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RESUMO
RODRIGUES, L. B. S.. AQbB aplicado a medicamentos na proposta da Quimica
Verde: caso da associacao de cafeina e dipirona. 2023. no. 37. Trabalho de Concluséo
de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2023.

Palavras chave: Cafeina. Dipirona. HPLC. Quimica Verde. AQbD.

INTRODUCAO: Os principios da Quimica Verde levam em consideragdo o
desenvolvimento de produtos e processos que sejam o0 mais ambientalmente
benignos quanto possivel, com enfoque na reducdo dos impactos negativos para a
saude humana e ao meio ambiente. Pode ser combinado com Qualidade por Design
Analitico (AQbD), uma abordagem que visa otimizar e reduzir residuos no
desenvolvimento de um método analitico. Tais conceitos podem ser aplicados a um
desenvolvimento de método analitico para dipirona e cafeina. OBJETIVO: Elaborar
uma proposta de método analitico de HPLC para determinacéo de teor de dipirona e
cafeina em comprimidos utilizando abordagem AQbD e principios de Quimica Verde,
a partir da revisdo da literatura. MATERIAL E METODOS: O levantamento
bibliografico inicial foi realizado de 20 de dezembro de 2022 a 15 de setembro de
2023, utilizando como palavras-chave: Dipirona; Metamizol; Cafeina; DoE; HPLC;
AQDbD; Etanol; Sustentavel e Quimica Verde. As palavras-chaves foram utilizadas em
diferentes combinagfes e a pesquisa foi realizada em portugués, inglés e espanhol.
Utilizou-se como base de pesquisa PubMed, Scielo, Google Scholar e ScienceDirect.
RESULTADOS: O principio de Quimica Verde foi aplicado utilizando-se de etanol
como constituinte de fase movel em substituicAo a solventes organicos como
acetonitrila e metanol. Verificou-se que a abordagem de AQbD pode representar um
passo fundamental na melhoria de desenvolvimento de métodos analiticos. Com 0s
levantamentos realizados a proposta de método consiste em usar a Acclaim® C18
(250,0 x 4,6 mm; particulas de 5,0 ym) como coluna cromatografica. Taxa de fluxo de
0,8 mL min't com modo de eluicdo isocratico e etanol/agua (30/70 v/v) com de pH 7,5
ajustado com gotas de &gua:trietilamina (99:1 v/v). O volume de injecao de 20 uL. A
temperatura da coluna 40°C e a deteccdo em comprimento de onda de 273 nm.

Utilizando-se de agua como diluente. Verificou-se que a aplicabilidade etanol como



constituinte de fase movel de métodos de HPLC, e a sua maior limitacédo refere-se a
sua viscosidade que acarreta em uma diminuicdo da durabilidade da coluna
cromatografica, tal impasse pode ser mitigado com o aumento de temperatura da
coluna e a diminuicdo da vazdo. CONCLUSAO: A Quimica Verde oferece
versatilidade na sua aplicacdo, no contexto de metodologias analiticas de HPLC, o
uso de etanol como constituinte de fase movel pode ser uma alternativa viavel, apesar
de sua alta viscosidade, que pode ser superada ajustando a vazéo e a temperatura.
Substituir solventes téxicos por etanol em métodos de HPLC é relativamente simples,
exigindo apenas ajustes nas condi¢cdes cromatograficas. A abordagem AQbD melhora
a eficiéncia na elaboracdo de métodos analiticos, reduzindo significativamente os
riscos de perdas e testes malsucedidos, resultando em menos residuos. Tais
abordagens combinadas a evolucdo continua da tecnologia, incluindo o uso de
softwares baseados em Inteligéncia Artificial, podem desempenhar um papel

fundamental na reducéo de residuos durante o desenvolvimento analitico.



ABSTRACT

RODRIGUES, L. B. S.. AQbB applied to medicines in the Green Chemistry proposal:
the case of the association of caffeine and dipyrone. 2023. no. 37. Pharmacy-
Biochemistry Course Conclusion Paper - Faculty of Pharmaceutical Sciences -

University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2023.

Keywords: Caffeine. Dipyrone. HPLC. Green chemistry. AQbD.

INTRODUCTION: The principles of Green Chemistry take into account the
development of products and processes that are as environmentally benign as
possible, with a focus on reducing negative impacts on human health and the
environment. It can be combined with Analytical Quality by Design (AQbD), an
approach that aims to optimize and reduce waste in the development of an analytical
method. These concepts can be applied to the development of an analytical method
for dipyrone and caffeine. OBJECTIVE: To develop a proposal for a HPLC analytical
method for determining the content of dipyrone and caffeine in tablets using the AQbD
approach and Green Chemistry principles, based on a review of the literature.
MATERIAL AND METHODS: The initial bibliographic survey was carried out from
December 20, 2022 to September 15, 2023, using as keywords: Dipyrone; Metamizole;
Caffeine; DoE; HPLC; AQbD; Ethanol; Sustainable and Green Chemistry. The
keywords were used in different combinations and the research was carried out in
Portuguese, English and Spanish. PubMed, Scielo, Google Scholar and ScienceDirect
were used as search bases. RESULTS: The Green Chemistry principle was applied
using ethanol as a mobile phase constituent to replace organic solvents such as
acetonitrile and methanol. It was found that the AQbD approach can represent a
fundamental step in improving the development of analytical methods. Based on the
surveys carried out, the proposed method consists of using Acclaim® C18 (250.0 x
4.6 mm; 5.0 um particles) as a chromatographic column. Flow rate of 0.8 mL min-t with
isocratic elution mode and ethanol/water (30/70 v/v) with pH 7.5 adjusted with drops of
water:triethylamine (99:1 v/v). The injection volume was 20 uL. Column temperature
40°C and detection at a wavelength of 273 nm. Using Water as a diluent. The

applicability of ethanol as a mobile phase constituent in HPLC methods was verified,



and its main limitation is its viscosity, which leads to a reduction in the durability of the
chromatographic column; this problem can be mitigated by increasing the temperature
of the column and reducing the flow rate. CONCLUSION: Green Chemistry offers
versatility in its application. In the context of HPLC analytical methodologies, the use
of ethanol as a mobile phase constituent can be a viable alternative, despite its high
viscosity, which can be overcome by adjusting the flow rate and temperature.
Replacing toxic solvents with ethanol in HPLC methods is relatively simple, requiring
only adjustments to the chromatographic conditions. The AQbD approach improves
efficiency in the preparation of analytical methods, significantly reducing the risks of
losses and unsuccessful tests, resulting in less waste. Such approaches with the
continuous evolution of technology, including the use of Artificial Intelligence-based
softwares, can play a key role in reducing waste during analytical development.



1. INTRODUCAO

Os principios da Quimica Verde, descritos em 1998 por Anastas e Warner
levam em consideragao o desenvolvimento de produtos e processos que sejam 0 mais
ambientalmente benignos quanto possivel, com enfoque na reducédo dos impactos
negativos para a saude humana e o meio ambiente. Dentre os principios descritos
estdo a prevencdo da geracao de residuos e 0 uso de solventes mais seguros, sdo
pontos que podem ser relacionados diretamente com a Quimica Analitica (ANASTAS;
WARNER, 1998).

O termo "Quimica Analitica Verde", proposto por J. Namiesnik, levou em
consideracao a substituicdo de métodos que utilizam a quimica classica por métodos
instrumentais, assim minimizando o uso de solventes toxicos e a quantidade de outros
materiais e de amostra. O uso de solventes de baixo nivel de toxicidade e provenientes
de fontes renovaveis viabiliza métodos mais ecolégicos (KOEL; KALJURAND, 2006).

Factualmente, ao desenvolver um método analitico, a abordagem OFAT (do
inglés, One Factor At Time), que consiste em testar cada variavel de um método por
vez, 0 que acarreta em um alto nimero de experimentos. Além disso, outra
desvantagem, a partir dessa abordagem néo ha possibilidade de avaliar a interacao
entre as variaveis, o que aumenta o risco de encontrar problemas no desenvolvimento
do método (CANDIOTI et al., 2014. MOREIRA, 2019).

