UNIVERSIDADE DO SAGRADO CORACAO

ANA LETICIA CARVALHO

ANALISE DA DEGRADACAO FORCADA DA DIPIRONA
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

BAURU
2015



ANA LETICIA CARVALHO

ANALISE DA DEGRADACAO FORCADA DA DIPIRONA
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

BAURU
2015

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Centro de Ciéncias
Exatas e Sociais Aplicadas como
parte dos requisitos para obtencéo
do titulo de Bacharel em Quimica,
sob orientacdo do Prof. Dr. Herbert
Duchatsch Johansen.



C3311a

Carvalho, Ana Leticia

Andlise da degradacdo forcada da dipirona por
cromatografia liquida de alta eficiéncia / Ana Leticia
Carvalho. -- 2015.

49f. :il.

Orientador: Prof. Dr. Herbert Duchatsch Johansen.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Quimica) — Universidade do Sagrado Coragdo — Bauru —
SP.

1. Dipirona. 2. Degradacgdo. 3. Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia. 4. Farmaco. |. Johansen, Herbert
Duchatsch. Il. Titulo.




ANA LETICIA CARVALHO

ANALISE DA DEGRADACAO FORCADA DA DIPIRONA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Trabalho de Conclusédo de Curso apresentado ao Centro de Ciéncias Exatas e Sociais

Aplicadas como parte dos requisitos para obtencéo do titulo de Bacharel em Quimica,
sob orientag&o do Prof. Dr. Herbert Duchatsch Johansen.

Banca examinadora:

Prof. Dr. Herbert Duchatsch Johansen
Universidade do Sagrado Coracao

Profa. Dra. Ana Paula Cerino Coutinho
Universidade do Sagrado Coracao

Prof. Dr. Marcelo Telascrea
Universidade do Sagrado Coracao

Bauru 15 de junho de 2015.



Aos meus pais e irmao, que amo
incondicionalmente e que séo parte do
gue sou hoje. Ao meu amor, amigo e

companheiro, que esta sempre comigo.



AGRADECIMENTOS

Aos professores que participaram da minha base académica, compartilhando
seus conhecimentos e experiéncias, ao professor Prof. Dr. Herbert Duchatsch Johansen
pela confianca e orientacdo e ao grupo de pesquisa em eletroquimica e corrosdo da
USC. Ao Laboratério Farmacéutico Santisa de Bauru, que foram fundamentais nas
analises do trabalho. Aos familiares, colegas e amigos que estiveram sempre presente

nesta etapa da minha vida.



“O futuro pertence aqueles que acreditam na
beleza de seus sonhos.”
(Elleanor Roosevelt).



RESUMO

A dipirona possui sua acgao terapéutica na dor e na febre e é o analgésico mais
vendido no Brasil e também pode ser encontrado como constituinte de outros
medicamentos. Em virtude de sua importancia e do alto consumo, cabe ao controle de
gualidade verificar as propriedades do farmaco, satisfazendo as normas de atividade,
dose e eficacia. Para garantir a qualidade e integridade de estruturas de farmacos, séo
realizados os estudos da estabilidade e de sua degradacdo. As alteragcbes de
estabilidade do medicamento podem ser influenciadas pelo ambiente como a
temperatura, luz e umidade. Através do estudo de estabilidade, é possivel fazer uma
analise da degradacdo do medicamento, descrevendo os resultados na deteccao,
identificacdo e determinagdo quantitativa dos produtos de degradacdo presentes do
insumo farmacéutico ativo e no medicamento. Neste trabalho foram realizados testes de
estresse com a dipirona injetdvel, pelas rotas de oxidacdo, degradacdo térmica,
alteracdo de pH e por radiagdo UV para observar os efeitos da degradacdo. O
acompanhamento da degradacéo da dipirona foi realizado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Dentre as analises de estresse realizadas, notou-se maior eficiéncia da
oxidacao com o peréxido de hidrogénio.

Palavras-chave: Dipirona. Degradacdo. Cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Farmaco.



ABSTRACT

Dipyrone has its therapeutic effect on pain and fever and is the best-selling
painkiller in Brazil. Its characteristic hidrossolubidade contributes to abuse of the drug,
which can also be found as a constituent of other drugs. Because of its importance, it is
the quality control check drug properties, meeting the standards of activity, dose and
efficacy. To ensure the quality and integrity of drug structures, studies of stability and
degradation are performed. The drug stability changes can be influenced by the
environment such as temperature, light and humidity. Through the study of stability, it is
possible to analyze the drug degradation, describing the results and analytical activities
used in the detection, identification and quantitative determination of degradation
products present the active pharmaceutical ingredient and medicine. In this work we
were performed stress tests with injectable dipyrone, by oxidation routes, thermal
degradation, and pH change by UV radiation to observe the effects of degradation.
Among the stress analyzes, it was noted higher oxidation efficiency with hydrogen
peroxide. The monitoring of the degradation of dipyrone was carried out by high-
performance liquid chromatography.

Keywords: Dipyrone. Degradation. High performance liquid chromatography.
Pharmaceutical drug.
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1 INTRODUCAO

A dipirona sodica, nome genérico do acido [(2,3-diidro-1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-
1H-pirazol-4-il)metilaminolmetanossulfénico e também conhecida como metamizol, é
um farmaco pertencente a familia das pirazolonas; substancias mais antiga obtidas por
sintese farmacéutica. A dipirona tem sua ac¢do terapéutica na dor e na febre,
apresentando o grupo fenila (-Ph) e um grupamento acido sulfénico, responsavel por
sua alta solubilidade em meio aquoso e sua facilidade de absor¢cdo. A Figura 1

apresenta a formula estrutural da Dipirona.

Figura 1 - Formula estrutural da dipirona.

