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RESUMO

A Azitromicina (AZM) é um antibiotico de amplo espectro, semissintético, da familia dos
macrolideos, utilizado ha décadas para o tratamento de infecgdes causadas por bactérias, como
faringite e amigdalite. Durante a pandemia foi muito divulgado seu possivel reposicionamento
contra o novo coronavirus (SARS-Cov-2) porém, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) ndo
recomenda para essa terapéutica. Os farmacos podem apresentar impurezas, as quais, Sao
inevitavelmente produzidas durante a sua rota de sintese, como também, podem ser originadas
ao longo da vida de prateleira (shelf life) do medicamento, como produtos de degradacao. No
caso da AZM essas impurezas podem reduzir a atividade antibacteriana e aumentar a toxicidade
do farmaco. Portanto, as autoridades regulatorias descrevem que o perfil de impureza de um
medicamento ¢ um atributo critico de qualidade (ACQ) e seguranca e assim, vem despertando
maior rigor técnico e diretrizes globais nesse controle. As impurezas que excedem a 0,1% devem
ter suas estruturas confirmadas para estar em conformidade com os limites propostos pelo /ICH
(Conferéncia Internacional sobre harmonizacao de Requisitos para Registro de Produtos
Farmacéuticos para Uso Humano). Portanto, ¢ importante identificar as impurezas da AZM, as
quais sdo suas analogas estruturais € monitorar sua presenga e quantidade no medicamento. Este
trabalho propds avaliar os métodos analiticos disponiveis em compéndios oficiais e realizar os
ajustes necessarios para a adequabilidade analitica por CLAE UV-vis em um industria
farmacéutica multinacional (uma vez que nao foi alcancada anteriormente), com
consequentevalidacdo do método analitico para avaliagdo das impurezas organicas conhecidas e
desconhecidas oriundas da degradagdo da AZM no medicamento (produto acabado),
demonstrando sua seletividade, precisdo, exatiddo, linearidade e robutez, de acordo com as
especificagdes contidas na RDC n° 166/17. Finalmente monitorar a qualidade de seis lotes oriundos

de cinco detentores de registro distintos disponiveis no mercado brasileiro.

Palavras chave: CLAE UV-vis, Impureza Organica, Degradagdo de Farmacos, Validagao

Analitica, Estabilidade de Medicamentos.



ABSTRACT

Azithromycin (AZM) is a broad-spectrum, semi-synthetic antibiotic from the macrolide family,
used for decades to treat infections caused by bacteria, such as pharyngitis and tonsillitis. During
the pandemic, its possible repositioning against the new coronavirus (SARS-Cov-2) was widely
publicized, however, the World Health Organization (WHO) does not recommend this therapy.
Drugs may contain impurities, which are inevitably produced during their synthesis route, but
may also originate throughout the shelf life of the drug, as degradation products. In the case of
AZM, these impurities can reduce the antibacterial activity and increase the toxicity of the drug.
Therefore, regulatory authorities describe that the impurity profile of a medicine is a critical
attribute of quality (CQA) and safety and thus, it has been triggering greater technical rigor and
global guidelines in this control. Impurities that exceed 0.1% must have their structures
confirmed to comply with the limits proposed by ICH (International Conference on
Harmonization of Requirements for Registration of Pharmaceutical Products for Human Use).
Therefore, it is important to identify AZM impurities, which are its structural analogues, and
monitor their presence and quantity in the medicine. This work proposed to evaluate the
analytical methods available in official compendia and make the necessary adjustments for the
analytical suitability by HPLC UV-vis detector in a multinational pharmaceutical industry (since
it had not been achieved previously), with consequent validation of the analytical method for
evaluating the known and unknown organic impurities arising from the degradation of AZM in
the medicine (finished product), demonstrating its selectivity, precision, accuracy, linearity and
robustness, in accordance with the specifications contained in RDC nr. 166/17. Finally, monitor
the quality of six batches from five different registration holders available on the Brazilian

market.

Keywords: HPLCUV-vis, Organic Impurity, Drug Degradation, Analytical Validation,
Drug Stability.
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1 INTRODUCAO

A azitromicina (AZM) ¢ um antibidtico semissintético, derivado da eritromicina, com
amplo espectro de atividade contra uma variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Farmaco descoberto em 1980 pela farmacéutica Pliva, foi aprovada para uso médico
em 1988, passando dessa forma a fazer parte da lista de medicamentos essenciais da WHO
(World Health Organization), uma lista com os medicamentos mais seguros ¢ eficazes
fundamentais em um sistema de saide. Tem sido amplamente utilizada desde entdo, no
tratamento clinico de infecgdes respiratorias e sexualmente transmissiveis, como a clamidia
(Chlamydia trachomatis) e gonorreia (Neisseria gonorrhoeae). Efeitos ndo antimicrobianos e
atividade imunomoduladora também foram evidenciados para essa droga, expandindo seu uso
na terapia de longo prazo de patologias pulmonares cronicas. Em associagdo com outros
farmacos, usada no tratamento de malaria, sendo administrada por via oral ou endovenosa (7he
American Society of Health-System Pharmacists, 2015).

