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RESUMO

Métodos analiticos sdo necessarios para detectar e identificar impurezas para o
controle de qualidade, passando por ensaios laboratoriais para garantir e assegurar sua
seguranca de cada lote de insumo, e deve ser realizado antes do processo de fabricagdo do
medicamento, para diminuir potenciais riscos que possam colocar em perigo a vida do
consumidor. Com base nos estudos, comparou-se as técnicas que vem sendo utilizadas na
determinacdo do acetaminofem e de seus contaminantes, apontando as principais
vantagens e desvantagens de cada técnica. O trabalho traz como sugestéo a utilizagdo do
método de espectroscopia na regido do infravermelho para a identificagdo do acetaminofem,
e na regido do UV-Vis para o doseamento. Enquanto que, para os ensaios de impurezas,
torna-se necessario a adocdo de técnicas mais onerosas, como o método de emissao
atbmica com plasma indutivamente acoplado para a determinacdo de impurezas
elementares e a utilizagdo do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia para a

separagéo das impurezas organicas.

Palavras-chave: Acetaminofem, qualidade, farmacopeia.



ABSTRACT

Analytical methods are needed to detect and identify impurities for quality control,
through laboratory testing to ensure and assure your safety of each lot of raw material, and
should be performed before the manufacturing process medicine, to lessen potential risks
which may endanger the life of the consumer. Based on the studies, compared the
techniques that has been used in the determination of acetaminofem and its contaminants,
pointing out the main advantages and disadvantages of each technique. The work brings as
a suggestion, the use of the method in the Infrared spectroscopy to the identification of the
acetaminofem, and in the UV-Vis to quantification. While for the tests of impurities, it is
necessary to adopt more expensive techniques, as the method of inductively coupled plasma
atomic emission for the determination of elemental impurities, and the use of high efficiency

liquid chromatography method for separation of organic impurities.

Keywords: Acetaminophen, quality, pharmacopoeia.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), a definicao
para Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) é qualquer substancia introduzida na formulagao de
uma forma farmacéutica que, quando administrada em um paciente, atua como principio
ativo. Estes IFAs devem obrigatoriamente passar por testes de controle de qualidade
(BRASIL, RDC N° 166, 2017).

O Controle de Qualidade de acordo com a RDC N° 17 (2010), esta relacionado com
Boas Praticas de Fabricagdo de Medicamentos (BPFM) referente a amostragem,
especificagdes, ensaios, procedimentos de organizag&o, documentacgio e procedimentos de
liberagdo que asseguram que 0s ensaios necessarios e relevantes sejam executados e que
0s materiais ndo sejam liberados para uso, nem os produtos liberados para venda ou
fornecimento, até que a sua qualidade seja julgada satisfatdria.

Ainda de acordo com a RDC N° 17 (2010), as metodologias analiticas empregadas
no controle de qualidade das IFAs devem passar por revisdes periédicas de suas
especificagdes, para que, se necessario, sejam atualizadas conforme as novas edi¢cdes da
farmacopeia nacional ou outros compéndios oficiais, devendo ainda ser confirmado o
cumprimento aos requisitos especificos para o uso pretendido, comprovando a sua
adequabilidade por meio de ensaios experimentais.

Conforme regulamentagéo da Anvisa, somente as matérias-primas liberadas pelo
departamento de controle de qualidade e que estejam dentro do prazo previsto para sua
utilizacdo podem ser empregadas na fabricagdo do medicamento (BRASIL, RDC N° 17,
2010).

Assim, um método analitico é necessario para detectar e identificar impurezas para
o controle de qualidade, passando por ensaios laboratoriais para garantir e assegurar sua
seguranga de cada lote de insumo, e deve ser realizado antes do processo de fabricagéo do
medicamento para diminuir potenciais riscos que possam colocar em perigo a vida do
consumidor.

Os processos de fabricagdo de medicamentos sdo fiscalizados pela Anvisa, que
tem como objetivo promover a prote¢cédo da saude coletiva de uma populagéo, por meio de
controles sanitarios da comercializagdo e das condigbes do processo produtivo de um
medicamento. A qualidade deve ser redobrada na hora da produgado dos medicamentos e
produtos industrializados, bem como na obtencdo da matéria-prima para diminuir e
descartar erros na hora da produgao, que possam colocar em risco a vida do consumidor
(BRASIL, RDC N° 17, 2010).

A avaliacdo do controle de qualidade dos medicamentos representa uma etapa

imprescindivel para que haja a liberacdo do farmaco para o mercado em condi¢gdes que



garantam a seguranca, eficacia terapéutica e a qualidade do produto, durante todo o prazo
de validade (BRASIL, RDC N° 17, 2010).

Comumente na industria farmacéutica séo utilizados os métodos e especificagdes
contidos nos compéndios oficiais (farmacopeias) aprovados pela Anvisa que consiste em
normas que possuem como objetivo verificar se o produto estd em conformidade com as
especificagcdes farmacopeicas (BRASIL, RDC N° 37, 2009), porém para um mesmo |IFA os
métodos podem variar.