HsC CHs;

Fonte: (1)

Pode ser utilizado em grandes doses, devido a sua caracteristica de
hidrossolubidade; fato que, provavelmente, contribui para o abuso deste farmaco. A
dipirona soédica pode ser encontrada em forma sdlida comprimida, liquida oral e
injetavel e supositorios. A dipirona é o analgésico mais vendido no Brasil sob diversos
nomes comerciais, e também como constituinte de associa¢cdes medicamentosas. (1,2)

Os medicamentos injetaveis séo caracterizados por serem de grande utilidade
qgquando h& necessidade da rapida acdo do farmaco, em caso de emergéncias ou
guando o paciente esta inconsciente, e por serem preparacdes estéreis e livres de
substancias organicas originadas de micro-organismos, conhecidas como pirogénio;
responsavel por muitas reacfes febris em pacientes apds inje¢do intravenosa. O

primeiro medicamento injetavel a ser oficialmente reconhecido foi uma solugéo
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hipodérmica de morfina, a qual apareceu pela primeira vez em 1874 no adendo da
British Pharmacopeia, de 1867. (3)

Para a andlise do farmaco, cabe ao controle de qualidade verificar as
propriedades de cada lote do medicamento, satisfazendo as normas de atividade,
doseamento, eficacia e inocuidade. Ensaios de poténcia ou doseamento sdo aqueles
gue possuem o intuito de quantificar o teor de substancia ativa em medicamentos (4).
Tratando-se de métodos oficiais, existem diferengcas quanto as formas de analise, as
quais sdo formuladas de acordo com cada pais. Na Farmacopeia Brasileira (5) foram
editadas monografias de dipirona na forma oral, injetavel e comprimida. Para o
medicamento em sua forma injetavel utiliza-se um método analitico classico néo
instrumental, a volumetria de oxido-reducdo. Entretanto, as multinacionais
farmacéuticas e paises desenvolvidos adotam os métodos cromatograficos como
oficiais de poténcia, destacando-se a Farmacopeia Americana.

Com o intuito de garantir a qualidade e integridade de estruturas quimica, fisica,
microbiolégica e terapéutica do farmaco, séo realizados os estudos da estabilidade que
é definida através do tempo em que o medicamento (ou matéria prima) se mantém
dentro do limite especificado. (6)

As alteracOes de estabilidade do medicamento podem ser influenciadas pelo
ambiente como temperatura, luz, umidade e gases que compde o ar. Através do estudo
de estabilidade, é possivel fazer uma andlise da degradacdo do medicamento,
descrevendo o0s resultados e as atividades analiticas utilizadas na deteccao,
identificacdo e determinagdo quantitativa dos produtos de degradacdo presentes do
insumo farmacéutico ativo e no medicamento. (6)

Contudo, h& poucas monografias existentes em farmacopeias que incluam
metodologias para a analise de produtos de degradacdo, e poucos fabricantes
conhecem e desenvolvem metodologias validadas para a deteccéo e quantificagéo
desses produtos. Para o desenvolvimento e validagcdo de metodologias indicativas de
estabilidade, preconiza-se a realizagdo de testes de estresse. A natureza do teste de
estresse depende de suas caracteristicas intrinsecas e fisico-quimicas, como por

exemplo, a constante de acidez (pKa), solubilidade (S), absortividade (¢€) e comprimento
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de onda maxima do medicamento (Amax) € deve levar em conta o estudo de suas
propriedades e seus excipientes. (7)

Segundo o Guia para obtencdo de degradacao, identificacdo e qualificacdo de
produtos de degradacdo, proposto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) (8), a técnica recomendada para o desenvolvimento e métodos de produtos
de degradacao € a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), também conhecida
como High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Os estudos de degradacgéo
forcada também podem auxiliar na escolha adequada do material de embalagem e de

excipientes mais compativeis com o farmaco. (9)
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2 OBJETIVOS

Apresenta-se nas sec¢des abaixo o objetivo geral e os objetivos especificos da

pesquisa.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os estudos de degradacdo da dipirona, através da analise de qualidade

por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

a) reconhecer o perfil de degradagéao qualitativo da dipirona;

b) identificar as condicBes que a dipirona € especificamente sensivel por
meio de testes de estresse: adicdo de peroxido de hidrogénio,
temperatura, umidade, luz ultravioleta (UV), adicdo de acido ou base;

c) demonstrar a eficacia da cromatografia liquida de alta eficiéncia na

degradacgéao da dipirona.
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3 DESENVOLVIMENTO
3.1 DEGRADACAO

3.1.1 Perfil de Degradacéo

O perfil de degradacdo € um estudo feito para conservar as caracteristicas do
medicamento, dependendo de fatores ambientais, como umidade, luz, temperatura e
pH. (6,8,9)

O estudo de degradacdo é fundamental para diversos campos industriais,
colaborando desde a melhor selecdo do material de embalagem, passando pela
selecdo dos excipientes ao tratamento dos residuos gerados. Em um estudo de
estabilidade é necessario considerar o efeito da embalagem sobre o produto em
guestdo, pois o0s materiais de acondicionamento e embalagem conservam as
propriedades dos farmacos. Portanto, a escolha do material de embalagem deve
assegurar a conservagdo do medicamento e de seu principio ativo. (6-10)

Apds a ingestdo do farmaco, parte significativa do mesmo € eliminada pelo corpo
humano e soltas no ambiente, ndo sendo totalmente removidas. Estes residuos
possuem certo potencial de desenvolvimento de bactérias resistentes no meio
ambiente. Ainda ndo é bem definida na literatura qual a melhor forma de realizar um
estudo de degradacdo forcada aplicando o teste de estresse, havendo muita
divergéncia nas industrias farmacéuticas. O teste de estresse é classificado como um
teste de estabilidade dos medicamentos em condi¢Bes extremas e a natureza de suas
caracteristicas dependem do estudo das propriedades do farmaco e dos excipientes
usados em sua formulagéo. (8-16)