Através do estudo incessante de pesquisadores durante anos, a descoberta de antibioticos
macrolideos, tornou-se uma grande evolucdo para a ciéncia, devido a sua d6tima eficacia no
tratamento de infec¢des provenientes de germes sensiveis. Como referéncia, dessa evolugdo,
podemos citar a Eritromicina, a qual, apresenta enorme eficicia no combate de infecgdes
patdgenas. Vale destacar, que devido a seguranga e eficacia, muitos estudos foram realizados,
levando a prépria modificacdo de sua estrutura, através da insercdo de um grupamento
nitrogénio metil substituido na eritromicina, viabilizando assim maior estabilidade em meio
acido, culminando melhora em sua agdo terapéutica, bem como, na diminuic¢ao dos seus efeitos
colaterais (Carvalho; Carvalho, 1998). A World Health Organization (WHO) a classifica como
de importancia critica para a medicina humana, estando disponivel como medicamento genérico
e também como diversas marcas comerciais proprias espalhadas por todo o mundo.

Portanto, através de estudos conduzidos pela farmacéutica Pliva, proporcionou-se a
descoberta da AZM, amplamente comercializada, estando disponivel em diferentes formas
farmacéuticas, tais como comprimidos revestidos, pd para suspensao extemporanea e capsulas.
Dentre os estudos para a avaliacdo do insumo farmacéutico ativo (IFA) da AZM nos
medicamentos (produto acabado), em suas diferentes formas farmacéuticas, destacam-se a
CLAE com detector UV-vis, além de métodos espectrofotométricos e microbioldgicos (U.

S. Pharmacopeia — USP 43-NF 38; Farmacopeia Brasileira, 6* edi¢ao).
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A AZM ¢ classificada como um azalido, uma subclasse de macrolideos, e ¢
estruturalmente caracterizada por um anel de lactona macrociclica de 15 membros contendo
dois residuos de agucares como substituintes: cladinose na posi¢ao 3, desosamina na posi¢ao 5
e um grupo cromodforo (funcdo éster), na posicdo 1, conforme Figura 1 (Saita, M. G.et al.,
2018).

Age por inibicdo da sintese proteica bacteriana através de ligagdo com a subunidade
ribossomal 50S, impedindo a translocagdo peptidica e replicagdo no organismo do paciente
(Brasil, 2018).

Figura 1- Estrutura da Azitromicina diidratada

Fonte: Saita, M. G.et al., 2018

O anel de lactona resulta em melhor estabilidade 4cida e consequente maior
biodisponibilidade oral comparado com a eritromicina. E esse grupamento que se liga a
subunidade ribossomal 50 S de bactérias suscetiveis e suprime a sintese de proteinas. AZM
aparece para se ligar ao mesmo receptor que a eritromicina. O mecanismo de a¢do destes
medicamentos pode ser bactericida ou bacteriostatico. A AZM representa uma significativa
melhora no tratamento de pacientes selecionados com infec¢des adquiridas na comunidade (L.
Miguel; C. Barbas, 2003).

A eritromicina ¢ um antibidtico do grupo dos macrolideos, que t€ém um anel central de
lactona com 12 a 16 atomos. Ela é habitualmente bacteriostatica, mas em alta concentracao
pode ser bactericida contra microrganismos muito sensiveis. Na eritromicina, conforme Figura

2, esse anel contém 14 atomos, e a ele se ligam cetonas e amino-aglicares. Foi descoberta

em 1952 por McGuire e sua equipe (GIGUERE, 2013).
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Figura 2 - Estrutura da Eritromicina

Grupo Croméforojiiee

Fonte: Giguére S., 2013

A partir da Lei n® 9.782, de 26 de janeiro de 1999 foi criado o sistema nacional de
vigilancia sanitaria e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual compete
“normatizar, controlar e fiscalizar produtos, substancias e servigos de interesse para saude”, de
acordo com o Art. 2° paragrafo III (Brasil, 1999). Desde entdo, o Brasil vem avangando
significativamente, no asseguramento da qualidade, seguranca e eficacia dos produtos sujeitos
a vigilancia sanitaria, principalmente dos medicamentos.

No que tange ao controle de qualidade de medicamentos para uso humano, a ado¢do dos
conceitos das boas praticas de fabricacdo e boas praticas de laboratério, estdo descritos na
resolugdo da diretoria colegiada (RDC) n°® 658/2022 que “Dispde sobre as Diretrizes Gerais de
Boas Praticas de Fabricagdo de Medicamentos” (Brasil, 2022), os testes de equivaléncia
farmacéutica, regulamentados pela RDC n° 31/2010 que “Dispde sobre a realiza¢ao dos Estudos
de Equivaléncia Farmacéutica e de Perfil de Dissolugdo Comparativo” (Brasil, 2010),0s
produtos de degradagdo, regulamentos pela RDC n° 58/2013 que “Estabelece parametros para a
notificacdo, identificacdo e qualificagdo de produtos de degradagdo em medicamentos” (Brasil,
2015) e a bioequivaléncia regulamentada pela RDC n° 742/2022 que “Dispde sobre os critérios
para a conducao de estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia (BD/BE) e estudos
farmacocinéticos”(Brasil, 2022), consolidam este novo e promissor cendrio regulatorio
nacional.

A validacao de um método analitico € pré-requisito para a sua implementagao na rotina
laboratorial e para isso existem normativas, conforme RDC n° 166/2017 que “Dispde sobre

Validagao de Métodos Analiticos e d4 outras providéncias” (Brasil, 2017) e guia internacional
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ICH Q2(R2) — Validation of Analytical Procedures (European Medicine Agency, 2022) que
suportam as empresas no cumprimento deste requisito.