As industrias farmacéuticas comumente produzem diversos medicamentos para o
tratamento e controle de enfermidades, além de polivitaminicos e suplementos, desta forma,
varios IFAs s&o processados para a obtengéo destes produtos.

Um dos IFAs mais utilizados por estas industrias, principalmente para a produgéo
de medicamentos contra gripes e resfriados, € o acetaminofem, popularmente conhecido
como paracetamol, um agente analgeésico e antipirético amplamente utilizado para o alivio
de febre, dores de cabega e outras pequenas dores (BOSCH et al., 2006, KAMBERI et al.,
2004, MASLARSKA E TENCHEVA, 2013).

O acetaminofem (Figura 1) possui formula molecular CsHgNO, com peso molecular
de 151,16 g/mol. Em temperatura ambiente apresenta as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: po6 cristalino branco, inodoro, com leve sabor amargo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 52 EDICAOQ, 2010).
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Figura 1 — Estrutura do acetaminofem.
Fonte: Farmacopeia Brasileira 52 edi¢édo (2010).

A rota sintética para a obtengcdo do acetaminofem mais empregada é a acetilagdo
da amina do p-aminofenol com anidrido acético (Figura 2). Através do nitrobenzeno utilizado
como material de partida, € reduzido com zinco metalico, sendo o produto obtido tratado
com acido sulfurico para gerar o p-aminofenol e em seguida, é realizada a acetilagéo,
formando o acetaminofem (BAPTISTELLA et al, 2003) (Figura 3).
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Figura 2 — Sintese de acetaminofem com p-aminofenol.
Fonte: Adaptado de Baptistella et al. (2003)
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Figura 3 — Sintese de acetammofem com nitrobenzeno.
Fonte: Adaptado de Baptistella et al. (2003)

Para controle de qualidade deste IFA varios métodos tém sido utilizados,
principalmente para determinagdo do teor e impurezas que podem estar relacionadas ao
acetaminofem tanto na sua forma pura como na sua formulagdo. Alguns métodos sdo mais
onerosos, como os métodos cromatograficos, entretanto fornecem, em teoria, resultados
mais precisos quando comparados por exemplo a métodos titulométricos e
espectrofotométricos na regido do UV-Vis (BOSCH et al. 2006).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Compilar as analises empregadas no controle de qualidade do acetaminofem
adotadas pelas principais farmacopeias, possibilitando uma consulta rapida e objetiva dos

métodos que devem ser utilizados pelas industrias farmacéuticas.
2.2. Objetivos Especificos

- Realizar levantamento bibliografico das analises realizadas para a
determinacgéo da pureza do principio ativo;

- Comparar as técnicas indicadas por diferentes fontes para determinar a
existéncia de potenciais impurezas;

- Comparar as analises de identificagdo das impurezas existentes de acordo com
as metodologias utilizadas;

- Avaliar a relagao entre custo e beneficio de cada técnica.

3. JUSTIFICATIVA
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As impurezas organicas, que podem estar presentes no acetaminofem estio
relacionadas ao processo de sua sintese e sua origem é influenciada, dentre outros fatores,
pela escolha da rota sintética, qualidade dos materiais de partida, reagentes e solventes,
das condigdes de reagdo e da purificagao final.

O controle destas impurezas se faz necessario para garantir a seguranca e eficacia
do medicamento, a fim de minimizar os riscos a saude, e tem sido objeto de grande atengéo
pelas agéncias reguladoras. Assim, um método analitico € necessario para detectar e
identificar impurezas para o controle de qualidade.

Diante do que foi exposto, € de grande relevancia o estudo e comparagdo dos
diferentes métodos que ja vem sendo utilizados no controle de qualidade do principio ativo
para que se possa propor uma metodologia menos onerosa e com a sensibilidade e

robustez necessaria para sua aplica¢ao na industria farmacéutica.

11



4. METODOLOGIA/PROCEDIMENTOS

Foi realizada uma reviséo sistematica de literatura nas farmacopeias Brasileira 52
edigdo (2010), USP 41 (2018), Britanica 2018 e Japonesa 72 edicado (2016), referente a
estudos realizados para a determinacao tanto quantitativa como qualitativa do acetaminofem
e também de suas impurezas.

Com base nos resultados obtidos nestes trabalhos, foram comparados os métodos,
que tem sido empregados no controle de qualidade do acetaminofem, com a finalidade de
identificar uma metodologia menos onerosa e com a sensibilidade e robustez necessaria

para sua aplicagao na industria farmacéutica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos compéndios apresentados acerca das técnicas que vem sendo
utilizadas na determinagdo do acetaminofem e de seus contaminantes, foi possivel realizar
uma compilagdo dos principais resultados obtidos para identificagdo, doseamento, ensaios
de pureza (faixa de fusdo, residuo de incineragdo e perda por dessecacao) e presencga de

impurezas (organicas, metais pesados, cloretos e sulfetos, arsénio).

5.1. ldentificacao

Os ensaios de identificagdo possibilitam verificar se a identidade do material
analisado estd de acordo com o rétulo de sua embalagem. O ndo cumprimento dos
requerimentos de um ensaio de identificagdo pode significar erro de rotulagem do material, e
conforme preconizada na RDC N° 17, de 16 de abril de 2010, devem ser realizados ensaios
de identificacdo nas amostras.