Como contraproposta a abordagem OFAT, se tem a abordagem de Qualidade
por Design Analitico (AQbD - do inglés Analytical Quality by Design). Ela foi
desenvolvida a partir do conceito de Quality by Design (QbD), disposto no Guia ICH
Q8(R2), que consiste em “uma abordagem sistematica para desenvolvimento
farmacéutico que comeca com objetivos predefinidos e enfatiza produto, entendimento
e controle dos processos, baseado em dados cientificos solidos e gestdo do risco da
qualidade” (ICH, 2009) Assim o AQbD utiliza uma série de estratégias e ferramentas
que possibilita a otimizacdo do desenvolvimento de métodos analiticos (POLITIS et
al., 2017. MOREIRA, 2019). Um exemplo de estratégia aplicada a AQbD é o uso do
Planejamento de Experimentos (DoE - do inglés Design of Experiments) que envolve
identificar fatores envolvidos no processo e fazer uso dessas informac¢des com dados
estatisticos que possibilitam a otimizacéo dos testes (POLITIS et al., 2017).

A técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC), do

inglés High Performance Liquid Chromatography, € a técnica analitica mais



empregada em controle de qualidade farmacéutico, e apresenta diversas variaveis no
desenvolvimento do método analitico, por exemplo configuracdes do instrumento,
calibracdo dos equipamentos envolvidos no procedimento, caracteristicas da amostra,
parametros do método, dentre outros (MOREIRA, 2019). Logo, a otimizacéo e uso de
estratégias baseadas em Quimica Verde em métodos de HPLC tem grande potencial
para diminuir o impacto negativo ao meio ambiente.

A dipirona sédica, é um farmaco analgésico usualmente indicado para o
controle da dor. Seu mecanismo consiste na dessensibilizagdo dos nociceptores
periféricos, o que exerce bloqueio direto da hiperalgesia inflamatoria. Esse mecanismo
provavelmente envolve bloqueio de canais de potassio e ativacdo da via 6xido nitrico
- GMPc no nociceptor (VICENTINI et al. 2013). A estrutura da dipirona sédica é
apresentada na Figura 1.

Figura 1 - Representacédo da estrutura quimica da dipirona sddica

HaC, CHs
N O Na+
/0 //
/TS -
\ O

Fonte: NEUROTIKER, 2008.

A adicao da cafeina parece modificar o efeito da dipirona sddica no controle da
dor, porém o0 mecanismo de acdo dessa associacdo ainda ndo esta elucidado
(VICENTINI et al. 2013).

A cafeina é comumente utilizada como farmaco adjuvante de analgésicos e
anti-inflamatoérios no controle da dor tensional e enxaqueca. O efeito antinociceptivo
da cafeina ocorre pelo bloqueio de receptores de adenosina. Também provoca
alteracdes na sintese e atividade de enzimas ciclo-oxigenases, o que favorece a acao
analgésica de diversos farmacos indicados para o controle da dor aguda e cronica
(DERRY et al, 2012; VICENTINI et al. 2013). A estrutura da cafeina é apresentada na
Figura 2.



Figura 2 - Representacédo da estrutura quimica da cafeina
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Alguns métodos de HPLC foram encontrados na literatura cientifica para a

Fonte: VACCINATIONIST, 2016.

determinacdo de dipirona e cafeina, nenhum dos métodos usa etanol como fase
moével. A maioria desses métodos gera uma quantidade consideravel de residuos
organicos, utilizam diluente e fase mével com solventes organicos toxicos como
acetonitrila e metanol. O método para determinacao de cafeina e dipirona, publicado
por Vieira e colaboradores em 2017, utilizou como diluente e fase movel
acetonitrila/agua (65:35 v/v), pH 7,5 usando gotas de agua:trietilamina (99:1 v/v). Belal
e colaboradores publicaram, em 2014, um método de HPLC para quantificar cafeina,
dipirona e cloridrato de drotaverina, utilizaram como um gradiente da fase movel
composta por acido ortofosférico 0,05 M e acetonitrila. Altun, em 2001, descreveu um
método para analise de paracetamol, dipirona e cafeina com fase movel de tampéao
com fosfato de potassio (0,01 M):Metanol:Acetonitrila:Alcool isopropilico
(420:20:30:30).

Diante do cenario da importancia de preservar o0 meio ambiente, o presente
estudo tem como objetivo apresentar ferramentas como a abordagem AQbD para
reduzir residuos e otimizar o desenvolvimento do método, somado aos principios de
Quimica Verde. Além de apresentar uma proposta de método analitico de HPLC
ecologicamente sustentavel. Dentro do exposto, pode-se exemplificar que uma das
formas de aplicar Quimica Verde no desenvolvimento de um método analitico é utilizar
etanol como fase movel, ja que esse solvente ndo é toxico como os eluentes/solventes
comumente empregados (acetonitrila e metanol), o que reduz a exposi¢ao a perigo e
problemas com tratamento de residuos. Além disso, o etanol apresenta vantagem de

ser um solvente obtido por fontes renovaveis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais
Elaborar uma proposta de método analitico para determinacdo de teor de
dipirona e cafeina em comprimidos utilizando abordagem AQbD e principios de

Quimica Verde, a partir da revisao da literatura.

2.2 Especificos

e Revisao de literatura sobre Quimica Verde e AQbD.

e Revisdo de literatura sobre métodos analiticos para determinacdo de
cafeina e dipirona.

e Propor o uso de agua como diluente e uma combinacéo de etanol e agua
como fase movel.

e Apresentar softwares relevantes para propostas de desenvolvimento de

métodos analiticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

O levantamento bibliografico inicial foi realizado de 20 de dezembro de 2022 a
15 de setembro de 2023, utilizando como palavras-chave: Dipirona; Metamizol;
Cafeina; DoE; HPLC; AQbD; Etanol; Sustentavel e Quimica Verde. As palavras-
chaves foram utilizadas em diferentes combinacdes e a pesquisa foi realizada em
portugues, inglés e espanhol. Utilizou-se como base de pesquisa PubMed, Scielo,
Google Scholar e ScienceDirect. As publicacdes foram selecionadas considerando a
relevancia para o tema, sendo divididos em nos principais topicos: AQbD, Quimica
Verde e métodos analiticos de cafeina e dipirona. Os critérios de inclusao sdo o uso
de etanol na constituicdo da fase mével, a diminuicdo de solventes toxicos ou qualquer
processo que minimize a quantidade de residuos e efluentes e métodos analiticos
convencionais com os ativos em estudo. O critério de exclusédo sera a inconformidade
da publicacdo com os temas de interesse, por exemplo estudos clinicos e/ou acfes
farmacoldgicas dos farmacos de interesse e estudos de Quimica Verde que néo
estejam relacionados a desenvolvimento analitico. A partir das publicacdes e de
informacdes das propriedade fisico-quimicas dos farmacos em estudo e pretende-se
propor um método analitico de HPLC para quantificacdo de teor de dipirona e cafeina

em comprimidos utilizando etanol em substituicdo a metanol e/ou acetonitrila.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Quimica Verde
A Quimica Verde concentra-se na criacdo e implementacdo de processos que

tendem a uma geracdo de poluicdo igual a zero. Uma abordagem baseada em

Quimica Verde também pode gerar economia dos gastos relacionados aos

procedimentos em que for devidamente implementada, ja que pode mitigar e muito os

custos associados ao armazenamento e tratamento de residuos além do pagamento

de indenizacdes. Em um cenério ideal, a implementacdo dos principios da Quimica

Verde resulta em uma regulamentacéo e controle rigorosos, evitando a necessidade

de intervencdes posteriores relacionadas a diminuicéo de danos (PRADO, 2003).

Os principios que norteiam o conceito de Quimica Verde, foram descritos em

1998 por Anastas e Warner e podem ser apresentados nos doze tépicos seguintes:

1.