3.1.2 Degradacgéo por Oxidacao

Define-se por oxidagdo a transferéncia de um ou mais elétrons de um doador
(redutor) para um receptor de elétrons (oxidante). Essa transferéncia de elétrons resulta

em uma transformacgéo quimica, em que ambos, em alguns casos, produzem espécies
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guimicas, também conhecidas como radicais, com um numero par de elétrons de

valéncia, e podem ser representada genericamente pela Equacgéo 1. (17,15)

RH + HO -—> H20 (1)

A capacidade de um agente oxidante para iniciar uma reagdo quimica, €
classificada pelo seu potencial de oxidac&o. Os oxidantes mais fortes s&o compostos de
fldor, radicais hidroxilas (*OH), ozb6nio (O3) e peréxido de hidrogénio (H.O2), com
potenciais de oxidacao de: +3,03 V; +2,80 V; +2,07 V e +1,78 V, respectivamente, como
mostra a Tabela 1. (17-19)

Tabela 1 - Potencial redox de algumas espécies oxidantes

Espécie Formula Quimica E° (V, 25 °C)
Flaor F2 +3,03
Radical Hidroxila OH" +2,80
Ozo6nio O3 +2,07
Peréxido de Hidrogénio H.0, +1,78
Di6xido de Cloro ClO; +1,52
Acido Hipocloroso HCIO +1,49
Cloro Cly +1,36

Fonte: (19)

Os Processos Oxidativos Avancados, conhecidos por POA, tém sido
extremamente estudados devido ao seu potencial, como alternativas ou complementos
ao processo convencionais de tratamento de efluentes de diversas areas. Podem
converter muitas substancias persistentes e dificilmente eliminaveis, como por exemplo,
hidrocarboneto clorado, carvdo ativo pulverizado, policloreto de bifenila, defensivos
agricolas e formadores de complexos, em substancias ecologicamente inofensivas,

biologicamente degradaveis e muitas vezes a total mineralizacdo, ou seja,
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apresentando como produtos finais do tratamento o CO,, H,O e ions inorganicos.
(15,16,20)

Em resumo, os POAs séo capazes de desenvolver a oxidagdo de uma grande
variedade de compostos orgéanicos, também s&o Uteis para a destruicdo de
contaminantes refratarios, que resistem a outros métodos de tratamento. Porém, podem
ser citados algumas desvantagens, como por exemplo o fato de nem todo processo
estar em escalas apropriadas e em raros casos que ha a formagdo de subproduto
toxico. (20,21)

Dentre os diversos meios de degradacao por oxidacao (H20,), este trabalho
apresentara degradacdo por peroxido de hidrogénio; um dos oxidantes mais
multifuncionais que existe.

Apesar do seu poder de reacdo, quando decomposto, resulta em oxigénio
molecular e agua. O H,O, tem sua importancia em areas alimenticias, medicamentos e
monitoramento de processos, e pode ser determinado por cromatografia,

espectrofotometria, fluorimetria, volumetria e por quimiluminescéncia. (21,22)

3.1.3 Degradacéo térmica Umida

Atualmente diversos trabalhos em analise térmica vém sendo publicados em
todas as areas de conhecimento na quimica béasica aplicada. Essas publicacdes
demonstram que os dados obtidos sdo cada vez mais importantes para garantir a
gualidade final de um produto farmacéutico, seja quanto a sua eficacia ou quanto a sua
estabilidade. Porém, a importancia da analise térmica abrange ndo apenas a industria
farmacéutica alcanca também, por exemplo, a industria alimenticia e outros setores,
permitindo avaliar a estabilidade de varios produtos, visando encontrar melhores
condi¢des de armazenamento e manter a qualidade do produto formado. (6,23-25)

A aplicacdo dessa metodologia foi favorecida pela versatilidade de equipamentos
e por ampliar uma ampla faixa de aplicacdo para medidas de propriedades fisicas,
como por exemplo, o estudo de reagBes quimicas e estabilidade térmica. Na area

farmacéutica, essas analises vém sendo utilizadas como uma o6tima ferramenta para
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avaliar uma possivel interacdo entre 0s componentes ativos e 0S seus excipientes em

um estudo de compatibilidade. (6)

3.1.4 Degradacéo por radiacao ultravioleta

A radiagdo ultravioleta (UV) pertence ao espectro eletromagnético e se encontra
entre os raios-X e a luz visivel, na faixa de 40 < A <400 nm de comprimento de onda. A
reacdo de fotolise € iniciada apdés absorcdo de radiacdo eletromagnética e nos
farmacos, a maioria dos principios ativos empregados na preparacdo de medicamentos
apresenta maximos de absorgdo na regido do ultravioleta do espectro eletromagnético.
Sua diviséo pode ser exemplificada na Tabela 2. (6,9,26)

Tabela 2 - Comprimento de onda da radiagao UV

Luz UV Comprimento de onda/ nm
UV vacuo 40 <A <200
uv C 200 <A <280
UV B 280 <A <315
UV A 315 <A <400

Fonte: (26)

Na rotina de testes de fotoestabilidade, medicamentos séo iluminados com o
extremo cuidado em condigbes controladas a fim de se determinar se eles séo
fotossensiveis e quantificar a extensdo da fotodegradacdo de medicamentos que
mostram certa sensibilidade a luz. (27)

Farmacos sensiveis podem ser afetados pela luz natural solar, principalmente
pela radiacdo ultravioleta, ou por fontes de luz artificial fluorescente. A radiacdo
ultravioleta € muito energética e pode propiciar a clivagem de muitas liga¢cdes quimicas,

ocorrendo a degradacdo da molécula. Sendo assim, € necessario conhecer a
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fotoestabilidade do medicamento utilizado e produtos formados devido a fotdlise,
avaliando sua toxicidade. (6,28,29)

A primeira lei da fotoquimica, desenvolvida por Grottus em 1817, prop8e que
apenas radiagbes que sdo absorvidas por moléculas podem ser efetivas na promogéo
de mudancas fotoquimicas nesta molécula. Muito embora, medicamentos que
absorvem radiacdo eletromagnética nem sempre sofrem fotodegradacédo. Essa teoria
pode ser explicada pela Equacéo 2 (30):

F +hv - F* )

Em que F é o farmaco, hv a radiacéo eletromagnética e F* € o farmaco em um
estado eletronicamente excitado. (30)

Segundo o guia de estabilidade da ANVISA (8), o estudo de degradacao forcada
fotolitico tem como objetivo mostrar que a exposicdo a luz ndo resulta alteracdes

significativas no produto.