Embora especificos, o0s ensaios contidos nas farmacopeias ndo sdo,
necessariamente, suficientes para estabelecer prova absoluta de identidade e por isso
outros testes sdo necessarios para a confirmagdo da identidade da substancia
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Segundo a farmacopeia Brasileira 52 edigao (2010), alguns ensaios de identificagcao
devem ser considerados conclusivos como; infravermelho; espectrofotometria com absorgéo
especifica e cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrofotometria. Esses
ensaios devem ser realizados em complemento ao ensaio, quando aplicavel.

Na Tabela 1, estdo apresentadas a comparacao dos métodos de identificagdo nas

farmacopeias.

Tabela 1 — Comparagao dos métodos de identificagao.
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Farmacopeias Procedimento/Técnica Especificacao

O espectro de absorgéo no infravermelho da

A Infravermelho amostra apresenta maximos de absorgéo

somente nos mesmos comprimentos de onda

USP 3800 - 650 cm! e com as mesmas intensidades relativas
daqueles observados no espectro de padrao.

(41, 2018) O t de retengdo do pi incipal d
empo de retengdo do pico principal do
B. Cromatografia liquida (HPLC) P ¢ P . P P
) cromatograma da solugéo amostra
Conforme método de

corresponde aquele do pico principal da
doseamento. - .
solug¢do padréo.
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A. Ponto de fusdo 168 — 172 °C.

O espectro de absorgéo no infravermelho da

Britanica - "
B. Infravermelho amostra apresenta maximos de absorgéo
(2018) somente nos mesmos comprimentos de onda
-1

4000 - 650 cm e com as mesmas intensidades relativas
daqueles observados no espectro de padrao.
O espectro de absorgéo no infravermelho da
A. Infravermelho amostra apresenta maximos de absorgao
somente nos mesmos comprimentos de onda
4000 - 400 cm” e com as mesmas intensidades relativas
daqueles observados no espectro de padrao.
B. Espectrofotdmetro UV-Vis O espectro de absor¢do no ultravioleta da
Brasileira _ solucdo da amostra a exibe maximos e
(5 Ed., 2010) Comprimento de onda minimos somente nos mesmos

’ de 200 nm a 400 nm. comprimentos de onda de solugdo padrao.

C. Método colorimétrico
Em 10 mL de uma solugdo a 1%
(p/v) da amostra, adicionar uma Desenvolve-se coloragdo azul-violacea.
gota de solucéo de cloreto
férrico.

O espectro de absorgéo no infravermelho da
Japonesa A. Infravermelho amostra apresenta maximos de absorcéo
somente nos mesmos comprimentos de onda

a - -1 . . .
(7% Ed., 2016) 3800 - 650 cm e com as mesmas intensidades relativas

daqueles observados no espectro de padréo.

Em todas as farmacopeias sdo utilizadas a técnica de infravermelho com leituras de
padrdo de referéncia e amostra efetuadas simultaneamente em condigbes idénticas e
comparagao posterior dos espectros. Este ensaio de identificagdo é capaz de diferenciar
substancias com diferengas estruturais.

A diferenca entre os procedimentos dos compéndios estd apenas na faixa de
numero de onda, porém n&o ha impacto nesta variagao visto que as principais bandas dos
grupos funcionais fenol, amida e anel aromatico caracteristicos da estrutura de
acetaminofem apresentam-se dentro da faixa do numero de onda de 3800 a 650
cm™. Conforme Pavia et al. (2010), o grupo fenol apresenta bandas provenientes das
ligagbes O-H e C-O em 3400 - 3200 cm™ e 1260 - 1000 cm™, respectivamente. O grupo
amida apresenta bandas provenientes das ligagées C=0 e N-H em 1680 - 1630 cm™ e em
aproximadamente 3300 cm', respectivamente. E ainda o grupo anel aromatico apresenta

bandas provenientes da ligacéo de estiramento =C-H em 3050 - 3010 cm!, dobramento fora



do plano do anel para-dissubstituido em 800 - 850 cm™ e da ligagdo C=C em pares em1600
cm™ e 1475 cm™,

Além da técnica de infravermelho, as farmacopeias USP 41 (2018), Britanica 2018
e Brasileira 52 edicdo (2010) realizam outros testes para a confirmagéo da identidade da
matéria-prima como cromatografia liquida de alta eficiéncia, ponto de fusdo e
espectrofotdbmetro UV-VIS. Ainda a Farmacopeia Brasileira 52 edi¢ao (2010) realiza método
complementar com ensaio de complexacéo.

Embora a cromatografia liquida de alta eficiéncia seja um método de separagao, ela
pode ser também utilizada como ferramenta de identificagdo. Neste caso, é realizada uma
comparagao do tempo de retengcdo da amostra com a do padréo de referéncia, devendo ser
efetuadas nas mesmas condi¢des. Assim, comumente a farmacopeia nao descreve o tempo
de retencdo, uma vez que esta pode variar de acordo com o equipamento.