Prevenir a formacao de subprodutos é mais eficaz do que lidar com eles
posteriormente;

Objetivar a economia de atomos, os métodos sintéticos devem ser
desenvolvidos de forma que maximizem a utilizacdo dos atomos dos
reagentes nos produtos finais desejados;

Em reacdes de sinteses deve-se substituir compostos de alta toxicidade
por compostos de menor toxicidade (o que viabiliza economia de tempo
e reagentes relacionados aos processos de purificac&o);

Criar compostos seguros, € crucial que os produtos quimicos sejam
desenvolvidos de modo a desempenhar sua funcdo desejada com a
menor toxicidade possivel;

Reduzir a utilizacdo de solventes e auxiliares. E importante evitar,
sempre que possivel, o emprego de substancias auxiliares tal qual
solventes e agentes de separacao ou optar por alternativas que sejam
inGcuas no processo em questao;

A eficiéncia energética deve ser considerada. Os métodos de sintese
devem ser conduzidos a pressdes e temperaturas ambiente para reduzir
0 consumo de energia. Tal estratégia pode ser um fator muito importante
para diminuir a poluicéo e gerar economia;

Uso de substancias recicladas, quando viavel os produtos e subprodutos

de processos quimicos devem ser reutilizados;
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8. Reduzir o uso de derivativos. A derivatizacdo, que envolve o uso de
reagentes bloqueadores, de protecdo ou desprotecdo, deve ser
minimizada quando viavel. Tal principio se baseia no fato de que os
passos reacionais requerem reagentes adicionais e podem resultar na
formacdo indesejada de subprodutos;

9. Uso de catalisadores, tal estratégia aumenta a velocidade e o
rendimento dos processos quimicos;

10. Desenvolvimento de compostos para degradacao, produtos quimicos
devem ser projetados de modo que possam ser degradados de forma
segura, evitando sua persisténcia no ambiente;

11. Metodologias analiticas precisam ser desenvolvidas para permitir o
monitoramento em tempo real dos processos a fim de controlar a
formacdo de compostos toxicos;

12. Quimica Segura para a prevencao de acidentes: As substancias usadas
nos processos quimicos devem ser escolhidas de maneira a minimizar
potenciais acidentes, como explosdes e incéndios.

O crescente foco global nos danos causados ao planeta devido a diversas
atividades humanas esta se tornando cada vez mais evidente na midia. A forma mais
eficiente para abordar esses problemas envolve uma combinacdo multifatorial e
multidisciplinar levando em consideracdo os aspectos econdémicos, cientificos e
sociais (PRADO, 2003).

Nesse sentido, a adocdo da Quimica Verde representa uma das muitas
iniciativas para conter a poluicdo descontrolada. Uma das infinitas possibilidades de
aplicar tal conceito pode ser no desenvolvimento de métodos ecologicamente
relevantes de HPLC.

Principalmente considerando que HPLC é a instrumentalizacdo analitica mais

empregada em controle de qualidade farmacéutico (MOREIRA, 2019).

4.2 Qualidade por Design Analitico (AQbD)

Um ponto latente em Quimica Verde € a economia e gerenciamento adequado
dos recursos buscando a melhor eficiéncia de processo para diminuir residuos. Um
conceito que se apropria desse mesmo ponto € AQbD, esse conceito foi definido a
partir do termo Quality by Design, cunhado na década de 1960 pelo engenheiro

elétrico Joseph Moses Juran que defendia que o produto deveria ser construido com
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qualidade, seguranca e eficacia desde a sua concepcao (YU, 2008). Ao decorrer dos
anos o conceito foi atualizado e aplicado em diversas areas e contextos, essa
abordagem surgiu como uma resposta a necessidade de maior flexibilidade nos
processos de fabricac@o e é caracterizada por ser proativa, sistematica e baseada na
analise de riscos durante o desenvolvimento do produto. O conceito de QbD é
engenhosamente ilustrado na Figura 3.

E interessante ressaltar que a aplicacio do conceito de QbD demonstra o nivel
de conhecimento e maturidade do processo de fabricagdo em todas as suas fases.
Para implementa-lo eficazmente, é fundamental envolver uma equipe multidisciplinar,
na qual o conhecimento é integrado desde a concepc¢ao do produto até a fase pés-
regulatéria (PRAMOD et al., 2016).

Figura 3 — Esquema representativo do Sistema de QbD

MELHORIA CONTINUA DE PROCESSOS E PRODUTOS

CONHECIMENTO DO PRODUTO

Especificagao de Produtos Atributos de qualidade dos produtos

Qualidade desejada do (_l_]_:>

produto Design de produto

QUALIDADE POR DESIGN

Desempenho <4_L_.L__\

do Processo Projeto de Processo

Controle de Processo Parametros relacionados ao processo

ENTENDIMENTO DO PROCESSO

MELHORIA CONTINUA DE PROCESSOS E PRODUTOS

Fonte: Adaptado, PRAMOND, et al. 2016
Em 2004 o Conselho Internacional de Harmonizacdo (ICH, do inglés

International Council for Harmonization) e Agéncia de Administracdo de
Medicamentos e Alimentos (FDA, do inglés Food and Drug Administration),
introduziram o conceito de QbD por meio do programa piloto de reviséo destinado a
aprimorar o controle de fabricacdo na Industria Farmacéutica. O objetivo era melhorar
a qualidade e a seguranca dos medicamentos, assegurando que o resultado desejado
fosse mantido ao longo do processo de fabricacdo farmacéutica, com base na
aplicacao de conhecimentos cientificos e de engenharia (ZHANG & MAO, 2017). O

guia Q8(R2) do ICH define QbD como um processo sistematico que inicia com a
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definicdo dos objetivos propostos e compreensdo do produto em analise, com
possibilidade de controlar o processo, utilizando uma ciéncia sélida e uma gestéo de
riscos de qualidade (YOGENDRARAJAH et al., 2023). De acordo com esse guia, 0S
elementos de QbD sé&o apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 - Elementos de QbD

Elementos de QbD

Objetivos
i . Identificar quais atributos s&o essenciais para alcangar os niveis
Perfil Alvo de Qualidade ) . o
. desejados de qualidade e seguranca do produto, o que constitui o
do Produto (QTPP, sigla L i ]
o ) escopo do produto. Isso envolve a definicdo do perfil de qualidade e dos
do inglés Quality Target ~ o )
_ parametros que devem ser atingidos para assegurar a qualidade do
Product Profile)
produto.
) B Definir caracteristicas do produto acabado, sejam elas de natureza
Atributo Critico de

_ ) fisico-quimica, biolégica ou microbiol6gica, que tém influéncia direta no
Qualidade (CQA, sigla do ) _ o )
o - _ QTPP. Elas precisam estar contidas em limites adequados, intervalos
inglés Critical Quality . o ] ) ) ]
Atribute) especificos ou distribuicdes precisas para garantir a qualidade desejada
ribute

do produto.

. . __ |Analisar os riscos, o gerenciamento de riscos envolve a identificacéo dos
Andlise de risco (do inglés ] R R .
atributos do produto e dos parametros do processo que tém o potencial

de afetar os CQAs do produto.

Risk Assessment)

Utilizar de uma combinacao multidimensional que resulta da interacao

Design Space (DS) entre variaveis de entrada e pardmetros de processo, visando assegurar

a qualidade desejada do produto.

Fonte: Adaptado, CHAVES 2017.
Os principios de QbD foram aplicados para desenvolver os métodos analiticos,

originando termo denominado de AQbD, que compartilha alguns elementos de QbD
como avaliacdo de riscos e planejamento experimental com objetivos semelhantes

(CHAVES, 2017). No Quadro 2 pode-se verificar um paralelo direto entre QbD e
AQbD.
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Quadro 2 - Comparacéao entre as etapas de QbD e AQbD

QbD AQbD
Etapa
Elemento Objetivo Elemento Objetivo
Definir o tipo de sistema de i .
) Perfil Analitico
entrega de medicamentos, )
. . Alvo (Sigla do . "
forma farmacéutica, designde | =~ Define o que quantificar e
1 QTPP o inglés, ATP .
dosagem, farmacocinética, ) como quantificar.
. N Analytical
expectativa de estabilidade de ]
~ Target Profile)
formulacéo.
Definir os atributos fisicos,
identificacdo, ensaio, Separagéo, identificagéo,
2 CQA dissolugéo. Requisitos de perfil CQA exatidao, precisdo, robustez
de impurezas e outras e requisitos de robustez.
expectativas de qualidade.
] Identificar caracteristicas do
Processo Atributo i
» -~ R . método que possam ter
Critico de Identificar os pardmetros do Critico de )
R ) impacto no desempenho do
Parametro processo que podem ter Método (CMA, i )
) ) _ ) ) método, tais como pH do
3 (CPP, siglado | impacto na qualidade, como |sigla do inglés
) - . . i - tampéao, temperatura da
inglés Critical | nivel critico de carga, nivel de Critical o
) coluna, volume de injecéo,
Process agitacdo, temperatura, pH. Method . .
] proporcéo da fase orgéanica,
Parameter) Attribute)
etc.
- . . . Avaliagéo dos reagentes,
Critical Material | Avaliar o tipo e o grau das
. . ] N graus de reagentes e
4 Attributes matérias-primas utilizadas na CMC . -
. concentracdes utilizadas na
(CMC) formulacéo. .
andlise.
Design de _ .
) ) ) ) - Design fatorial para
Experimentos | Design fatorial para identificar ) -
_ _ identificar um processo
5 (DoE, sigla do |um processo central e criar um DoE ) )
o ] ) central e criar um Design
inglés Design of Design Space.
) Space.
Experiments)
) Estabelecer provas préticas de ) Estabelecer provas praticas
Validacéo de Validagéo i
6 gue processo garante a . de que o método garante
Processo ) Analitica o
qualidade. resultados confiaveis.
. Estratégia para garantir a o Estratégia para garantir o
Estratégia de - Estratégia de i
7 producéo do produto com desempenho do método

Controle

gualidade desejada.