O perfil de impureza e degradacao de drogas significa a detec¢do, elucidacdo da
estrutura e determinacdo quantitativa de impurezas e produtos de degradacdo em materiais
durante a sintese do IFA e nas formulagdes do medicamento (produto acabado). Este ¢ um dos
campos de atuagdo mais importantes da anélise quimica instrumental na area farmacéutica. A
razao disso € que as impurezas potencialmente toxicas nao identificadas sdo perigosas para a
saude e, visando aumentar a seguranca da terapia medicamentosa, as impurezas devem ser
determinadas por métodos analiticos validados e indicadores de estabilidade. Faz-se necessario
ter uma visao clara do perfil de impurezas do material a granel usado para o desenvolvimento
de formulagdes, a fim viabilizar a diferenciagdo entre impurezas relacionadas a sintese, dos
produtos de degradagdo. O perfil de impurezas de drogas ¢ que fornece dados que podem
contribuir diretamente para a segurancga da terapia medicamentosa, minimizando os efeitos
adversos relacionados a impurezas/degradantes de materiais e preparacdes de formas
farmacéuticas (Gorog S, 2018).

A AZM estd sujeita a degradagdo, o que pode ocorrer durante a fabricagao e/ou
armazenamento. Ela € suscetivel a degradagao se exposta a temperatura elevada e/ou ar durante
os processos de fabricacdo do medicamento (produto acabado). Um exemplo particular de
degradacao oxidativa ¢ a oxidagdo do grupo amina exociclico, na por¢do desosamina, da AZM.
A suscetibilidade do farmaco a degradacdo culmina em um desvio dos requisitos de pureza
regulamentares, mesmo antes do produto chegar ao paciente. Além disso, uma vez formulada,
a AZM tende a se degradar em condig¢des normais de armazenamento, o que pode resultar na
presenca de niveis inaceitaveis de impurezas no momento de sua administracdo (COSTA,

Sabryna I. G., 2015).

A AZM foi um antibidtico muito difundido ao longo dos ultimos anos devido a
pandemia de Covid-19, doenca infecciosa causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2), que
assolou o mundo. Dados da auditoria FMB/IQVIA demonstraram, conforme Figura 3, um
aumento expressivo, de cerca de 100%, no volume de unidades comercializadas no Brasil
quando comparado a um periodo anterior ao periodo pandémico, ainda que essa terapéutica nao
seja recomendada pela Word Health Organization - (WHO) e o seu uso indiscriminado pode

futuramente trazer outras preocupagdes como resisténcia bacteriana.
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Figura 3 - Evolucio do nimero de unidades comercializadas de
Azitromicina Comp. 500 mg

Média Mensal de unidades comercializadas no Brasil - TOP 10 industrias
farmacéuticas (milhdes de unidades)

3.486.125
4.000.000 3.067.962 2.706.947
2.000.000 1.523.891 .
0
ANO 2019 ANO 2020 ANO 2021 ANO 2022

Fonte: Auditoria FMB (Mercado Farma Brasil) / IQVIA, 2022

Ao utilizar o método analitico descrito em compéndio oficial ¢ necessario que a
adequabilidade desse método seja demonstrada (Brasil, 2017). Assim, uma industria
farmacéutica buscou atender aos requisitos regulatorios tendo um de seus produtos a AZM
comprimidos revestidos encontrando dificuldades na adequabilidade do método em relagdo a
boa resolugdo entre os picos da Desosaminilazitromicina (impureza J) e do3’-(N-Demetil)-3’-
N-formilazitromicina (composto relacionado F de AZM), bem como a nao reprodutibilidade
dos fatores respostas das impurezas: J, composto relacionado F de AZM e N-

Demetilazitromicina (impureza I), quando comparados aos valores especificados pela USP.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os farmacos desempenham um papel vital no progresso da civilizagdo humana curando
doencas. A maioria destes sdo de origem sintética, produzidos a granel e utilizados para fins
terapéuticos através de formulagdes farmacéuticas. Substancias quimicas biologicamente ativas
geralmente sao formuladas em formas de dosagem convenientes, como comprimidos, capsulas,
suspensoes, pomadas e injetaveis. Tais formulagdes entregam o farmaco de forma estavel, ndo
toxica, garantindo sua biodisponibilidade e atividade terapéutica (R, N Rao; V. Nagaraju,
2003).

As impurezas nos medicamentos sao oriundas de varias fontes e fases do processo de
sintese e preparagao de formas farmacéuticas. Diferenciar a origem das impurezas como sendo
relacionadas ao processo ou produtos de degradacao nem sempre ¢ possivel. No entanto, a
maioria das impurezas se originam da rota sintética no processo de obtencdo do IFA. O
monitoramento de impurezas no processo era um campo obscuro e nao identificado ha cerca de
20 anos. No entanto, tornou-se um fator importante na moderna industria farmacéutica. Isto se
da, principalmente em virtude da pressdo pela qualidade do produto e a demanda por padroes
mais elevados de confiabilidade do processo (R. Nageswara Rao; V. Nagaraju, 2003).

Impurezas sdo inevitavelmente produzidas durante a semissintese da AZM, o que
reduzem a atividade antibacteriana e aumentam a toxicidade da droga. O perfil de impureza de
um farmaco € critico para seu controle de qualidade e avaliagdo de seguranca. As autoridades
reguladoras tém prestado atencao critica ao perfil de impureza. Assim, é importante identificar
as impurezas do produto AZM e limitar suas quantidades no medicamento formulado (Guo et
al.,2021).