Da mesma forma, a identificagdo por espectrofotometria UV-Vis também é realizada
através da comparagédo das absorbancias entre o padrdo de referéncia e a amostra, que
devem estar dissolvidos em solvente apropriado, e serem efetuadas simultaneamente e em
condi¢des idénticas. Nesta técnica deve-se observar para que os solventes ndo absorvam
na regido espectral que esta sendo utilizada e para que ndo cause interferéncia na analise.
De acordo com O’Neil (2001), acetaminofem, em sua forma pura e utilizando etanol como
solvente, apresenta um pico maximo de absor¢do em 250 nm.

O ensaio de complexagao utilizado pela farmacopeia Brasileira 52 edi¢cdo (2010) é
para identificagdo de grupos funcionais, neste caso o grupo fenol que esta presente na
estrutura do acetaminofem. O grupo fenol reage com o ion Fe3* desenvolvendo complexo
colorido de azul-violacea. Deve se tomar cuidado com este ensaio, pois certos enodis
também reagem positivamente.

Assim, dentre os métodos apresentados a espectroscopia no infravermelho é a
técnica mais indicada para a identificacdo do acetaminofem, uma vez que é capaz de

diferenciar substancias com diferengas estruturais.

5.2. Doseamento

Analise de doseamento possibilita quantificar o principio ativo em uma determinada
substancia e tem como objetivo verificar a pureza da matéria-prima. A comparagcéo dos
métodos de determinacdo de teor de acetaminofem nas farmacopeias estdo apresentadas

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Comparagao do método de doseamento.
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Farmacopeias Procedimento/Técnica Especificacao

Cromatografia liquida (HPLC)
Coluna: C8 100 mm x 4,6 mm x 3,5 ym
Temperatura da coluna: 35 °C

Usp Fase movel: Gradiente de solugéo fosfato de potassio
- T 98,0 — 102,0%
(41, 2018) monobasico/fosfato de sodio dibasico e metanol.
Detector UV comprimento de onda: 230 nm
Fluxo: 1 mL/min

Volume de injegao: 5 yL

Britanica Titulagéo oxido-redugao
99,0 — 101,0%
(2018) Titulante: sulfato de cério 0,1 M

Espectrofotdbmetro UV-Vis
Brasileira
Comprimento de onda de 257 nm 98,0 —101,0%
(52 Ed., 2010)
Diluente: Mistura de NaOH 0,1 M e agua

Espectrofotdbmetro UV-Vis
Japonesa
Comprimento de onda de 244 nm Nao menos que 98,0%
(72 Ed., 2016)
Diluente: agua

As farmacopeias Brasileira 52 edigdo (2010) e Japonesa 72 edigédo (2016) utilizam a
técnica de espectrofotometria UV-Vis, que é uma técnica de grande confiabilidade para
determinagcdo de compostos orgénicos e relativamente barata em comparagdo com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O procedimento é semelhante ao método de
identificagdo onde a amostra é dissolvida utilizando solvente apropriado, podendo ser
empregado agua. E também neste método deve-se tomar o cuidado no momento da
escolha dos solventes para evitar que absorvam na regido espectral que estd sendo
utilizada.

A farmacopeia Britdnica 2018 determina o teor por técnica de titulagdo oxido-
redugdo e o método envolve a hidrdlise do paracetamol, catalisada por acido, e a oxidacéo,
promovida pela titulagdo com sulfato de cério (IV) usando ferroina como indicador, até
obtencdo da coloracdo amarelo esverdeada. A reacdo ocorre com o 4-aminofenol, um dos
produtos formados durante esse processo. Como desvantagem desta técnica esta a menor
seletividade e baixa sensibilidade.

A farmacopeia USP 41 (2018) utiliza método de cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector UV. Esta técnica tem como vantagens a separagdo de componentes



antes de serem identificados pelo detector UV, evitando assim uma sobreposi¢do espectral
do analito de interesse. Porém geralmente apresenta desvantagens relacionadas ao tempo
gasto no processo analitico, ao consumo de grandes quantidades de reagentes e solventes
e a utilizagédo de instrumentos sofisticados e de alto valor agregado com analista capacitado
para operacéo.

Por isso, para a realizacdo de analises de rotina para determinacao de teor, o ideal
sdo0 os métodos simples e relativamente mais baratos como o método espectrofotométrico
UV-Vis.

5.3. Ensaios de Pureza

Varios ensaios como faixa de fuséo, residuo de incineragéo, perda por dessecagéo

e agua séo realizados pelas farmacopeias como verificagdo da pureza das substancias.

5.3.1. Faixa de Fuséo

Temperatura ou ponto de fusido de uma substancia é a temperatura minima
necessaria para que o composto se encontre completamente fundido (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 52 edigédo primeiro suplemento, 2016).

A obtencdo do ponto de fusdo serve para atestar a pureza da substancia em
analise, visto que caso a temperatura tenha uma variagdo do valor padrao definido para
aquele elemento, entdo a substancia pode nao estar pura.

Conforme a Tabela 3, o procedimento adotado pelas farmacopeias Britanica 2018,
Brasileira 52 edigdo (2010) e Japonesa 72 edi¢cdo (2016) s&o iguais, com a utilizagdo do
método do bloco metélico aquecido com tubo capilar, ja a farmacopeia USP 41 (2018) nao

realiza esta analise.