Controle

analitico.

Fonte: Adaptado, JAYAGOPAL & SHIVASHANKAR 2017.
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Aplicacdo de AQbD ganhou muito destaque quando FDA e ICH implementaram
QbD para controle da qualidade de farmacos (ZACHARIS; VASTARDI, 2018). AQbD
é fundamentalmente ancorado em pesquisa sistematica, com o objetivo de identificar
e reduzir as fontes de maior variabilidade dentro do sistema. Isso é realizado por meio
de uma selecdo criteriosa e otimizacao do método, utilizando fatores de entrada, com
0 proposito de assegurar que o método desenvolvido seja robusto ao longo do ciclo
de vida do produto (RAMAN; MALLU; BAPATU, 2015).

O desenvolvimento de métodos analiticos por meio da abordagem tradicional
baseia-se em métodos empiricos, que envolvem a alteracdo dos parametros
cromatograficos um de cada vez. Isso resulta em um processo de tentativa e erro
demorado, uma vez que outros parametros sdo mantidos constantes, e as interagdes
entre as variaveis em estudo ndo sdo completamente exploradas (MOREIRA, 2019.
CHAVES, 2017). Esse tipo de abordagem apresenta riscos, especialmente quando o
método analitico precisa ser transferido para outro laboratério. Isso pode requerer o
desenvolvimento de um novo método analitico alternativo ou a revalidagdo do método,
0 gque acarreta aumento significativo nos gastos de recursos.

O desenvolvimento do método analitico conforme as estratégias de AQbD

obedece as etapas apresentadas na Figura 4.

Figura 4 — Esquema de ferramentas de AQbD

Monitoramento Identificagao de ATP
Soitiule ) (Perfil de Alvo Analitico)
de Método . . eriii ae (o] alitico

Identificacdo de
CQA (atributos criticos

de qualidade);

avaliacao de
Otimizagao

. D | 1t
Estratégia de Controle . . £ esecljwo VTR
e
e Avaliagao .
de Riscos Métodos
. com DOE

Regido Operacion’\zﬂa?% Design do Método
Fonte: Adaptado RAMAN; MALLU; BAPATU, 2015.

Validagao

do
método AQbD

risco inicial
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A aplicacdo do conceito AQbD é justificavel, devido as muitas variaveis que
afetam significativamente os resultados do método, sendo a técnica cromatografica a
ferramenta analitica mais comum em controle de qualidade farmacéutico, o nimero
de variaveis envolvidas na fase de desenvolvimento do método analitico € quase
equivalente ao numero de variaveis envolvidas na formulacdo, sendo as principais:
configuracbes do instrumento, caracteristicas da amostra, parametros do método e
modelos de calibragdo (MOREIRA, 2019).

O ponto de partida no desenvolvimento de um método analitico com
abordagem AQbD envolve a definicdo do propdsito do método desejado. Isso implica
determinar o que o método deve medir, como realizar a medi¢cdo e como obter uma
separacdo apropriada dos analitos em andlise. Esta fase inclui a identificacdo dos
analitos alvos, como farmacos ou impurezas, compreendendo suas propriedades
fisico-quimicas e interacdes com excipientes (MOREIRA, 2019).

Além disso, € necessario especificar as caracteristicas desejadas desses
analitos, a técnica de analise a ser utilizada para separa-los, bem como para
quantificd-los ou identifica-los na amostra. A definicdo dos requisitos do método é
alcancada por meio de ensaios ou andlises de perfis de impurezas (RAMAN; MALLU;
BAPATU, 2015. MOREIRA, 2019).

Os CQAs podem ser definidos de acordo com a técnica analitica e o objetivo
especifico do processo. Alguns exemplos de CQAs para técnicas cromatogréaficas
incluem o tempo de corrida, o fator de cauda, a resolucao (Rs), o tempo de retengao
(tR), o numero de pratos tedricos (N), a relacao sinal-ruido (S/R), o fator de simetria e
a pureza do pico cromatografico. E importante notar que os CQAs n&o estéo limitados
a esses exemplos e podem variar dependendo do que é definido como critério de
qualidade e da técnica analitica em uso (MOREIRA, 2019).

A avaliacao de riscos desempenha um papel fundamental na identificagéo e
classificacdo das variaveis criticas para o método analitico. Diversas ferramentas de
qualidade s&o empregadas para realizar essa classificagdo e definir o nivel de risco
associado a cada variavel. Entre essas ferramentas, incluem-se o Diagrama de Causa
e Efeito e a Analise de Modo e Efeito de Falha (FMEA - do inglés Failure Modes,
Effects Analysis). No contexto do AQbD, o Diagrama de Causa e Efeito, também
conhecido como Diagrama de Ishikawa, € frequentemente utilizado para definir os
riscos envolvidos no processo analitico (JAYAGOPAL & SHIVASHANKAR, 2017). A
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analise de riscos pode ser realizada utilizando a ferramenta FMEA que é uma
ferramenta mais complexa de analise (CHAVES, 2017).

O DoE é uma abordagem estruturada e organizada para investigar as relagcdes
entre os fatores (variaveis independentes, representadas como "xi") que influenciam
uma ou mais respostas (variaveis dependentes, representadas como "y"). Isso é
alcancado por meio da construcdo de modelos matematicos que relacionam as
variaveis independentes com as respostas (y = f(xi)) (MOREIRA, 2019).

A escolha do delineamento experimental adequado depende das metas
estabelecidas, do numero de variaveis independentes envolvidas, das interacfes
desejadas a serem estudadas e do uso eficaz da estatistica para validar os resultados
(FUKUDA et al., 2018). Os delineamentos experimentais podem ser classificados em
dois tipos principais:

a) Delineamentos de triagem: As principais ferramentas de triagem sao:
Delineamento Fatorial Fracionado, Delineamento Fatorial Completo (2 niveis)
e Plackett-Burman, que podem ser selecionadas levando em consideracéo o
namero de variaveis envolvidas para investigacdo (MOREIRA, 2019).

b) Delineamentos de otimizagdo do método analitico: Focam em
variaveis continuas e empregam estratégias como o Box-Behnken, o central
composto e fatores de trés niveis para estudar e aperfeicoar o método analitico
(MOREIRA, 2019).

Segundo O ICH Q8 (R2) a Regido Operacional do Design do Método (MODR
do inglés Method Operable Design Region) define a regido operacional do desenho
do método como a combinagdo de varidveis do processo que garantem a qualidade
do método, determina a regido mais robusta do método analitico e a robustez do
meétodo deve ser avaliada dentro de MODR. A maior vantagem do MODR é que
possibilita a modificacdo das variaveis de qualidade dentro dos limites (JAYAGOPAL
& SHIVASHANKAR, 2017).