De acordo com Leite, F.; 2009:

“As impurezas podem ser classificadas ou subdivididas, em fun¢o de suas origens, como:

a) Impurezas provenientes da rota quimica da sintese de fabricagao;

b) Impurezas residuais de solventes ou os denominados IOV (impurezas orgénicas volateis);

¢) Impurezas de degradagdo intrinsecas da reagdo do produto. Permanecem presentes mesmo
depois dos processos de purificagao;

d) Impurezas de degradagdo por exposi¢do: Algumas dessas impurezas sdo formadas com o
tempo de vida do produto, por meio de oxidagdo lenta com o ar atmosférico, micro reacdes de
impurezas com o ativo principal, micro reagdes de impurezas com impurezas, absor¢ao de agua
originando hidrolises, ambiente de armazenamento interferente ou fora de compatibilidade
(como exemplo: proximo a produtos volateis), luminosidade e temperatura de armazenamento.”

Definiu-se neste trabalho, que o termo “impureza organica” se aplica tanto as impurezas

de degradacdo do IFA no medicamento durante sua vida de prateleira — shelf life, quanto as
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impurezas relatadas ou substancias relacionadas, oriundas do processo de sintese que sdo
descritas no respectivo DMF (drug master file), emitido pelo fabricante do IFA.

As impurezas organicas conhecidas oriundas da degradacao da AZM ao longo da vida
de prateleira (shelf life) do medicamento sdao: 3’-(N,N-Didemetil) azitromicina
(aminoazitromicina) (impureza E), 3’-(N-Demetil)-3’-N-formilazitromicina (composto
relacionado F de AZM), N-Demetilazitromicina (impureza I), Desosaminilazitromicina
(impureza J), N-6xido de Azitromicina (impureza L), 3’-(N,N-Didemetil)-3’-N-
formilazitromicina (impureza M) e 3’-De(dimetilamino)-3’-oxoazitromicina (impureza N)(U.
S. Pharmacopeia — USP 43-NF 38 — 457 azithromycin tablets). Na Tabela 1, estio relacionados

os radicais substituintes, as massas moleculares e suas respectivas formulas moleculares.

Tabela 1 - Impurezas organicas conhecidas para AZM oriundas da degradac¢ao do

medicamento
MASSA FORMULA
% R, R, R; R4 Rs Rs R, Rs MOLEC. MOLEC.
&
=
E - - - - - B cladi- desgsa— 720,93 Css Hes Ny On
nose mina
F OH CH; CHO CH; CH; H B B 762,67  Css Hyo N2 O3
I OH CH; H CH; CH; H B a 734,96  Cs; Hyo N, Oy,
J _ B B B _ _ H desosa- 590,79 C30 Hss N2 Og
mina
cladi- \/O
nose = N—
L _ _ _ _ _ _ 764,98 Css H72 N2Oy3
0

nose ~NcHo
M _ _ _ _ _ _ O\g\\é 748,94  C37Hes NoOis

N 719,91 Cs6 Hes NO13

Sendo os radicais:
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Substituicoes em R1, R2, R3, Substituicoes em R7 Substituicoes em RS

Desosamina (Hexose)

|
_N

HO

Fonte: Guo ef al., 2020

Na Tabela 2, estdo relacionados os padrdes de impurezas organicas conhecidas
elencadas pelas farmacopeias USP 37, USP 43 e as impurezas que compdem o EPCRS batch 5
— padrao referéncia de identificagdo de picos de Azitromicina (Azithromycin for peak
identification) padrdes esses, disponiveis para serem adquiridos. Embora o padrao EPCRS
batch 5 contenha treze impurezas, neste trabalho foram consideradas as sete impurezas
organicas conhecidas oriundas de degradacdo do medicamento (produto acabado) além de
qualquer outra impureza individual (impureza desconhecida) descritas nos respectivos

compéndios farmacopeicos.

Tabela 2 - Comparativo de padrodes de impurezas organicas conhecidas da AZM
disponiveis

Padrao de Impureza Conhecida - USP 37
Impureza A de azitromicina - (Azaeritromicina A)

Padrées de Impurezas organicas conhecidas - USP 43
3’-N-Demetil-3'N-formilazitromicina - (Composto relacionado F de Azitromicina)
3'-N-Demetilazitromicina - (Impureza I)

Desosaminilazitromicina - (Impureza J)
Padrio de Referéncia de Identificacio de Picos de Azitromicina — BP 2022
N-6xido de Azitromicina — (Impureza L)
3’-(N, N-Didemetil) -3°-N-formilazitromicina - (Impureza M)
3’- (N, N-Didemetil) azitromicina (aminoazitromicina) — (Impureza E)

3’-N-Demetil-3'N-formilazitromicina - (Composto relacionado F de Azitromicina
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Desosaminilazitromicina - (Impureza J)

3'-N-Demetilazitromicina - (Impureza I)

3” -O-Demetilazitromicina — (Impureza C)

3’-De(dimetilamino)-3’-oxoazitromicina — (Impureza N)

Impureza A de azitromicina - (Azaeritromicina A)

Impureza P de azitromicina — (Impureza P)

2-Desetil-2-propilazitromicina — (Impureza O)

3'-N-Demetil-3'-N-[(4-metilfenil) sulfonil] azitromicina — (Impureza G)
3-Deoxiazitromicina — (Impureza B)

Fonte: United States Pharmacopeia — USP 37, USP 43 e British Pharmacopeia, 2022

A AZM ¢ um antibiotico semissintético derivado da eritromicina, no qual um atomo de
nitrogénio metilado ¢ incorporado ao anel da lactona. A substitui¢do da carbonila cetonica da
eritromicina pelo grupamento N-metila confere 8 AZM uma melhor estabilidade em meio 4cido
(Lode et.al, 1996).