Tabela 3 — Comparagao dos métodos de faixa de fusao.
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Farmacopeias Procedimento/Técnica Especificacao
USP
N&o realiza -
(41, 2018)
Britanica
Método do bloco metalico aquecido 168 — 172 °C
(2018)
Brasileira
Método do bloco metalico aquecido 168 — 172 °C

(5% Ed., 2010)
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Japonesa
Método do bloco metalico aquecido 169 -172 °C
(72 Ed., 2016)

Além da analise de ponto de fusdo ser utiizado como ensaio de pureza, a
farmacopeia Britdnica também adotou como andlise complementar de identificagdo do
composto. Em relagdo ao valor de aceitacdo adotada pelas farmacopeias Britanica 2018,
Brasileira 52 edicdo (2010) e Japonesa 72 edigédo (2016) n&o ha diferencga significativa entre

eles e esta préximo ao valor de 170 °C, conforme PubChem (2019).

5.3.2. Residuo de Incineragéo

Residuo de incineragédo determina o residuo nao volatil & incineragdo na presenga
de acido sulfurico. Em geral, o ensaio visa a determinar o teor de constituintes ou impurezas
inorganicas contidos em substancias organicas (Farmacopeia Brasileira 5% edigdo primeiro
suplemento, 2016, Farmacopeia USP 41 edi¢do, 2018, Farmacopeia Britanica 2018). A

comparacgdo deste ensaio estd apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 — Comparagao dos métodos de residuo de incineragéo.

Farmacopeias Procedimento/Técnica Especificacao
UsP
Incineragdo na mufla a 600 °C Nao mais que 0,1%
(41, 2018)
Britanica
Incineragdo na mufla a 600 °C Nao mais que 0,1%
(2018)
Brasileira
Incineragdo na mufla a 600 °C Nao mais que 0,1%

(52 Ed., 2010)

Japonesa
Incineragdo na mufla a 600 °C Nao mais que 0,1%
(72 Ed., 2016)

Neste ensaio, todas as farmacopeias utilizam o mesmo procedimento de
incineragdo da amostra na mufla a 600 °C para determinagdo do residuo e este deve

atender a especificagdo de ndo mais que 0,1%.



5.3.3. Perda por Dessecagéo

O ensaio de perda por dessecagéo determina a quantidade de substancia volatil de
qualquer natureza eliminada submetida a dessecag&o. Ja para determinar a agua presente
na amostra utiliza-se a técnica de Karl Fischer (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 edicédo
primeiro suplemento, 2016, FARMACOPEIA USP 41, 2018, FARMACOPEIA BRITANICA
2018).

Para este ensaio, todas as farmacopeias avaliadas utilizam o mesmo procedimento
de dessecagdo da amostra na estufa a 105 °C para determinagdo da umidade, exceto a
farmacopeia Brasileira 52 edicdo (2010) que determina o teor de agua por meio de Karl
Fischer. A especificagdo para maioria das farmacopeias deve ser de nao mais que 0,5%, e
apenas a farmacopeia Japonesa 72 edigdo (2016) que possui a especificagdo mais restrita

de 0,3%, conforme Tabela 5.

Tabela 5 — Comparagdo dos métodos de perda por dessecagao e agua.
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Farmacopeias Procedimento/Técnica Especificacao
usp Dessecacéo de 1,0 g de amostra na estufa . . .
. , N&o mais que 0,5% de umidade.
(41, 2018) a 105 °C até peso constante
Britanica Dessecacéo de 1,0 g de amostra na estufa 3 _ ,
. ) N&o mais que 0,5% de umidade.
(2018) a 105 °C até peso constante
Brasileira
Karl Fischer N&o mais que 0,5% de agua.
(52 Ed., 2010)
Japonesa Dessecagdo de 0,5 g de amostra na estufa 3 , _
. N&o mais que 0,3% de umidade.
(7% Ed., 2016) a 105 °C por 2 horas

5.4. Impurezas Organicas

Na Tabela 6 esta apresentada a comparagdo dos ensaios para quantificagdo de
potenciais impurezas conhecidas do acetaminofem, denominadas como impurezas
especificas 4-aminofenol e p-cloroanilina e também as impurezas desconhecidas como as

inespecificas.
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Tabela 6 — Comparacao dos métodos de impurezas orgénicas.

Farmacopeias Procedimento/Técnica

Especificacao

Cromatografia liquida (HPLC)
Coluna: C8 250 mm x 4,6 mm X 5 ym
Temperatura da coluna: 40 °C

Fase movel: mistura de metanol, agua,
acido acético glacial (50:950:1) e
(500:500:1)

Detector UV comprimento de onda: 254
nm

Fluxo: 0,9 mL/min

Volume de inje¢do: 5 pL
USP

Impureza B: No maximo 0,05%;
Impureza C: No maximo 0,05%;
Impureza D: No maximo 0,05%;

Impureza J (p-cloroacetanilida): No
maximo 0,001%;

Impurezas inespecificas: No
maximo 0,05%, para cada impureza;

Impurezas totais: No maximo 0,1%.