Apos definir o MODR é necessario estabelecer as estratégias de controle, que
sao projetadas para garantir que o método esta funcionando conforme o esperado. A
estratégia de controle é consequéncia de todos os dados e resultados obtidos no
desenvolvimento. E por fim, se tem 0 monitoramento continuo do método, € a ultima
etapa do ciclo de desenvolvimento AQbD (JAYAGOPAL & SHIVASHANKAR, 2017.
MOREIRA, 2019).
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4.3 Validacao de métodos analiticos

A validacdo analitica é um processo continuo que visa a verificacdo da
confiabilidade dos resultados obtidos no desenvolvimento de um método. Tem a
finalidade de confirmar, por meio de evidéncias objetivas, se um procedimento
analitico é apropriado para o seu uso pretendido. A validacdo analitica tem como
objetivo garantir que os resultados obtidos com o método atendam aos requisitos das
aplicacbes analiticas, assegurando, assim, a confiabilidade desses resultados
(BRASIL, 2017). Os parametros que compdem o processo de validacdo analitica sdo

apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 - Parametros de Validacdo Analitica

Parametro Descrigcéo

A capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse de forma
Seletividade | inequivoca, mesmo na presenca de componentes que possam estar presentes na

amostra, tais como impurezas, diluentes e componentes da matriz.

) . Deve ser comprovada pela capacidade de gerar respostas analiticas que sejam
Linearidade ) . . .
diretamente proporcionais a concentragdo de um analito presentaem uma amostra.

Deve ser avaliado pela comparagéo entre os coeficientes angulares das curvas de
Efeito Matriz | calibracéo construidas utilizando a solucéo padrédo de referéncia do analito em um
solvente e a amostra fortificada com a substancia quimica de referéncia do analito.

Determinada com base nos estudos de linearidade, bem como nos resultados de

Faixa de
precisdo e exatidao, e deve ser definida de acordo com a finalidade especifica de
trabalho L i
aplicacdo do método.
Avaliacé@o da concordancia entre os resultados obtidos por meio de ensaios
Preciss realizados em amostras preparadas de acordo com as instru¢des do método
reciséo
analitico a ser validado. A precisao é frequentemente expressa em termos de
repetibilidade, preciséo intermediéria ou reprodutibilidade.
Avaliada pela concordancia dos resultados individuais obtidos com o método em
. analise em relagdo a um valor considerado como verdadeiro ou aceito como
Exatidao .
referéncia.
Limite d Determinado ao obter a menor quantidade do analito presente em uma amostra
imite de
. que pode ser detectada, embora ndo necessariamente quantificada, nas condi¢cfes
Deteccéo ) ) -
experimentais especificadas.
o A menor quantidade do analito em uma
Limite de

o amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis sob as
Quantificacao L ) ) )
condi¢Bes experimentais estabelecidas.
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Parémetro Descricdo

Parametro geralmente avaliado durante o desenvolvimento de um método analitico
Robustez e representa a capacidade do método de resistir a pequenas variagées

deliberadas nas condi¢es analiticas.

Fonte: Adaptado, BRASIL, 2017.
Anteriormente a robustez era um parametro de validacdo pela, porém essa

abordagem apresenta o risco de descobrir tardiamente que o método n&o é robusto,
resultando na perda de todos os testes realizados até entdo, pois o0 método precisaria
ser desenvolvido novamente. A abordagem do teste de robustez, quando conduzida
usando o DoE, permite examinar e identificar as possiveis fontes de variabilidade que
afetam uma ou varias respostas do método. Essa abordagem faz parte do
desenvolvimento do procedimento analitico. A amplitude das variagbes nos
parametros do método deve ser determinada de acordo com o MODR, garantindo que
a regido de teste de robustez esteja contida dentro dos limites estabelecidos pelo
MODR. Isso evita a descoberta tardia de problemas de robustez no método assim
diminuindo riscos de perda e desperdicio de recursos (HEYDEN et al. 2001).

Uma estratégia interessante para testar a robustez é o teste de Youden, se
trata de uma abordagem confiavel para avaliar a robustez de métodos analiticos,
empregando um delineamento que engloba sete parametros analiticos combinados
em oito experimentos (CESAR, 20009).

4.4 Dipirona e Cafeina

Levando em consideracéo o que foi exposto buscou-se uma forma de aplicar o
conceito de Quimica Verde ao desenvolvimento de método analitico, foram
consideradas algumas combinacdes de farmacos. Escolheu-se a combinagcdo de
cafeina e dipirona.

A cafeina tem sido identificada como um coadjuvante terapéutico eficaz no
tratamento da dor crbnica e tensional quando usada em conjunto com analgésicos.
Estudos comparativos revelaram que a combinacéo de cafeina com farmacos como
paracetamol, ibuprofeno, acido acetilsalicilico e naproxeno melhora a absorgéo e
distribuicdo plasmatica desses medicamentos, contribuindo para a inibicdo da
liberagdo de mediadores inflamatérios envolvidos na hiperalgesia (VICENTINI et al.,
2013).
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A dipirona sédica € um medicamento amplamente empregado no controle da
dor de origem inflamatoéria. Sua eficacia como analgésico se deve a um mecanismo
de acdo periférico distinto em comparagdo aos outros medicamentos normalmente
utilizados. A inclusdo de cafeina na formulacdo parece alterar o efeito da dipirona
sbdica no tratamento da dor, embora 0 mecanismo exato dessa interacédo ainda nao
tenha sido totalmente compreendido (VICENTINI et al., 2013).

Diversos autores observaram melhorias nas dores de cabeca tensionais e
aquelas associadas a puncédo dural ou a baixa presséo do fluxo cérebro-espinhal com
0 uso da cafeina. Esses beneficios provavelmente resultam do aumento do ténus
cerebrovascular, que leva a vasoconstricdo e a reducédo do fluxo sanguineo cerebral.
Além disso, em pacientes que sofrem de cefaleia, a cafeina tem um efeito positivo no
humor. Em doses variando de 65 a 500 mg, a cafeina demonstra aprimorar o
desempenho psicomotor e o estado de alerta (SAWYNOK & YAKSH, 1993).

No GUIA INTERFARMA de 2022 foi apresentado um ranking que apresenta 0s
20 medicamentos lideres em numeros de vendas, o ranking € apresentado na
TABELA 1, onde estao destacados os principais medicamentos que contem cafeina
e/ou dipirona.

Tabela 1 - Ranking dos Medicamentos no Brasil - Varejo

MAT DEZ 2021 MAT DEZ 2018
Laboratérios
[ rrormerers| o oo
1

1 OZEMPIC (N-N) 1133142 4 420016 55 120.453 12226 0 1321 0
2 XARELTO (BYP) 2 807.417 1 676674 1 547.451 2 446.498 2 363.858
3 DORFLEX(S.A) 3 638334 2 592172 2 537282 | 549.571 1 501195
4 SAXENDA (N-N) 4 600.653 3 445928 3 379511 3 283732 16 167.443
S GLIFAGE XR (MCK) 5 487.086 S 415597 4 309735 5 246322 8 212.024
6 XIGDUO XR (AZN) 6 375293 8 300972 15 214582 25 153.465 97 77.455
7 JARDIANCE (B.) 7 366.014 6 330403 6 265953 15 196.865 26 133518
8 IVERMECTINAMG (V1) 8 365.647 7 323074 760 22.492 M6 13.465 1615 7.629
9 NOVALGINA (S.A] 9 337734 | 13 280.566 7 253.444 14 199.404 21 139.867
10 ARADOIS (BS2) 10 330.831 9 298741 12 224934 12 207169 6 227.644
11 VENVANSE (TAK) 1 325.690 22 224301 16 213288 19 164.808 42 114.706
12 TORSILAX (N.Q) 12 321828 12 287533 8 252392 6 23414 5 233.881
13 PURANT-4(5.A) 13 308.708 10 289779 9 248904 10 221951 9 203.695
14 DEXILANT (TAK) 14 299.558 16 251530 14 217510 32 144506 331 37519
15 FORXIGA (AZN) 15 296.653 21 226437 21 185.687 = 29 147.657 46 112.293
16 ELIQUIS (PF2) 16 293331 20 231930 26 172509 44 124586 92 82.409
17 NEOSALDINA (HYQ) 17 290.168 11 289200 5 279.284 4 265960 3 247136
18 ADDERA D3 (MF+) 18 279.794 14 259288 23 181615 9 221966 7 216.644
19 ALENIA (A4H) 19 277730 | 17 250302 18 203349 16 179512 20 155.737
20 ANTHELIOS (LRP) 20 275582 19 238969 10 245938 8 222506 1 199.611

PMB, Dez 2021 Faturamento: prego com desconto no ato da venda (PPP), valores em mil reais

Fonte: INTERFARMA, 2022.
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A partir desse guia se tem que o mercado farmacéutico vem registrando
crescimento relativamente constante nos ultimos anos. E um ponto interessante sao
as primeiras colocagdes em vendas. O Dorflex se apresenta como primeiro colocado
nos anos de 2017 e 2018, e ainda mantém uma posi¢do alta nos dados de 2021.
Dorflex possui dipirona sédica monoidratada, citrato de orfenadrina e cafeina, o
medicamento € muito usado para dor de cabeca, colica menstrual e dores musculares
(SANOFI).