A AZM semissintética deriva da eritromicina (1) quando submetida a condensa¢ao com
hidroxilamina formando Oxima (produto intermediario) (2) que entdo ¢ submetida ao rearranjo
de Beckmann formando Eritromicina 6,9 iminoéter (produto intermediario) (3), conforme
Figura 4. Posteriormente sofre uma reducdo seguida de metilagdo formando finalmente o IFA

(4), a AZM (Kushwaha et al., 2019).

Figura 4 - Transformacio da Eritromicina em Azitromicina
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AF|romicrna 1_-’-|
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Fonte: Kushwahaet al., 2019
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Com base na estrutura quimica deste, ¢ possivel identificar alguns grupamentos
funcionais que podem se tornar possiveis alvos de acdo de agentes de degradacdo. Apesar da
estrutura quimica da AZM ser uma alteragdo na estrutura da eritromicina visando sua maior
estabilidade frente a hidrélise 4cida, o IFA em questdo ainda ¢ propicio a tal tipo de degradacao
(em menor escala), principalmente na ligacao glicosidica com o agucar cladinose (Zhang, et al.,
2009; Kwiecien, Krzek & Walczak, 2012).

De acordo com as farmacopeias americana (USP) e britanica (BP), sdo 15, o total de
possiveis impurezas para a AZM, o que torna o método analitico desafiador, uma vez que todas
as impurezas devem ser separadas entre elas e também do IFA AZM, dessa forma, o método de
andlise das impurezas organicas por CLAE se torna longo (USP, 2018).

A Figura S demonstra todas as estruturas quimicas das impurezas organicas conhecidas

de AZM.

Figura 5 - Estruturas quimicas das 23 impurezas organicas conhecidas da AZM
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Fonte: Guoet al., 2020.

A hidrdlise na fragdo cladinose, ligada através de ligacdo glicosidica a posi¢do C-3do
anel lactona da AZM ¢ favorecida em relagado a fragdo do amino agucar desosamina, contendo
uma hidroxila no carbono B a ligag¢do glicosidica da desosamina a posicao C-5 do anel lactona
da AZM, o que acaba conferindo uma maior estabilidade ao radical, podendo esse ser atrelado
a melhor distribui¢do eletronica, maior efeito estéreo ao oxigénio da ligacdo éter e possiveis
ligacdes de hidrogénio entre a hidroxila ja mencionada. Tal fato pode ser exemplificado pelos
resultados obtidos por Debremaceker et al., (2003), onde os fragmentos de massa da AZM
(obtidos via um espectrometro de massas do tipo lon Trap), demonstraram inicial clivagem do
fragmento referente a cladinose, com consequente, fragmentagdo da desosamina. Devido a
maior labilidade da ligacdo glicosidica da porcao referente a cladinose, ¢ de se esperar que o
estresse via hidrolise acida ocorra de forma favoravel nessa por¢ao da molécula (Zhang et al.,
2009; Kwiecien, Krzek & Walczak, 2012).

Do ponto de vista da hidrolise alcalina, a AZM tende a ser ligeiramente mais estavel do
que em meio acido. Apesar de relatos na literatura comprovarem a susceptibilidade desta a
hidrdlise alcalina, nenhum mecanismo com profundidade de detalhamento foi encontrado para
tal tipo de degradacdo. No entanto, ¢ de se esperar uma abertura do anel macro ciclico do IFA,
ap6s ataque nucleofilico da hidroxila livre a lactona, levando a formag¢dao de um grupo
carboxilato terminal. Posteriormente, a ocorréncia de um processo de formagao de uma lactona
intramolecular com a hidroxila C-12, ainda pode ser favorecida, sobretudo apds aquecimento
da solugdo. Tal processo ja foi observado para o IFA precursor da AZM, a eritromicina (Zhang,
et al., 2009; Kwiecien, Krzek & Walczak, 2012).

A decomposicao da AZM em quatro diferentes tipos de tampao (Fosfato de potéssio,
fosfato de sodio, citrato e acetato de s6dio), ajustado para uma forga i6nica de 0,3M, foi
investigada em pH=6,0 a 80 °C. A AZM foi mais estavel no fosfato de sodio, enquanto uma

degradacao mais rapida do AZM foi encontrada no citrato de sodio. O efeito dos tipos de tampao
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na degradagdo com a taxa de degradacao seguiu esta ordem: citrato de sodio > acetato de sodio
> fosfato de potéssio > fosfato de sddio (Zhang et al., 2009)

O processo de oxidagdo da AZM ¢, sem duvida, um dos mais difundidos com relagdo a
degradacdo deste IFA. A patente EP 1606299 Al descreve bem os principais produtos de
oxidagdo, sendo todos decorrentes de processos no grupamento amina tercidria axial da
desosamina (posicao C-5 do radical). Partem desse grupamento a formagao do 6xido nitroso, a
formacao de um radical formila com consequente desmetilagdo, além da completa eliminagao
do radical nitrogenado com obtencao de uma carbonila na posicao originaria C-5(Berger ef al.,
2005).