Cromatografia liquida (HPLC)
(41, 2018)
Conforme método de doseamento
Coluna: C8 100 mm x 4,6 mm x 3,5 um
Temperatura da coluna: 35 °C

Fase mével: Gradiente de solugao fosfato
de potassio monobasico/fosfato de sodio
dibadiso e metanol.

Detector UV comprimento de onda: 230
nm

Fluxo: 1 mL/min

Volume de injeg&o: 5 uL

Impureza 4-aminofenol: No maximo
0,005%

Cromatografia liquida (HPLC)

Coluna de C18 100 mm x 2,1 mm x 2,7
Mm

Temperatura da coluna: 30 °C

Fase mével: Gradiente de solugao fosfato
de potassio monobasico/fosfato de sodio
dibasico e metanol.

Britanica
(2018)

Detector UV comprimento de onda: 254
nm

Fluxo: 0,3 mL/min

Volume de injeg&o: 5 uL

Impureza K (4-aminofenol): No
maximo 0,005%;

Impureza J (p-cloroacetanilida): No
maximo 0,001%;

Impurezas inespecificas: No
maximo 0,05%, para cada impureza,;

Impurezas totais: No maximo 0,2%.




p-cloroanilina: Qualquer mancha
Cromatografia de camada delgada (CCD) fluorescente azul produzida pela
Solugdo amostra, com Rf entre 0,5 e

Placa de silica-gel . ) o
0,6, ndo é maior ou mais intensa que

Fase moével: mistura de cloroférmio, aquela produzida pela Solugio

Brasileira benzeno e acetona (65:10:25). padrdgo de p-cloroacetanilida. No
(52 Ed., 2010) maximo 0,001 %.

Método colorimetrico 4-aminofenol: A coloragdo azul

Comparagao da amostra com solugao desenvolvida na solugdo amostra ndo

padrao no limite de 4-aminofenol (0,005% € Mais intensa que a solug&o padréo,
p/v) correspondendo a n&o mais 0,005%.

Cromatografia liquida (HPLC)
Coluna de C18 150 mm x4 mm x 5 ym
Temperatura da coluna: 40 °C
Fase movel: mistura de tampao fosfato de

Japonesa potassio pH 4,7 e metanol (4:1) . n
Impurezas totais: No maximo 0,5%

(72 Ed., 2016)  petector UV comprimento de onda de 225
nm

Fluxo: Ajustar até o tempo de retencao de
5 min para pico do paracetamol

Volume de injecao 10 pL

A origem das impurezas organicas do acetaminofem s&o relacionadas pela escolha
da rota sintética, qualidade dos materiais de partida, reagentes e solventes, das condi¢des
de reacdo e da purificagdo final, sendo as principais impurezas o 4-aminofenol e 4-
cloroacetanilida (KAMBERI et al., 2004).

A farmacopeia Brasileira 52 edigdo (2010) é a unica que controla as impurezas p-
cloroanilina e 4-aminofenol pelos métodos de cromatografia de camada delgada (CCD) e
colorimétrico, respectivamente. Estes métodos sao relativamente simples, rapidos e de
baixo custo, porém sdo ensaios semi-quantitativos e possibilitam apenas afirmar se a
amostra passa ou ndo no teste pela comparacgéo visual da intensidade da cor na amostra
com o padrao preparada na concentragdo do limite especificado.

Ja as farmacopeias USP 41 (2018), Britanica 2018 e Japonesa 7 2 edigdo (2016)
utiizam o meétodo de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV para
quantificar as impurezas. Mesmo o alto custo deste método, esta técnica é ideal para o
controle de impurezas organicas, pois os componentes sdo separados antes de serem
identificados pelo detector UV, evitando assim uma sobreposi¢do espectral do analito de

interesse.



Os métodos utilizados pelas farmacopeias USP 41 (2018) e Britanica 2018
envolvem a comparacgao direta das respostas dos picos obtidos com os respectivos padroes
de substancias quimicas de referéncia (SQR) das impurezas especificas. Para o controle
das impurezas, a farmacopeia USP 41 (2018) utiliza dois sistemas cromatograficos
diferentes, o que pode acabar elevando o custo e o tempo da anadlise, enquanto que o
método da Farmacopeia Britdnica 2018 é capaz de identificar e quantificar todas as
impurezas de interesse em um uUnico sistema cromatografico.

O método da farmacopeia Japonesa 72 edigdo (2016) ndo verifica as impurezas
individualmente, sendo que o controle é realizado apenas das impurezas totais, cujo limite
maximo é de 0,5%. Para isso, o método utiliza apenas um sistema cromatografico sem a

utilizagcao de padrédo de substancias quimicas de referéncia (SQR).

5.5. Impurezas Inorgéanicas

Varios ensaios como metais pesados, arsénio, cloretos e sulfatos sao realizados

pelas farmacopeias como verificagdo das impurezas inorganicas.
5.5.1. Metais Pesados

Andlise de metais pesados € um ensaio limite em que consiste na formacgéo de
particulas sélidas dos sulfetos de metais pesados, em suspensao, e posterior comparacao
visual da intensidade da cor nas prepara¢gdes amostra e padrdo em tubo de Nessler

(FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 edigéo, 2010).