3.1.5 Degradacéo por alteracao de pH

O conhecimento do pH é essencial em qualquer ensaio de qualidade de um
medicamento; erros em sua formulacdo podem favorecer a decomposi¢do do principio
ativo e prejudicar sua atividade terapéutica. (31)

Na industria farmacéutica, a alteracdo do pH pode diminuir a estabilidade do
medicamento na ordem de um fator 10 ou ainda mais, pois um pH indevido pode
acarretar danos significativos no teor e em sua atividade terapéutica, pois 0s ions
hidrénio (HsO™) e hidroxila (OH’) podem acelerar o processo de degradacdo do farmaco.
(27,31)

Para estudos de degradacéo for¢ada acida, segundo o guia de degradagéo da
ANVISA, utiliza-se o &cido cloridrico (HCI), e para degradacdo bésica, é feito a
utiizacdo de hidroxido de sodio (NaOH). As condicbes de estresse iniciais séo
realizadas partindo do suposto de que o farmaco seja instavel, portanto, sujeito a

receber condigbes mais amenas. (6-9,27)
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3.2 Técnicas analiticas farmacéuticas

A guimica analitica € a parte da quimica que estuda os fundamentos e métodos
tedricos das analises que séo Uteis em todos 0os campos da ciéncia e tem o objetivo de
determinar a composi¢do quimica das espécies (elementos e/ou compostos) presentes
em uma amostra. (4)

Os métodos analiticos sédo divididos em métodos classicos e instrumentais.
Métodos classicos se baseiam em reacgfes quimicas, fatores como detec¢do no ponto
de viragem ou formacdo de precipitado devem ser bem definidos nos métodos
classicos. Métodos instrumentais sdo baseados no uso de determinados instrumentos
apropriados e modernos, destacam-se pela maior sensibilidade. (4,32)

Na industria farmacéutica, dentre os métodos classicos, destacam-se as técnicas

volumétricas e podem ser exemplificadas na Tabela 3. (4)

Tabela 3 - Técnicas volumétricas e aplicacdes

Método Aplicacéo
Volumetria de neutralizacdo acido-base Doseamento de &cido acetilsalisilico
Volumetria em meio ndo-aquoso Doseamento de probenicida
Volumetria de oxirredugéo Doseamento do &cido ascorbico
Volumetria de precipitacéo Doseamento da aminofilina

Fonte: (4)

Contudo, técnicas instrumentais altamente eficientes passaram a substituir
métodos classicos e manuais. Entre os principais métodos instrumentais na area
farmacéutica, destacam-se a espectroscopia de absor¢cdo UV-visivel e infravermelho,
espectroscopia de fluorescéncia (fluorimetria), absor¢cdo atbmica e técnicas
cromatograficas. (4,32)
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3.2.1 Métodos Espectrométricos

Métodos espectrométricos englobam um grande numero de métodos analiticos
baseados na espectroscopia atbmica e molecular.

Espectroscopia é a ciéncia que trata das interacdes dos diversos tipos de
radiacdo com a matéria. A energia eletromagnética pode ser calculada em funcéo de
seu comprimento de onda (A), velocidade, frequéncia, poténcia ou intensidade. Entre
essas grandezas, a mais utilizada séo a frequéncia e comprimento de onda. A Figura 2
mostra que quanto menor o comprimento de onda, maior a frequéncia e intensidade da
radiagao. (4,32)

Figura 2 - Propagacao da energia radiante
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>~ pes o) (o) 7 —

z o k| & = o S F 32

g 5 - € E g . 2
£ g g 2
- "E E

i 10" 10° 10’“m) 10* 10° 10" 10'

Fonte: (4)

3.2.1.1 Espectroscopia no UV-visivel

Entre as técnicas espectroscépicas, destaca-se a espectroscopia no UV-visivel,
gue talvez seja um das técnicas mais utilizadas, ndo apenas em todas as industrias
farmacéuticas, mas também em laboratérios quimicos e clinicos. Esta espectrometria
se baseia na medida de transmitancia ou absorbancia de solugdes contidas em células
transparentes. Esta solugéo, quando iluminada por uma luz branca, apresenta uma cor

respectiva dos varios comprimentos de onda, mostrados na Tabela 4. (4,32)
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Comprimento de onda/ nm Cor absorvida Cor complementar
380 <A <430 Violeta Amarelo-verde
430 <A <475 Azul Amarelo
475 <N <495 Azul-verde Laranja
495 <A <505 Verde-azul Vermelho
505 < A < 555 Verde Pdrpura
555 <A <575 Amarelo-Verde Violeta
575 <A <600 Amarelo Azul
600 <A <620 Laranja Azul-verde
620 <A <700 Vermelho Verde-azul
Fonte: (4)
Todos o0s compostos organicos sdo capazes de absorver radiagcéo

eletromagnética, pois todos contém elétrons de valéncia que podem ser excitados em

niveis altos de energia. Espectros de absor¢do sdo mostrados na Figura 3.

Figura 3 - Espectros de absorcao para

compostos organicos tipicos.
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Fonte: (32)
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Cada composto possui seu proprio comprimento de onda e sua propria absorcao,
como mostrado na Figura 3, os comprimentos de onda da cafeina e da aspirina.