Em relagdo aos processos de estresse por foto exposi¢do, nao foram encontrados relatos
de degradacdo apos exposi¢do direta a tal meio. No entanto, estudos conduzidos com exposi¢ao
do IFA em solugdo, observa-se a formacao de uma série de produtos de degradacao, todos eles
derivados de processos de desmetilagdo, seja no grupamento amina da desosamina, ou no
grupamento metoxila da cladinose. A clivagem de ambos os agucares também ¢ reportada,
porém, ¢ menos factivel de ocorrer no estado sélido, sendo, provavelmente, favorecido pelo
fato do IFA estar em solugdo (Tong et al., 2011).

A influéncia da temperatura da degradagdo da AZM em tampao fosfato de potassio
0,05M em pH= 6,3 (n = 0,3 M) foi investigada na faixa de temperatura de 70° a 100 °C. A
influéncia da temperatura na constante de velocidade de reacao (kans) foi dada pela equacgao de

Arrehenius:
ln kabs = ln A_ Ea_/ RT

Onde A ¢ o fator de frequéncia, E. a energia de ativacdo, R a constante universal dos
gases e T ¢ a temperatura absoluta.

A relacdo linear entre In kans € 1/T foi construida para descrever os resultados da
investigacao. A linearidade (r=0,99) da linha de regressao neste grafico foi observada na faixa
de temperatura de 70°-100 °C. Os parametros termodinamicos foram elencados na Tabela3. A
energia de ativagio para degradacio foi de 96,8 kJ mol!. Assim sendo, pode se inferir que se o
mecanismo for idéntico a uma temperatura inferior a 70 °C, a meia-vida teérica do AZM a 25
e 40 °C seria prevista de acordo com a energia de ativagdo e o fator de frequéncia obtidos,

conforme Tabela 3 (Zhang et al., 2009).

Tabela 3 - Estimativa de meia-vida a 25 © e 40 °C AZM em fosfato de potassio pH=6,3
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pH In 4 E. (k] mol ') Meia-vida (50% remanescente em meses)
25 40
6,0 28,7 96,8 38,2 5,9

Fonte: Zhang et al., 2009

Por ndo apresentar grupamentos quelantes livres e desimpedidos em sua estrutura,
seja na estrutura macrociclica, ou nos radicais de agucares, espera-se que o [FA AZM seja
estavel na presenga de ions metélicos. Para testar se a presenca de ions metalicos catalisa a
degradacao da AZM em sistema aquoso, EDTA sodico foi adicionado ao tampao fosfato de
potassio 0,05 M (pH = 6,0) onde observou-se que ndo houve alteracdo significativa na taxa de
degradacao da AZM (Zhang et al.,2009).

O perfil de degradagdo da AZM em solugdes tamponadas foi investigado usando CLAE
e encontrado dependente do pH na faixa de 6,0 - 7,2. A impureza J, derivada da perda hidrolitica
de cladinose da molécula original, foi o principal produto de degradagdo em pH 6,0, mas sua
quantidade diminuiu progressivamente em direcao ao pH 7,2. Dois produtos de degradagao
adicionais ndo relatados também foram observados e suas estruturas foram totalmente
elucidadas por espectroscopia de massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) como
sendo associadas a abertura do anel lactona macro ciclico (Saita, ef al., 2018).

A AZM possui dois atomos de nitrogénio, o que a torna um composto fracamente basico.
Sempre houve problemas na anélise de farmacos como a AZM por causa de suas propriedades
basicas. Esses compostos irdo interagir fortemente com as extremidades polares dos materiais
de empacotamento como, por exemplo, grupos silandis residuais, tornando-se adsorvidos a
coluna e ndo sendo facilmente eluidos pela fase mével (Zeng, et al., 2014).

A AZM ¢ um antibiotico com pKa de 8,5 e estavel em meio 4cido, logo, a dose pode ser
administrada com o estdmago vazio com 240 mL de dgua, cuja biodisponibilidade ¢ de 37%
onde a glicoproteina P, estd envolvida na absor¢do intestinal dos macrolideos (Bartra, ef al.,
2021).

A AZM tem um pKa de 8,5 o que significa que em um pH no valor de 8,5, 50% do
medicamento ¢ ionizado e 50% nao € ionizado. A forma ndo ionizada ¢ importante porque pode
permear as membranas celulares e entrar na célula contribuindo para as concentragdes
intracelulares (Kong et al., 2017).

De acordo com Miguel e Barbas (2003): “A Azitromicina foi estavel ao longo de 24 h

quando tratado com luz ou calor. Foi ligeiramente degradada em meio bésico e foi
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completamente degradada em meio acido. Os produtos de degradacao nao foram identificados,
mas os picos em 24 ¢ 25 min podem corresponder a impurezas 1 ¢ 3”, conforme demonstrado

na Figura 6.

Figura 6 - Teste de estabilidade
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Legenda: (A) Amostra em cond. ambientais. (B) Meio acido: HCIO0,2 N; (C) Meio oxidante: H,O, 0,1%
m/v. (E) Luz. (F) Calor
Fonte: L. Miguel; C. Barbas, 2003

“A impureza P ¢ uma das impurezas do produto azitromicina, que estd registrada nas
Farmacopeias da Europa e EUA. Utilizando a cromatografia preparativa, separaram no seu
trabalho a impureza P do produto AZM. Eles também foram capazes de elucidar sua estrutura
quimica utilizando varias técnicas analiticas” (Guo et al., 2020). Ainda de acordo com Guo et
al.; 2020:

“Primeiro, a espectrometria de massa de tempo de voo de armadilha de ions de alta resolugdo
(IT-TOF MS) foi usada para determinar a massa molecular precisa ((M+H]+m/z777.5121) ¢ a
formula quimica (C3oH72N>O13) de a impureza Em segundo lugar, analises de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia de absor¢do ultravioleta-
visivel (UV-vis) e espectrometria de massa em tandem (MS/MS) foram realizadas para sondar
os principais grupos funcionais da impureza para auxiliar a analise de RMN. Finalmente, a
estrutura da impureza foi resolvida com sucesso usando RMN multidimensional. Além disso,
foi proposto um mecanismo para a formagao dessa impureza.”