Tabela 7 — Comparagdo dos métodos de metais pesados.
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Farmacopeias Procedimento/Técnica Especificacao
USP
Método colorimétrico Nao mais que 10 ppm
(41, 2018)
Britanica
Método colorimétrico Nao mais que 20 ppm
(2018)
Brasileira
Método colorimétrico N&o mais que 20 ppm

(52 Ed., 2010)

Japonesa
Método colorimétrico N&o mais que 10 ppm
(72 Ed., 2016)




Em todas as farmacopeias o método de preparagdo da amostra passa por ignhigdo
do composto para posterior diluicho com solvente adequado e comparagdo visual da
intensidade da cor entre amostra e padrdo. O ensaio é semi-quantitativo e possibilita inferir
se a amostra passa ou nao no teste, representando o somatério da concentracdo dos
elementos contaminantes na amostra. As farmacopeias Britdnica 2018 e Brasileira 5% edicao
(2010) possuem a especificagao de 20 ppm, ja as farmacopeias USP 41 (2018) e Japonesa
72 edicao (2016) a especificagdo é mais restrita de 10 ppm.

Este método tem como desvantagem o preparo da amostra que requer ignicéo a
temperatura de até 600 °C, podendo levar a perda de analitos volateis como o elemento
téxico mercurio e também uso de reagentes altamente téxicos. E ainda, o ensaio nao
apresenta sensibilidade e especificidade pois ndo é capacitado para quantificar os baixos
niveis de metais pesados e ndo tem capacidade de distinguir e quantificar metais pesados
especificos de interesse, como cromo e os metais catalisadores.

Os métodos tradicionais de testes de metais pesados vem sendo substituidos por
método mais modernos usando a emissao atdmica de plasma acoplado indutivamente (ICP)
que é analise multielementar, possibilitando quantificar varios elementos contaminantes da
amostra. O preparo da amostra pode ser realizada por digestdo com microondas por via
fechado (alta temperatura e pressdo), eliminando quaisquer problemas de perda de

elementos volateis, como o mercurio.

5.5.2. Arsénio

O método de arsénio esta baseado na reacdo entre a arsina (AsHa) liberada e
dietilditiocarbamato de prata que formam complexo vermelho e posterior comparagao visual
da intensidade da cor nas preparagdes amostra e padrao (Farmacopeia Brasileira 52 edigao,
2010).

Conforme a Tabela 8, apenas a farmacopeia Japonesa 72 edigdo (2016) realiza o

controle de ndo mais que 2 ppm de arsénio.

Tabela 8 — Comparagao dos métodos de arsénio.
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Farmacopeias Procedimento/Técnica Especificacao
USP
N&o realiza -
(41, 2018)
Britanica
Nao realiza -

(2018)




Brasileira
Nao realiza -
(52 Ed., 2010)

Japonesa
Método colorimétrico N&o mais que 2 ppm
(72 Ed., 2016)

5.5.3. Cloretos e Sulfatos

Andlise de cloretos é ensaio limite em que consiste na formagao de precipitado de
cloreto de prata e posterior comparacao visual da amostra com o padrdo preparada na
concentragdo do limite especificado. O ensaio de sulfatos € o mesmo principio, com
formacdo de precipitado de sulfato de bario.

Apenas as farmacopeias Brasileira 52 edicdo (2010) e Japonesa 72 edi¢do (2016)
que realizam estes ensaios, conforme a Tabela 9. Entre as duas farmacopeias a

especificagcéo de cloretos s&o iguais e apresentam uma pequena diferenga na especificagao

de sulfatos.
Tabela 9 — Comparagdo dos métodos de cloretos e sulfatos.
Farmacopeias Procedimento/Técnica Especificacao
USP
N&o realiza -
(41, 2018)
Britanica
N&o realiza -
(2018)
Brasileira Cloreto: No Maximo 0,014%
Método colorimétrico
(52 Ed., 2010) Sulfato: No Maximo 0,02%
Japonesa Cloreto: No Maximo 0,014%
Método colorimétrico
(72 Ed., 2016) Sulfato: No Maximo 0,019%

5.6. Metodologia Proposta

Para a escolha da metodologia para o controle de qualidade do insumo, é
necessario que se realize uma avaliagédo entre qualidade, custo e beneficio de cada técnica,
sem que se perca a qualidade e confiabilidade dos resultados. A consideragdo deve ser

realizada pela complexidade do procedimento, reprodutibilidade e sensibilidade do método.
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Para a identificagdo do composto acetaminofem, a sugestdo é realizar ensaio
utilizando o método por infravermelho, visto que esta técnica é considerada conclusiva pela
farmacopeia Brasileira.

Para analise de doseamento, como a espectrofotometria na regido UV-Vis é uma
técnica relativamente barata e de grande confiabilidade pois sdo bastante sensiveis e
confiaveis para determinacido de compostos orgénicos, esta pode ser utilizada para
determinacgéo de acetaminofem.