3.2.1.2 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho assume a regido do espectro eletromagnético
de comprimento de onda variando de 0,75 um < A < 1.000 pym (670 a 4000 cm™). As
transi¢cdes vibracionais sdo associadas a mudancas na rotacdo dos atomos sobre
ligacdes quimicas, que podem ser formadas por diferentes combina¢bes de &tomos.
Portanto, cada pico em um espectro no infravermelho corresponde a um grupo

funcional Unico. Na Tabel 5 sdo apresentadas algumas faixas de absorc¢éo. (4,32)

Tabela 5 - Faixa de absorcéao de alguns grupos funcionais

Grupo Funcional Faixa de Absorcéo (cm™)
N-H 3500 - 3300
O-H 3650 - 2700
C-H 3200 - 2800
C=C 2300 - 2100
C=N 2300 - 2200
C=C 1600 - 1500
C=0 1760 - 1690

Fonte: (4)

3.2.1.3 Espectroscopia de fluorescéncia

Esta € uma técnica muito versatil e multielementar, que ocorre em sistemas
guimicos gasoso, liquidos e sélidos que podem ser simples ou complexos. A
fluorescéncia é emitida quando a molécula retorna do primeiro estado excitado para o
estado fundamental. Os espectrofluorimetros requerem fonte luminosa de alta energia
(lampada de xendnio) e seus principais componentes podem ser mostrados na Figura
4. (4,32,33)
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Figura 4 - Principais componentes de um espectrofluorimetro
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Fonte: (34)

Em um breve comparativo entre a espectroscopia de fluorescéncia e a absorcéao
no UV-visivel, pode se dizer que a fluorescéncia possui uma sensibilidade elevada,

cerca de 100 vezes maior e possui mais seletividade. (4)

3.2.1.4 Absorc¢éo atdbmica

E o método de andlise aplicado a determinacgbes qualitativas e quantitativas de
aproximadamente 70 elementos diferentes em amostras biologicas, farmacéuticas,
metallrgicas e atmosféricas. E uma técnica bem estabelecida e altamente seletiva, pois
suas linhas de absor¢cdo sdo muito estreitas (0,002 a 0,005 nm) e podem ser
desenvolvidas em laboratérios com analises em larga escala e baseia-se no suposto
gue estabelece que atomos livres em estado estavel possam absorver luz a certo
comprimento de onda. (4,32,35)

Para esta andlise, é necesséaria a atomizacdo da amostra através de um

combustivel e um oxidante; os processos de atomizacdo sdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5 - Processos da atomizacao
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A escolha do combustivel estd relacionada aos compostos intermediarios
considerando os mecanismos de dissociacao na formacédo de atomos neutros. A Tabela
6 mostra os combustiveis e oxidantes que podem ser usados na absorcdo atdmica.
(4,32)

Tabela 6 - Propriedade das chamas

Combustivel Oxidante Temperatura/°C Velocidade maxima
de queima/cm s™

Gés natural Ar 1700 - 1900 39-43
Gas natural Oxigénio 2700 - 2800 370 - 390
Hidrogénio Ar 2000 - 2100 300 - 440
Hidrogénio Oxigénio 2550 - 2700 900 - 1400
Acetileno Ar 2100 - 2400 158 - 266
Acetileno Oxigénio 3050 - 3150 1100 - 2480
Acetileno Oxido nitroso 2600 - 2800 285
Fonte: (32)

3.2.2 Técnicas de Separagcdo Cromatografica

A cromatografia € um método de separacdo muito eficiente e pode ser aplicada

em diversos ramos da ciéncia, sendo que sua aplicacdo cresceu nos ultimos cinquenta
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anos, devido ao fato do desenvolvimento de varios tipos de técnicas cromatograficas e
também & necessidade dos cientistas por métodos mais avancados de andlise para
misturas mais complexas. (32)

A separacdo é realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas
fases, uma moével e outra estacionaria, ambas em contato direto com o analito. As duas
fases sao escolhidas de modo que os componentes da amostra se espalhem entre fase

mével e estacionaria em graus diferenciados, como mostra a Figura 6. (4,32,37,38)

Figura 6 - Principio da separacdo cromatografica
Fase Estacionaria
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(B2)

8| (B3

Distancia

Fonte: (4)

A Figura 6 mostra a atuacdo das fases movel e estacionéria. No quadro Bl
podemos observar a amostra sendo injetada e movida pela fase movel, enquanto no
guadro B2, o analito passa pela fase estacionaria. Nota-se no quadro B3 que as
moléculas sdo separadas e o composto A foi eluido primeiro, devido maior afinidade
com a fase mével, enquanto o composto C foi o ultimo a ser eluido, mostrando ter mais

afinidade com a fase estacionaria.
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3.2.2.1 Cromatografia Gasosa

Este método foi desenvolvido para compostos volateis ou que possa ser
volatiizado sem degradagdo sob aquecimento. S&o divididas em dois tipos:
cromatografia gas-liquido e cromatografia gas-solido; enquanto a gas-liquido utiliza
como fase estacionaria um liquido, a gas-solido utiliza um sélido como fase
estacionaria. Para a primeira, a técnica se baseia em um mecanismo de particdo das
substancias entre a fase liquida e a fase gasosa; a segunda baseia-se em um

mecanismo de adsor¢do das substancias no sdlido. (32,37,38)

3.2.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os métodos cromatograficos sdo 0s mais requisitados pelas industrias
farmacéuticas no doseamento de farmacos, sendo o mais presente a cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Diante de suas vantagens, destacam-se as simplicidades da
preparacdo das amostras e o tempo de andlise. (32,37,38)

Conhecido por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e HPLC (High
Performance Liquid Chromatography), a técnica veio inicialmente como uma anélise de
separacdo, porém, com seus diversos recursos passou a ocupar um lugar de enorme
destaque como técnica analitica qualitativa e quantitativa. (37)

Esta técnica utiliza recursos muito sofisticados que podem ser totalmente
automatizados. Utiliza pequenas colunas, materiais especializados e uma fase movel
gue é eluida sob altas pressfes. Em suas analises, o que se obtém sdo graficos com
picos apresentando a passagem do analito pelo detector em determinado tempo de
analise, conforme mostrado na Figura 7. (32,37,38)
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Figura 7 - Separagdo cromatogréfica de

analgésicos
-
2
<3
L 1 1
o 2 %

TEMPO (mn)

Fonte: (37)
Nota: Amostra 1: acetaminofen; 2: cafeina; 3:
salicilamida; 4: aspirina.