Vinte e trés impurezas da AZM foram relatadas, incluindo-se a estrutura da Impureza
P, também elucidada. Dentre elas subprodutos sintéticos, compostos intermediarios de sua
semissintese e, sete delas, produtos de degradagdao do IFA no medicamento (produto acabado),
objeto deste trabalho, sendo todas essas, andlogas estruturais da AZM (Chang et al., 2015; Guo,
et al., 2020).

A impureza Q ¢ a eritromicina-6,9-imino-éter, que ¢ um intermediario na sintese da
AZM. As impurezas 1 e 2 sdo duas impurezas encontradas no produto eritromicina-6,9-imino-

éter e outras impurezas sdo encontradas no medicamento (produto acabado) AZM.
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Como demonstrado em seu trabalho por Guo et al., 2020:

...A fig. 7 mostra uma via proposta para a formacdo de impureza P durante a semissintese de
azitromicina. A eritromicina A reage com a hidroxilamina para formar eritromicina. A oxima
de eritromicina formada é entdo convertida em eritromicina-6,9-imino-éter através do
rearranjo de Beckmann. A eritromicina-6,9-imino-éter pode ser posteriormente convertida em
azitromicina por meio de reducdo e metilacdo de Eschweiler-Clarke. Enquanto isso,
Eritromicina-6,9-imino-éter também pode ser rearranjado no intermediario 1. O intermediario
1 ¢é entdo hidrolisado para formar o intermediario 2. Finalmente, a metilacdo do intermediario

2 fornece a impureza P.

Figura 7 - Formacgoes de AZM e Impureza P a partir da Eritromicina A
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Fonte: Guo et al., 2020.

Nas farmacopeias brasileira, americana (USP) e britanica (BP) estdo descritas
monografias para a AZM, sendo que, dessas, apenas a USP e BP trazem em sua metodologia
analise de teor e impurezas organicas por CLAE.

A edi¢ao 37 da USP descreveu a determina¢do de impurezas organicas através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O padrao primario ou substidncia quimica
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farmacopeica (SQF) da impureza A, (azaeritromicina) e o padrao secundario ou substancia
quimica caracterizada (SQC) de AZM compdem a solucdo de adequabilidade do sistema.

Posteriormente, na edi¢ao 43 da USP, as SQF adotadas foram alteradas para composto
relacionado F de AZM, impureza I e impureza J. A determinacdo se dd por CLAE e estes trés
padrdes compdem a solugdo de adequabilidade do sistema.

Da mesma forma, a BP, edicao 2022, descreve a determinacao de impurezas organicas
através de CLAE. O padrao priméario de impurezas, denominado EPCRS batch 5, contém 13
impurezas organicas conhecidas. Sao elas: Impureza L, Impureza M, Impureza E, composto
relacionado F de AZM, Impureza J, Impureza I, Impureza N, Impureza C (Azitromicina C- 3”’-
O-demetilazitromicina), Impureza P de Azitromicina, Impureza A (Azaeritromicina), Impureza
O (2-Desetil-2-propilazitromicina), Impureza G (3'-N-Demetil-3'-N-[(4-metilfenil) sulfonil]
azitromicina) e Impureza B (3-Deoxiazitromicina). Conforme demonstrado na Figura 8, de um
total de 13 impurezas organicas conhecidas, sete impurezas sdo oriundas da degradag¢do do

medicamento ¢ as demais orindas da sintese do insumo farmacéutico ativo (IFA).

Figura 8 - Perfil cromatografico padrao referéncia identificacio de picos da AZM- EP
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Fonte: Information leaflet —Liquid Chromatography Report - Ph. Eur. Reference Standard, 2021

Durante o desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos para controle de
qualidade de matérias-primas, bem como, preparagdes farmacéuticas, um requisito
imprescindivel consiste na utilizacdo de padrdes de referéncia chamados de ‘“Substancia
Quimica de Referéncia (SQR)”, devidamente caracterizados, assim como preparacdes
farmaceéuticas de qualidade. Entre as substancias utilizadas como SQR, existem aquelas obtidas
de farmacopeias (Americana, Britdnica e Europeia) classificadas como “compendiais” que,

obviamente ndo necessitam ser caracterizadas antes do uso. Outra possibilidade ¢ a utilizagdo
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de substancias obtidas de fontes ndo oficiais, classificadas e conhecidas como ‘“ndo
compendiais”, as quais devem ser cuidadosamente caracterizadas antes do uso, de forma a
garantir sua identidade, pureza e poténcia (Swartz; Krull, 1998).