Também aparece na lista a Neosaldina que apresenta em sua composi¢ao
dipirona, mucato de isometepteno e cafeina. O uso usual é no tratamento de dores de
cabeca, musculares e até tensbes (COSMED). Também com efeito analgésico, se
verifica o Torsilax, que apresenta em sua composi¢cao diclofenaco sédico,
paracetameol, carisprodol e cafeina. O medicamento também é indicado para o
tratamento de diversos tipos de dores (BRAINFARMA).

Para o trabalho considerou-se a formulacdo de genérico comercializada pela

Brainfarma Industria Quimica e Farmacéutica S.A apresentada no Quadro 4.

Quadro 4 — Composicdo de comprimido de dipirona associada a cafeina

Cada comprimido contém

Dipirona monoidratada (equivalente a 500,0mg de dipirona) 525,6 mg

Cafeina 65,0 mg

Excipiente g.s.p (povidona, amido e estearato de magnésio). 1 comprimido

Fonte: BRAINFARMA.
O Quadro 5 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas da dipirona e da
cafeina que sdo importantes para o desenvolvimento do método.

Quadro 5 - Caracteristicas dos farmacos

Solubilidade
Nome CAS Estrutura Molecular Massa molar PKa em agua (g/mL
H20)
HsC CH
3 \N 3 0 . Altamente
Dipirona | 68-89-3 ro\ g | ses 1,2 livel
ipirona | 68-89- _ -1, soluve
N N/\//S“‘o g/mol
\ O 67 g/100 mL
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Solubilidade
Nome CAS Estrutura Molecular Massa molar PKa em agua (g/mL
H20)
O / Solavel
2 g/100 mL
; \N N 194.19 i I
Cafeina | 58-08-2 ‘ > 0,6 e 14 | (dgua a 20°C)
)\ G g/mol 66 g/100 mL
m
O ™>N" "N ¢
| (99°C).

4.5 Proposta de desenvolvimento do método analitico

Atualmente, a HPLC é uma das técnicas analiticas mais amplamente
empregadas em diversos laboratdrios, utilizada para separar, identificar e quantificar
compostos, permitindo resultados precisos em um curto espaco de tempo. Além disso,
a HPLC oferece alta eficiéncia na separacdo de compostos e detec¢do, podendo ser
usada de forma independente ou em combinacdo com outras técnicas instrumentais
de andlise (CHAWLA & CHAUDHARY, 2019).

Ndo hd métodos HPLC de associacdo dipirona e cafeina em compéndios
oficiais. Considerando que alguns métodos de HPLC foram encontrados na literatura
cientifica para a determinacao de dipirona e cafeina, nenhum dos métodos usa etanol
como fase moével. A maioria dos métodos encontrados gera uma quantidade
consideravel de residuos organicos, ja que utilizam diluente e fase mdével constituidos
com solventes organicos toxicos como acetonitrila e metanol.

Nenhum método de HPLC ecoldgico foi encontrado para a separagdo de
cafeina e dipirona. O Quadro 6 apresenta meétodos analiticos de HPLC que

apresentam como analitos cafeina e dipirona.

Quadro 6 - Métodos para associacéo de dipirona e cafeina em comprimidos encontrados em literatura

A Referéncia (VIERA et al. - Referéncia (BELAL et al.
Parametros 2017) Referéncia (ALTUN, 2002) 2014)
Analito Cafeina e Dipirona Paracetampl, Cafeina e Cafeina, Dlp!rona e
Dipirona Drotaverina
Diluente Fase movel Fase movel Agua destilada.
Acetonitrila/agua (65:35 | 0,01 M KH2POs-metanol- |
Fase mével v/v), pH 7,5 usando gotas acetonitrila-alcool Acido ortofosférico 0,05 M e
de agua:trietilamina (99:1 | isopropilico (420:20:30:30) Acetonitrila.
vIv). (viviviv)
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A Referéncia (VIERA et al. N Referéncia (BELAL et al.
Parametros 2017) Referéncia (ALTUN, 2002) 2014)
Gradiente, inicio com 15%
(em volume), A proporcao de
Modo de acetonitrila foi aumentada
eluicao e Isocratico, 1 mL mint Isocratico, 1 mL mint linearmente para 60% em 3
vazéo min. A proporcao de 60% foi
mantida até o final. 1 mL
mint,
Temp_o de 4 min 10 min 10 min
corrida
Volume de
injecao 20 pL 10 pL 20 pL
Acclaim® C18 (250,0 x | H:Bondapack C8 (Sum, |\ o ovmmetry: C18 (3,9
. ; 250 mmx 4.6 mm). Coluna
Coluna 4,6 mm; particulas de 5,0 x 150 mm, tamanho de
pum) de guarda (10 Um particula de 5 um)
Bondapak C18)
Temperatura - - 25°C
Comprimento
de onda 273 nm 215 nm 210 nm
(Deteccéao)

Com o presente estudo pretende-se discutir a aplicabilidade do etanol como
constituinte de fase mével em um método de HPLC. A proposta ressalta o conceito de
Quimica Verde utilizando o etanol como constituinte de fase mével ja que € uma
substancia que pode ser obtida por fontes renovaveis e ndo representa riscos de
danos ao meio ambiente na mesma ordem de grandeza que a acetonitrila e o metanol,
gue sao mais comumente utilizados.

Ribeiro e colaboradores em 2004 avaliaram misturas de etanol:agua para o uso
como fases méveis em cromatografia de fase reversa. Para a otimizacdo das
condicbes cromatograficas para as colunas C8 e C18 utilizaram um planejamento
fatorial no qual consideraram a temperatura, a concentracdo de etanol e a vazao da
fase movel como fatores relevantes. Com a fase estacionaria C8, as assimetrias dos
picos ndo foram significativamente afetadas em diferentes pontos do planejamento
fatorial. No entanto, os fatores de retencdo e as resolu¢cdes foram ligeiramente
menores em temperaturas mais elevadas, onde a viscosidade do etanol € menor. O
mesmo comportamento se repetiu com as colunas cromatograficas C18.

A eficiéncia da fase mével etanol:dgua na separacdo de misturas contendo

compostos neutros e basicos foi comparada com as fases moéveis metanol:agua e
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acetonitrila:dgua. O etanol demonstrou ser um bom modificador orgénico para
cromatografia de fase reversa, apresentando propriedades cromatogréaficas
satisfatorias. Além disso, considerando a menor toxicidade do etanol, sua facilidade
de descarte e custo favoravel, ele pode ser a escolha preferencial como fase movel
em diversas aplicacdes de cromatografia de fase reversa (RIBEIRO et al. 2004).

Porém um ponto fundamental deve ser considerado: o etanol, devido a sua
maior viscosidade, proporciona uma pressédo de sistema muito mais alta do que o
metanol ou acetonitrila, e isso pode comprometer o tempo de durabilidade da coluna
cromatografica, isso pode ser mitigado utilizando de temperaturas ligeiramente mais
altas, que respeitem a estabilidade térmica dos analitos em questéo.

Em 2008, Destandau e Lesellier verificaram que para moléculas de triazina, as
separacOes realizadas com etanol e metanol sdo comparaveis, com resolugdo um
pouco melhor utilizando etanol como constituinte de fase mével. A forca de eluicdo do
etanol permite um menor consumo de proporcdo organica do eluente, cerca de 10-
20% menor do que com metanol para o0 mesmo tempo de andlise, mantendo
desempenhos e condi¢cdes cromatogréficas satisfatérias.

O objetivo do método a ser proposto € desenvolver um método de HPLC capaz
de quantificar simultaneamente cafeina e dipirona (65 mg e 527 mg, respectivamente)
em comprimidos, para analise de liberacao de lote em controle de qualidade. A analise
de riscos no inicio do procedimento é essencial para garantir a eficiéncia da
abordagem AQDbD. Na Figura 5 se tem o diagrama de Ishikawa de um

desenvolvimento de método de HPLC.