Utilizou-se uma coluna p-Bondapack CN e para a fase mével, foi utilizado acido
acético 1% em agua:metanol (80:20) e sua detecc¢do no UV foi 254 nm.

Na Figura 7, pode se observar que a acetaminofen (tylenol) obteve um tempo de
retengcdo menor em relacdo aos demais compostos, mostrando maior afinidade com a
fase movel, enquanto a aspirina, com maior tempo de retencdo comparado aos outros
compostos, apresenta maior afinidade com a fase estacionaria. A Figura 8 apresenta as
férmulas estruturais dos compostos da Figura 7.
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Figura 8 - Estruturas quimicas dos compostos da Figura 7
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Através da estrutura quimica dos analgésicos, é possivel notar a maior
polaridade da aspirina, comparada com as demais estruturas. A acetaminofen (tylenol)
apresenta menor polaridade.

A Figura 9 representa a separacdo cromatografica de anticonvulsivantes.
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Figura 9 - Separacéo
cromatografica de
anticonvulsivantes.
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Fonte: (37)

Nota: Amostra 1: etossuximida; 2: primidona; 3:
fenobarbital; 4:hexobarbital; 5: difenil-
hidantoina; 6: carbamazepina.

Foi utilizada uma coluna uy-Bondapack C-18 e para a fase mdvel utilizou-se
acetonitrila:tampao fosfato (21:79).

A Figura 9 indica menor tempo de elui¢do para os compostos de estossuximida e
primidona, enquanto os compostos difenil-hidantoina e carbamazepina apresentam

maior tempo de eluicéo.
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Figura 10 - Estrutura quimica dos compostos da Figura 9
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3.3 Analise da Dipirona

Tratando-se de analisar a poténcia do farmaco, podem existir diferentes métodos
vélidos oficiais ou ndo. Em relacdo aos metodos oficiais, existem diferencas quanto as
metodologias, que possuem relacdo com a realidade de cada pais. Multinacionais
farmacéuticas adotam métodos cromatograficos como oficiais de doseamento. (4)

Segundo a Farmacopeia Brasileira, para o doseamento da dipirona esta proposto
um método classico volumétrico de oxirreducéo por titulagdo com iodo. O iodo (I2) uma
espécie oxidante moderada, capaz de oxidar quantitativamente apenas substancias

fortemente redutora e sua semirreacao pode ser representada pela equacao 3. (4,5)

|2(5) +2e = 2I-(aq) (3)
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As titulagdes que utilizam iodo como titulante podem apresentar certas
dificuldades como perda de iodo por volatilizacdo, necessidade de padronizacdo de
substancias e realizacdo da analise o mais rapidamente possivel. Por razdes como
essa e para melhor visualizagdo da degradacédo do farmaco, o guia de obtencdo de
degradacdo da ANVISA recomenda a andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). (4,8)
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os materiais, reagentes, solventes e farmacos, assim como todas as
analises foram, gentilmente, fornecidos pelo laboratério farmacéutico Santisa, da cidade
de Bauru, Estado de Sao Paulo.

4.1 MATERIAIS
4.1.1 Reagentes e solventes

a) Acetonitrila (JT Baker);

b) Acido Cloridrico (Nuclear);

c) Fosfato de s6dio monobasico anidro (Nuclear);
d) Hidréxido de Sdodio (Synth);

e) Metanol (JT Baker);

f) Peroxido de Hidrogénio (Synth);

g) Trietilamina (Nuclear).

4.1.2 Farmacos de referéncia

a) Dipirona Sédica Matéria Prima;
b) Dipirona Sodica Injetavel 1 g/ 2 mL.

4.1.3 Equipamentos e acessorios

As analises foram realizadas em um aparelho de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, o CLAE, modelo 1260 infinity binary LC system da Agilent Technologies,
utilizando uma coluna C-8 (Phenomenex).

Para a andlise de degradacéo por radiacao UV, foi utilizada uma lampada de 366

nm, e para a térmica Umida, foi utilizada a estufa Fanem 60 °C.
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4.2 METODOS

a) Fase Movel: Fosfato de sédio monobésico anidro 6,9 g/L : Metanol :
Trietlamina (58,0 : 42,0 : 0,1) e pH ajustado para 7,8 com hidroxido de
s6dio 5 mol L™. A fase moével foi filtrada em membrana Millipore® de 0,5
Mm;

b) Vazéo: 1,0 mL/min;

c) Deteccéo no UV: 254 nm;

d) Volume de injecdo: 20 pL.