Entretanto, para analise de impurezas organicas que contém varios componentes, a
técnica de espectrofotometria na regido UV-Vis apresenta desvantagem pelo fato de que a
maioria das substancias absorvem fortemente em regides préximas do espectro ultravioleta.
Neste caso, pode ocorrer uma sobreposi¢cao espectral ocasionando resultados que podem
mascarar a determinacdo do acetaminofem e quantificagdo de impurezas organicas e por
isso requer o uso de técnicas de separagdo como cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Para analise de impurezas organicas, o ideal é que seja um método capaz de
identificar todas as impurezas especificas e inespecificas em um Unico método, como € o
ensaio utilizada pela farmacopeia Britanica 2018. Assim sera gasto menos reagentes para o
preparo das solugdes analiticas e fase mével, além de otimizar o tempo de analise.

Os ensaios de pureza (faixa de fusdo, residuo de incineragdo, perda por
dessecagdo e agua) serdo mantidos as mesmas analises ja realizadas pelas farmacopeias,
visto que n&o ha outros ensaios equivalentes com os mesmos principios das analises.

Para o controle das impurezas inorganicas sera proposto o ensaio por método de
emissdo atdbmica de plasma acoplado indutivamente (ICP) que é andlise multielementar,
possibilitando quantificar varios elementos contaminantes na amostra em uma Unica analise,
ainda sera possivel substituir os ensaios de metais pesados e arsénio, e assim otimizar o
tempo de andlise. Para os medicamentos administrados via oral, o ICH (2014) recomenda o
controle das impurezas elementares de classe 1 (cadmio, chumbo, arsénio e mercurio) e
classe 2A (cobalto, niquel e vanadio). Estas impurezas elementares podem ser controladas
pelos limites previamente estabelecidos de acordo com o capitulo geral <232> Elemental
Impurities — Limits da farmacopeia USP.

Desta forma, como sugestdao de uma metodologia menos onerosa sem perder em
qualidade e confiabilidade dos resultados e que possa ser aplicada no controle de qualidade

do insumo farmacéutico estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Sugestao de métodos de para controle de qualidade de acetaminofem.

Ensaios

Procedimento/Técnica

Especificacao

Identificacao

(USP 41, 2018)

Infravermelho

3800 - 650 cm’

O espectro de absorgéo no
infravermelho da amostra
apresenta maximos de absorgao
somente Nnos mesmos
comprimentos de onda e com as
mesmas intensidades relativas
daqueles observados no
espectro de padrao.

Doseamento

(Brasileira 52 Ed., 2010)

Espectrofotébmetro UV-Vis
Comprimento de onda de 257 nm

Diluente: Mistura de NaOH 0,1 M e
agua

98,0 - 101,0%

Faixa de fusao

(Brasileira 52 Ed., 2010,
Britanica, 2018)

Método do bloco metalico aquecido

168 — 172 °C

Residuo de incineracao
(USP 41, 2018, Brasileira

52 Ed., 2010, Japonesa, 72
Ed., 2016)

Incineragéo na Mufla a 600 °C

Nao mais que 0,1%

Perda por dessecacao

(USP 41, 2018, Britanica,
2018)

Dessecacéo de 1,0 g de amostra
na estufa a 105 °C até peso
constante

Nao mais que 0,5% de umidade.

Impurezas organicas

(Britanica, 2018)

Cromatografia liquida (HPLC)

Coluna de C18 100 mm x 2,1 mm x
2,7 ym

Temperatura da coluna: 30 °C

Fase movel: Gradiente de solugéo
fosfato de potassio
monobasico/fosfato de sédio
dibadiso e metanol.

Detector UV comprimento de onda:
254 nm

Fluxo: 0,3 mL/min

Volume de injegéo: 5 yL

Impureza K (4-aminofenol): No
maximo 0,005%;

Impureza J (p-
cloroacetanilida): No maximo
0,001%;

Impurezas inespecificas: No
maximo 0,05%, para cada
impureza;

Impurezas totais: No maximo
0,2%.
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Impurezas elementares

ICP (desenvolvimento local)

Cadmio: 0,5 ug/g;
Chumbo: 0,5 pg/g;
Arsénio: 1,5 ug/g;

Mercurio: 3 pg/g;
Cobalto: 5 pg/g;
Niquel: 20 pg/g;

Vanadio: 10 pg/g.

(USP 41, 2018)




6. CONCLUSAO

A avaliagdo da qualidade dos medicamentos na industria farmacéutica é
indispensavel, e pode ser considerada como um conjunto de agbes que tem como objetivo
garantir que o produto esteja com caracteristicas satisfatérias para o atendimento as
necessidades dos pacientes.

No presente estudo, foi possivel realizar uma compilagdo das metodologias
empregadas pelas farmacopeias Britanica 2018, Japonesa 72 edigdo (2016), Brasileira 52
edicao (2010) e USP 41 (2018), no controle de qualidade de medicamentos envolvendo o
acetaminofem, bem como realizar uma discussdo das vantagens e desvantagens de cada
método, sendo sugerido o método mais adequado para cada caso.

Embora os métodos propostos sejam os mais adequados para cada analise, uma
das dificuldades encontradas para implementacdo na industria farmacéutica é a

recomendagéo da Anvisa de ndo combinar métodos de diferentes farmacopeias.
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