumarato de quetiapina e suas potenciais impurezas organicas e produtos
de degradacédo, comprovado nos estudos de degradacdo forcada, que é um dos critérios
de aceitacdo na seletividade. Além disso a validacdo do método analitico mostrou que o
mesmo apresenta resposta linear, precisédo, exatidao e robustez para o ativo, impurezas e
produtos de degradacédo, de acordo com as diretrizes do ICH, da RDC n° 166 de 2017 e
RDC n° 53 de 2015.
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