4.2.1 Dipirona padréo

Para diluir o padréo, retirou-se uma aliquota de 0,1 mL da dipirona diluida em
500 mg para cada 1 mL e foi diluida em 10 mL com agua purificada. Foi feita uma nova
diluicdo de 0,1 mL da primeira diluicdo, completada para 10 mL com agua purificada e

analisou-se a amostra.
4.2.2 Degradacéao por oxidagéao

Os testes de estresse por oxidag&o foram feitos com H,O, em concentragdes de
0,75% e 0,5% com o injetavel e com a matéria-prima. Para o injetavel, adicionou-se 0,1
mL da amostra injetavel de concentracdo 1 g/L de dipirona em 1 mL de H,O; e deixado
em repouso durante 4 h em um baldo de 10 mL. Apés o tempo determinado,
completou-se o0 baldo com agua purificada e retirou-se uma aliquota de 0,1 mL da
solucdo e foi adicionado 0,9 mL de &gua. Analisou-se a amostra e foi feita a leitura.
Para a andlise da matéria prima, pesou-se 10 mg e adicionou-se 1 mL de H,0O, e foi

feito 0 mesmo procedimento da dipirona injetavel.
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4.2.3 Degradacéo térmica umida

Para a andlise de degradacado térmica umida, foi deixada uma ampola 2 mL em
uma estufa em temperatura entre 28 °C a 32 °C durante 24 h. Retirou-se uma aliquota
de 0,1 mL e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL e foi completado o
volume com agua. Em seguida, foram removidos 0,1 mL da solug&o e adicionou-se 0,9

mL de agua e analisou-se a amostra.

4.2.4 Degradacéao por radiagao UV

Foi colocada uma ampola em uma camara escura com uma luz UV de 366 nm
durante 24 h e em seguida foi retirado 0,1mL da dipirona degradada e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 10 mL com agua purificada. Retirou-se 0,1 mL da solucéo
e adicionou-se 0,9 mL do diluente, injetando a amostra para leitura.

4.2.5 Degradacgéo por alteracao de pH
4.2.5.1 Adicéo de acido

Foram adicionados 1 mL de &cido cloridrico (HCI) 0,1 mol L™ em uma amostra de
0,1 mL do injetdvel em um baldo volumétrico de 10 mL. A solugéo ficou em repouso
durante 24 h e entéo, foi completado o volume com agua. Em seguida, foi retirada uma
aliquota de 0,1 mL e diluida com 0,9 mL de agua. Realizou-se, em seguida, a leitura da

amostra.
4.2.5.2 Adicao de base

Adicionou-se 1 mL de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol L™ em uma amostra de
0,1 mL do injetdvel em um baldo volumétrico de 10 mL. A solugéo ficou em repouso
durante 24 h e entéo, foi completado o volume com agua. Em seguida, foi retirada uma
aliguota de 0,1 mL e diluida com 0,9 mL de agua. Realizou-se, em seguida, a leitura da

amostra.
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4.2.6 Célculo da degradacéao

Utilizando a concentragdo do padrdo, foi realizado o calculo para quantificar a
degradacgéao da dipirona em cada teste, como mostra a Equacao (4)

9%Degradacio = 1009, inicial~ Crinal) @

inicial
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DIPIRONA PADRAO

A primeira parte do experimento consistiu em avaliar a dipirona padré&o, mostrado
na Figura 11, considerando seus pontos caracteristicos, para futuras comparagdes com

a amostra degradada.

Figura 11 - Cromatograma da dipirona padréo
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Fonte: Elaborada pela autora.

Podem ser observados dois picos caracteristicos da dipirona, 0 primeiro em um
tempo de 4,2 min e 0 segundo e menor pico em 7,1 min minutos. O cromatograma
constatou uma concentracdo de dipirona 0,051 mg/mL, e a partir dessa concentracéao,
pode ser encontrado a porcentagem das amostras degradadas, utilizando a Equacéao 4.
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5.2 DEGRADACAO POR OXIDACAO

5.2.1 Peroxido de Hidrogénio 0,50% - Dipirona Injetavel

Figura 12 - Dipirona Injetavel degradada por peréxido de hidrogénio 0,50%
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Fonte: Elaborada pela autora.

A degradacdo por oxidacdo pode ser observada na Figura 12. Notou-se a
deformacéo do primeiro pico (~ 4,2 min) e 0 aparecimento de um pequeno pico no
tempo préximo a 6 min, indicando o aparecimento de um subproduto de degradagéo. O
segundo pico (~ 7,1 min) teve um aumento muito significativo de intensidade.

Para essa amostra, 0o equipamento acusou uma concentragcdo de dipirona de
0,035 mg/mL. Na amostra analisada observou-se uma degradagdo maior que 31% de

dipirona.
5.2.2 Peroxido de hidrogénio 0,75% - Dipirona Injetavel

De acordo com a Figura 13, é notavel a total degradacdo do primeiro pico, que
deu origem a outros picos menores. O segundo pico também teve um aumento de
intensidade (acima de 50 volts), assim como na analise com o H;O, 0,50%, e
semelhante a este, também apareceu um novo pico em um tempo de retengdo proximo

a 6 min.
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Figura 13 - Dipirona Injetavel degradada por peréxido de hidrogénio 0,75%
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Fonte: Elaborada pela autora.

Notou-se maior eficacia com o peréxido de hidrogénio 0,75%, pois a
concentragéo de dipirona baixou para 0,021 mg/mL, o que resulta em quase 59% de

degradacgao da concentracao inicial.

5.2.3 Per6xido de Hidrogénio 0,50% - Dipirona matéria-prima

Observando a Figura 14, pode-se notar que o0 primeiro pico foi visivelmente
degradado em outros picos menores, enquanto o segundo pico teve um leve aumento
de intensidade. Também ha a aparicdo de um pequeno pico em quase 6 min de

eluicéo.

Figura 14 - Matéria Prima dipirona degradada por perdxido de hidrogénio 0,50%
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Fonte: Elaborada pela autora.

A concentracao de dipirona baixou para 0,010 mg/ mL, sendo notavel o grande
desempenho de degradacao (> 80%) do perdxido de hidrogénio 0,50% sobre a matéria-

prima.



40

5.2.4 Per6xido de Hidrogénio 0,75% - Dipirona matéria prima
A Figura 15 representa a degradacdo da matéria prima em peroxido de
hidrogénio 0,75%. E notavel a total degradacgéo do primeiro pico em novos e menores

picos e a aparicdo de um novo pico em aproximadamente 6 min de eluicdo. O segundo

pico teve um leve aumento.