Figura 5 - Diagrama de Ishikawa mostrando a analise de causa e efeito para um método de HPLC

Estabilidade das solugdes Resolugéo Especificidade

pH do diluente \ pH da fase maovel \ Interferéncia do p\aceb\
Compatibilidade de filtro \ Ruidu\ Qualidade dos reagem%

Gradiente

Temperatura Interferéncia do diluente

Preparo de amns[& Tamanho de particula da coluna\ Separagio insuficiente\ MetOdO
Tipo de coluna / Fator resposta/ Compatibilidade de filtro / de HPLC
Volume de injegdo Pureza de pico Fator resposta
Proporgao da fase mdve\/ Tempo de corrida insuficienl/ Sclubilidade/
pH da fase m()velAuséncia de grupamentos cromoforo Tempo de 5"“"3950/
Formato do pico Balango de massas Recuperagio

Fonte: Adaptado, JAYAGOPAL & SHIVASHANKAR, 2017.
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Mas objetivando uma andlise mais completa dos riscos no Quadro 7 é

apresentado o FMEA de desenvolvimento analitico de HPLC.

Quadro 7 - Andlise de risco para o desenvolvimento de método analitico de HPLC usando FMEA

definicdo no método. Erro do analista.

cle|g
g/8|%
Parametro Falha Potencial Dano ou Efeito Causa da falha E ;‘.é’ '§ RPN
= 5]
§| 3|3
o|aw|°
interferancia do Desenvolvimento do método. Método de
Detecgao e quantificagéo incorreta do IFA eluigéo (gradiente ou isocratico) ndo ade- | 2 | 8 2 32
placebo quado
Qualidag:tggs rea- Detecgdo incorreta de impurezas Nao utilizagéo de rLeca:gentes de grau 1 8 | 4 32
Seletividade g = =
Separag#o néo su- Dete;g:éo e quant!flca(;éo incorreta do IFA. Detec- ‘
filionte ¢do incorreta de impurezas. Balango de massas Desenvolvimento do método. 5|10 | 6 | 300
inconsistente
Interferéncia do di- Detecgéo e quantificagao incorreta do IFA Desenvolvimento do método. Diluente 1 8 2 16
luente ndo adequado.
lonizagdo de componentes da mistura. Alteragdo | Desenvolvimento do método. Erro de pre-
pH da Fase mével | nos tempos de retengéo. Nao detecgédo de impure- | paro pelo analista. Equipamentonéocali- | 4 | 8 | 3 96
zas. Balango de massas inconsistente. brado corretamente.
Tamanho de parti- | Alteragdo nos tempos de retengéo. Nao detecgdo | Desenvolvimento do método. Coluna com 41615 120
cula da coluna de impurezas. Balango de massas inconsistente. armazenamento incorreto.
Resolugéo i i . v CLAE sem qualificagado ou com lavagem
Ruido Dificuldade na dgttecc;aogeémpulfezas Dificuldade do sistema deficiente. Lampadas com nu- | 1 5 1 5
na:negracao/dos;pleos. mero de horas acima do recomendado.
Alteragao no tempo de retengéo. Modificagéo na Desenvolvimento. CLAE sem qualifica-
Gradiente separagao, especificidade e seletividade dos pi- | ¢&o. Erro na configuragéo do métodopelo [ 4 | 6 | 3 72
cos. Nado deteccéo de impurezas. analista.
Degradagéo do pico principal. Aumento de impure- Desenvolvimento do método. Erro de pre-
pH do diluente 9 < p zasp ole%ci-ais P paro pelo analista. Equipamentondocali- | 3 | 5 | 1 15
p ) brado corretamente.
- = = ) ) Teste de filtro ndo realizado ou realizado
Compatl_bllldade do | Alteragédo na recuperagao._Aparemm_ento de picos incorretamente. Troca de material pelo 1 5 | 1 5
filtro que podem ser confundidos com impurezas. analista
Estabilidade Degradacao dos analites. Aumento de impurezas Armazenamento das solugées n&o esta-
das solugdes gradag o pureze belecido ou estabelecido incorretamente.
Temperatura potenciais. Evaporagao do diluente. Precipitagdo ) 116 |1 5
do analito Erro de armazenamento pelo analista.
) Falta de controle de temperatura.
Degradagdo dos analitos. Aumento de impurezas
Procedimento de potenciais. Evaporagéo do diluente. Precipitagdo | Desenvolvimento do método. Auséncia de 51 6| 3 36
extragdo do analito. Modificag&o na separagdo e na recupe- definicdo no método. Erro do analista.
ragao.
Tivo de coluna Altera as interagbes analito x fase estacionaria. Desenvolvimento do método. Troca de 5 10| 3 | 150
P Mudanca na resolugéo e tempo de andlise. material.
pH e fragao de or- Ig‘;‘?&'ﬁ?{:ﬂg:gzs:mﬁ ssg;:;:ﬂat:‘gﬂ ;%az. Desenvolvimento do método. Erro de pre- 4l 714l 112
Formato do ganico do diluente inconsisténcia no balango de massas. paro pelo analista.
pico lonizag&o dos componentes da mistura. Alteragdo | Desenvolvimento do método. Erro de pre-
pH da Fase mével da separacdo, resolucéo e balanco de massas. paro pelo analista. 3|8 |3 |72
T Ultrapassa os limites de absorgéo. Dificulta a de- Desenvolvimento. CLAE sem qualifica-
Volume de injegao tecgao de PD em baixa concentragdes ¢ao. Erro na configuragao do método. 251 i
. = Desenvolvimento de métodos. Pesquisa
Fator ’eFfB‘s’S‘a dos | Faltade e”‘er’;i'im:rr“‘t‘; Z‘;blﬁ auf:g:da?a" ©3P3- | pibliografica. Auséncia da identificacdo de | 6 | 10 | 6 | 360
P : impurezas.
. o - ) Desenvolvimento de métodos. Pesquisa
Pureza do pico Falta de especificidade e seletividade dos picos. PR . . L
principal N3o detecgao de impurezas. bibliogréfica. Au_séncna da identificacdode | 6 | 10 | 6 | 360
Balango de impurezas.
massas . Desenvolvimento de métodos. Pesquisa
Auséncia de grupa- ~ . . PR ! . o
mentos croméforos Nao detec¢do de impurezas. bibliografica. Au_séncna da identificacdode | 4 | 6 | 2 | 48
impurezas.
. Desenvolvimento de métodos. Pesquisa
Ten;;c:jfci:lgeﬁglda N&o detec¢do de impurezas. bibliogréfica. Auséncia da identificagdode | 4 | 6 | 2 | 48
impurezas.
Compatibilidade do Alteragdo na recuperagdo. Aparecimento de picos | Teste de filtro ndo realizado ou realizado
P filtro que podem ser confundidos com impurezas. Nao incorretamente. Troca de material pelo 1151 5
deteccdo de impurezas. analista.
. x Desenvolvimento de métodos. Pesquisa
) Fator resposta dos | Falta de entend{mento sopre a degradacgéo e apa- bibliogréfica. Auséncia da identificaggo de | 6 | 10 | 6 | 360
Recuperagéo PDs recimento de impurezas. }
impurezas.
Solubilidade dos | N&o aparecimento de PDs. Balango de massas in- | Desenvolvimento de métodos. Pesquisa 6 10| 6 | 360
PDs consistente. bibliografica.
Tempo de extragdo Balango de massas inconsistente. Desenvolvimento do método. Auséncia de 2|16 |3 36

Fonte: CHAVES, 2017.

Para a execucao dos experimentos e determinagdo das respostas, algumas

etapas devem ser obedecidas:
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(a) E crucial que as observacdes e erros sejam variaveis aleatorias e
independentes.

(b) Quando o numero de experimentos se estende por mais de um dia
de andlise, é apropriado conduzir esses experimentos em blocos, onde cada
bloco representa um dia ou sequéncia distinta.

(c) No inicio, é necessario realizar calculos para estimar os efeitos dos
fatores em uma resposta. No entanto, todas as estimativas estdo sujeitas a
erros. Para determinar se um efeito é estatisticamente significativo em uma
escala, é fundamental conhecer o desvio padrdo desse efeito, também
chamado de erro padréo do efeito, que pode ser calculado considerando o erro
experimental, erro aleatério e incerteza experimental (OLIVEIRA, 2021).