Figura 15 - Matéria Prima dipirona degradada por perdxido de hidrogénio 0,75%
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Fonte: Elaborada pela autora.

A concentracado de dipirona na degradagédo da matéria prima por peroxido 0,75%
€ de 0,020 mg/mL. Observou-se um decaimento significativo no seu teor, representado

pela degradacédo de 61% da concentracao de dipirona inicial:
5.3 DEGRADACAO TERMICA UMIDA

Na andlise de degradacao térmica Umida, ndo apareceram novos picos e houve
leve diminuicdo no primeiro pico, porém, se manteve muito semelhante ao padrdo. O
segundo pico teve uma leve diminui¢do, pouco significativa comparada a degradacao

com o peroéxido. Estas observagfes podem ser vistas na Figura 16.
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Figura 16 - Dipirona Injetavel em degradacéo térmica umida
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Fonte: Elaborada pela autora.

Houve apenas uma ligeira diminuicdo no teor de dipirona com a degradacao
térmica umida (menos de 6% da concentragdo inicial), sendo ainda quantificados 0,048
mg/mL de dipirona apds o procedimento de degradacao.

5.4 DEGRADACAO POR RADIACAO UV

Através da radiacdo UV, ndo pode se perceber grandes alteracdes, assim como
a degradacdao térmica. Pode ser observada na Figura 17 que o primeiro pico ndo obteve

alteracdes e o segundo pico teve uma pequena reducdo de tamanho. Ndo houve o
aparecimento de novos picos.

Figura 17 - Dipirona injetavel em degradacéo por radiagdo UV
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Fonte: Elaborada pela autora.

Seu teor teve uma leve decaida, porém, tendo sido degradados menos que 4%
da concentracéo de dipirona inicial. Assim, mesmo apés o procedimento de degradacao

a quantidade de dipirona ainda continua préoxima a concentracdo do padréo.
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5.5 DEGRADACAO POR ALTERACAO DE PH

5.5.1 Degradacéo Acida

Houve uma pequena redugéo no primeiro e no segundo pico, como mostrado na

Figura 18, também observou-se que ndo apareceram picos NOVOS.

Figura 18 - Dipirona injetavel em degradacéo acida
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Fonte: Elaborada pela autora.

Houve uma pequena reducédo no teor, considerando que foram identificados
0,045 mg/mL, que, conforme a equacdo da degradacédo resulta em uma diminui¢édo de

pouco mais que 11% da concentracéo de dipirona inicial.

5.5.2 Degradacdo béasica

Na Figura 19 pode ser observado que, assim como a degradagdo com acido
cloridrico 0,1 mol L™*, o hidréxido de sédio também n&do transmitiu alteracdes no

cromatograma. Ambos os picos apresentam leve diminuicdo de tamanho.
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Figura 19 - Dipirona injetavel em degradacéo béasica
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Fonte: Elaborada pela autora.

Houve apenas um pequena reducdo de teor por degradagdo basica,
considerando apenas 0,047mg/mL de dipirona pura, o que representa uma degradacéo
menor que 8% da concentragao inicial.

Através dos cromatogramas dos ensaios de degradacdo realizados € possivel
perceber que para alguns testes de estresse a dipirona ndo apresenta alteracao visivel,
porém, em todos 0s casos sua pureza foi reduzida.

A Tabela 6 apresenta de maneira comparativa a degradacédo proporcionada
mediante cada teste realizado.



Tabela 6 — Porcentagem de dipirona degradada
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Analito Agente Estressante Degradacéo

Dipirona Injetavel Perdxido de hidrogénio 31,37%
0,50%

Dipirona Injetavel Perdxido de hidrogénio 58,82%
0,75%

Dipirona Matéria Prima Perdxido de hidrogénio 80,39%
0,50%

Dipirona Matéria Prima Perdxido de hidrogénio 60,78%
0,75%

Dipirona Injetavel Temperatura Umida 5,88%

Dipirona Injetavel Luz UV 3,92%

Dipirona Injetavel Acido Cloridrico 0,1M 11,76%

Dipirona Injetavel Hidréxido de Sédio 0,1M 7,84%

Fonte: Elaborada pela autora.

Através dos testes, notou-se maior eficdcia de degradacdo com o peroxido de

hidrogénio, devido a sua alta capacidade de oxidag¢do, enquanto os demais agentes

estressantes causaram danos menores a dipirona.
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6 CONCLUSAO

A dipirona é um medicamento muito importante devido ao seu grande consumo e
facil acesso aos consumidores, sendo também considerado o analgésico mais vendido
no Brasil. Devido a escassez de estudos acerca do comportamento deste farmaco, a
analise de degradacdo forcada abordada neste Trabalho de Concluséo de Curso
apresentou contribuicdes importantes sobre o comportamento da dipirona diante de
determinadas condi¢cbes de estresse, possibilitando o melhor conhecimento do
medicamento sobre seu armazenamento, excipiente e embalagem.

Através deste estudo, foi possivel perceber que o analgésico possui um perfil de
degradacdo muito eficaz diante da oxidacdo por H,O,, porém, ndo tao visivel para com
os demais testes de estresse. Isso ocorre devido ao fato do peroxido de hidrogénio ser
um forte agente oxidante que conseguiu reduzir o teor da dipirona em até 80%. Porém,
0s outros agentes de estresse também reduziram o teor da dipirona, indicando
instabilidade do farmaco diante de condi¢cbes como radiacdo UV, alteracdo de pH ou
alteracao de temperatura.

A técnica cromatogréafica escolhida mostra-se muito eficiente para o estudo de
degradacgao, permitindo comparar os cromatogramas da dipirona padrao com as
amostras degradadas, possibilitando o acompanhamento da degradacdo da dipirona

nas diversas amostras de dipirona estudadas.
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