A partir da literatura e tudo que foi exposto até este paragrafo pode-se

apresentar o fluxograma de tomada de decisédo apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Fluxograma da tomada de decisao no desenvolvimento analitico

ANALYTICAL METHOD
DEVELOPMENT

Separacdo analitica;
Procedimento de extracdo;

Outras aplicacdes
v Selecdo dos
g fatores

Execugdo
da triagem

Significancia dos
fatores

Eliminar | | Modificacdo —| Nio
fatores do nivel

Executar a superficie
de resposta

Verificacdo da falta
de ajuste

Modelagem

Grande niimero de Multiplas respostas

Localizacdo 6tima respostas Sim timizaca
o a| cdo
tima

Fonte: OLIVEIRA, 2021.
Assim para preparo de solucdes e preparo de amostra pode-se considerar uma

solucéo de dipirona e 25,0 ug mL* obtida através de uma solucédo estoque 100,0 g

mL-1, com ambas tendo &gua ultra purificada como diluente. O mesmo procedimento
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para cafeina, com uma concentragédo final de 3,0 ug mLt. Como método de preparo
de amostra, utilizar vinte comprimidos que devem ser pulverizados em almofariz e
pistilo. Uma quantidade de p6 equivalente a 77,0 mg de dipirona e 10,0 mg cafeina
deve ser pesada com preciséo e transferida para um baldo volumétrico de 100,0 mL,
completado até esse volume com agua, e submetido a ultrassonografia por 15,0 min.
Posteriormente, uma aliquota de 1,5 mL deve ser transferida para um balédo
volumétrico de 50,0 mL e completado com fase mével, obtendo-se o volume final.
Solucdes com concentracdes proximas de 23,0 ug mL* para dipirona e 3,0 ug mL*
para cafeina. O teste de filtro deve ser realizado.

No Quadro 8 se tem os parametros para realizar o DoE baseando-se no CMP,
CQA e QTMP.

Quadro 8 — Apresentacdo de CMA, planejamento do DoE, ATP e CQA do método proposto

Amplitude de cada
parémetro utilizado para o ATP CQA
CMA DoE
menor Maior
Vazio 0,5mL mint| 1,0 mL min'! | Método de HPLC com uso
de etanol e 4gua como
pH dg fase pH 6.5 pH 8,5 fase movel capaz
movel 1 1 quantificar de 90 a 110%

Proporcéo de da concentracao nominal. Resolucao entre os
etanol na fase 30% 70% Com incerteza de medi¢&o picos de cafeina e
movel alvo de no méximo 2% dipirona.

para um nivel de confianca
'froerr:g 32?;%2; 30°C 60°C de aproximadamente 95%.
Resolucao cromatografica
Tempo da , , ndo deve ser inferior a 2.
amostra no 10 min 20 min
ultrassom

O Quadro 9 apresenta as condigBes esperadas para 0 método analitico em

questao.
Quadro 9 - Condicdes esperadas método de HPLC para dipirona e cafeina
Parémetros
Analito Cafeina e Dipirona
Diluente Agua ultrapurificada
Fase movel etanol/agua (30/70 v/iv)*, pH 7,5 ¢ gotas de agua:trietilamina (99:1 v/v).
Modo de eluicao e vazao 0,8* mL min-!
Tempo de corrida 30 min*
Volume de injecao 20 pL
Coluna Acclaim® C18 (250,0 x 4,6 mm; particulas de 5,0 um)
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Parémetros
Temperatura 40 °C*
Comprimento de onda 273 nm

A proporcao de fase moével, vazdo e temperatura estdo sujeitas a mudancas
baseando-se no DoE proposto no Quadro 8. Ha muitas possibilidades de otimizar o
método, o tempo de corrida relativamente alto € para checar os picos dos analitos, o
ajuste do tempo de corrida depende do tempo de redencédo dos analitos. O melhor
resultado, visando lidar com a alta pressao proporcionada pela viscosidade mais alta
do etanol. Antes de iniciar os testes deve-se considerar as analises de riscos. O DoE
proposto também pode fornecer a MODR.

Considerando a otimizacao proporcionada pelos testes de DoE e a literatura
pode-se planejar curvas de calibragcéo dipirona e cafeina seriam construidas usando
solucdes-estoque em Aagua ultrapurificada na concentracdo de 100 e 50 pg mL,
respectivamente. Em 2017, Vieira e colaboradores verificaram uma faixa linear de
determinacdo de 5,0-35,0 ug mL* para dipirona e 1,0-7,0 ug mL* para cafeina. A
linearidade das curvas seria avaliada pelo coeficiente de correlagéo (r) e confirmada
por ANOVA.

Com as etapas anteriores concluidas pode-se delimitar a estratégia de controle
através dos varios dados coletados durante a fase de desenvolvimento do método.

Por fim, se aplica o monitoramento continuo do método.

4.6 Softwares

Um ponto interessante que pode ser somado aos conceitos de Quimica Verde
e AQbD é o uso de softwares. Como o DryLab, que € um software de desenvolvimento
e otimizagdo de métodos de HPLC desenvolvido por Lloyd Snyder colaboradores. O
DryLab prevé cromatogramas sob uma gama muito mais ampla de condicdes
experimentais do que seria possivel em laboratério, O software permite que se varie
simultaneamente varios parametros do método, como pH, temperatura, concentracéo
de tampéao e muito mais. Com o auxilio do software pode-se otimizar ainda mais 0 uso
de recursos (DryLab).

Software exclusivo de desenvolvimento de método HPLC totalmente
automatizado, mesmo para as misturas mais complicadas. Baseado na teoria e na

pratica da cromatografia liquida
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Também pode-se apresentar o ChromSwordAuto® Developer que é um
software que aplica métodos numeéricos e técnicas de inteligéncia artificial ao
processamento e anélise de dados, onde a analise detalhada de uma amostra e perfil
completo de todos os compostos acarreta na economia significativa de tempo e
dinheiro. O ponto mais interessante é que o sistema controla o HPLC e analisa os
resultados automaticamente, onde cada corrida € usada para tomar decisées sobre
as condi¢des da proxima corrida, a fim de encontrar o melhor método (ChromSword
2022).

Além dos dois softwares mencionados, também pode-se destacar Pesos
(Perkin-Elmer Corp., EUA); Diamond (ATI, EUA); LC-Simulator® (ACD Labs, Canada);
Osiris (Datalys, Franca); Fusion® (Smatrix, EUA); Prisma (GraphPad Software, EUA);
Umetrics™ Suite (MKS, Suica); ISOS (Agilent, EUA); Statistica (Statsoft, EUA) e
MatLab (MathWorks, EUA) (CHAVES, 2017).
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5. CONCLUSAO

Quimica Verde é um principio multifacetado que pode ser aplicado em diversos
contextos e de diferentes formas. A proposta do uso de etanol como fase moével pode
ser uma opcao viavel de eluente alternativo, sendo sua maior desvantagem a alta
viscosidade, porém isso pode ser contornado diminuindo a vazdo e elevando a
temperatura da andlise. A substituicdo de constituintes de fase mével como metanol
e acetonitrila por etanol é facilmente aplicavel, jA que a substituicdo pode ser feita
apenas ajustando as condi¢cfes cromatograficas do sistema de HPLC.

Além da substituicdo de solventes a implementacao da abordagem AQbD que
possibilita maior eficiéncia ao desenvolver o método analitico e diminui muito os riscos
relacionados a perdas e testes falhos. Assim diminuindo consideravelmente a geracao
de residuos. Além disso, a tecnologia tende a se aprimorar com o passar dos anos e
softwares baseados em Inteligéncia Artificial também podem representar um ponto-
chave na reducao de residuos gerados no processo de desenvolvimento analitico.

Vale considerar que a aplicagdo dos conceitos de Quimica Verde e AQbD
representam muitos desafios e exigem envolvimento e interesse. Mas a aplicacéo de
tais conceitos podem significar um aumento na qualidade do desenvolvimento
analitico. Considerando custo-beneficio, os conceitos de Quimica Verde,
especialmente quanto ao uso de etanol, podem mitigar os custos relacionados a
tratamento de residuos e abordagem AQbD gera economia diminuindo os residuos e
o tempo gasto para validar os métodos analiticos.

Aplicar os conceitos estudados foi um desafio, e uma perspectiva para um

possivel projeto no futuro seria a realizacéo dos testes em laboratorio.
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