O método por CLAE com deteccao na regido do espectro ultravioleta, comprimento de
onda de 210 nandmetros foi aplicado por Miguel e Barbas (2003) para determinagdo de
impurezas em comprimidos de AZM. O método por eles desenvolvido utilizou duas fases

moveis, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Método por CLAE, detec¢do UV em 210 nanometros

Fase A: Inorganica, constituida por Tampao Fosfato de Potéssio, pH=7,0
Fase B: Orgéanica, constituida de uma mistura de ACN: MeOH (1:1, v/v)
Vazao: 1 mL min’! Coluna: C4 Temperatura: ~ Mantida a 50 °C

Fonte: L. Miguel; C. Barbas, 2003

O método proposto, permitiu a separacdo de seis impurezas relacionadas a AZM.A
seletividade sob condicdes de fase reversa pode ser controlada pela composi¢ao da fase moével,
pH, temperatura e quimica de fase estacionaria. Esses pardmetros foram variados para atingir a
separagao.

A Figura 9 apresenta um cromatograma de um produto comercial de AZM, com os
respectivos tempos de retengdo para AZM, Impureza P (tr= 41,283 min.) e outras impurezas
organicas conhecidas. A impureza P foi isolada do medicamento contendo AZM, e sua estrutura
foi elucidada com sucesso usando a técnica de RMN multidimensional, combinada com UV-

vis, FT-IR, MS/MS e IT-TOF MS de alta resolugdao (GUO et al., 2020).

Figura 9 - CLAE - Cromatograma de um produto Azitromicina comercial
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Fonte: Guo et al., 2020.
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Na Tabela 5, estdo relacionadas todas as impurezas organicas conhecidas elencadas

pelas farmacopeias americana ¢ britanica, seus tempos de retengdo relativos e respectivos

fatores de respostas relativos, utilizadas como referéncia para o estudo.

Tabela 5 - Impurezas organicas conhecidas para AZM, Tempo de Retenciao Relativo e
Fator Resposta

Descricao/ Analito

N-6xido de
Azitromicina

3’-(N, N-Didemetil) -
3’-N-formilazitromicina
3’- (N, N-Didemetil)
azitromicina
(aminoazitromicina)
3’-(N-Demetil) -3’-N-
formilazitromicina
14-Demetil-
14(hidroximetilazi-
tromicina)
Desosaminilazitro-
micina
N-Demetilazitromicina

3” -O-Demetilazitromi
cina
3’-De(dimetilamino)-
3’-oxoazitromicina
3’-N-[(4-(Acetilamino)
fenil) sulfonil]3’-N-
demetilazitromicina

Azaeritromicina A
Impureza P de azitromi-
cina

Azitromicina

2-Desetil-2- propilazi-
tromicina
3'-N-Demetil-3'-N-[(4-
metilfenil) sulfonil]
azitromicina

3-Deoxiazitromicina

G

B

Qualquer outra impureza ndo

especificada

Total de impurezas
(Desconsiderando as
impurezas A, O, G e B de
AZM)

(L de~ Fator de € de~ Fator de 0 de~ Fator de
retencao resposta retencao resposta retencao resposta
relativo p relativo p relativo p

BP 2022 | USP 37 | USP 43

0.29 2.30 0.20 0.42 0.20 0.46

0.29
0.37 0.60 0.29 1.7 0.30 1.7
0.43 - 0.34 0.49 0.34 0.44
0.40
51 . 42 4, .

0.5 0.30 0 3 0.46 5.5

0.54 - - - - -

0.54 - 0.46 1.1 0.47 1.1

0.61 - 0.50 0.54 0.50 0.47

0.73 - - - - -

0.76 0.70 0.87 1.4 0.87 1.7

0.79 0.10 - - - -

0.83 - 0.94 - 0.94 -

0.92 - - - - -

1.0 - 1.0 - 1.0 -
1.23 - 1.10 - 1.10 -
1.26 0.20 1.11 ) 1.11 i
1.31 - 1.14 - 1.14 -
- 1.0 - 1.0 - 1.0

Fonte: United States Pharmacopeia — USP 37, USP 43 e British Pharmacopeia, 2022
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Dentre as 7 impurezas oriundas de degracao da AZM, duas delas possuem rotameros,
conforme descrito na Tabela 6. Os rotameros, dado a proximidade de seus tempos de retencao

tem suas areas somadas € s30 expressos como unica impureza.

Tabela 6 - Rotameros impureza M e Composto relacionado F da AZM

Nome Tempo de retencao Fator resposta Critério de aceitacio,
relativo (RTT) NMT (%)
Impureza M 0.29
0.30 1.7 1.0
Composto relacionado 0.46
F de AZM 55 1.0
0.47

Fonte: USP-NF Azithromycin Tablets, 2022

Em 2001, oito medicamentos (sinvastatina, pravastatina, amoxicilina, acido
clavulanico, claritromicina, azitromicina, ceftriaxona, ciclosporina e paclitaxel) dos 30
medicamentos mais vendidos eram produtos naturais ou derivados de produtos naturais. Esses
oito medicamentos juntos totalizaram negocios da ordem de US$ 16 bilhdes (S. D. Sarker; L

Nabhar, 2012).

2.1 AVALIACAO DA ROTA DE SINTESE E IMPUREZAS ORGANICAS

Avaliou-se a rota de sintese do [FA AZM, conforme demonstrado na Figura 4,
considerando o material de partida Eritromicina A, através de seu Drug Master File (DMF) de

dois fabricantes farmoquimicos denominados Alfa e Beta.

2.1.1 Fabricante Alfa

O processo de obtencao do IFA AZM, proveniente de um dos fabricantes disponiveis
no mercado, utiliza como material de partida a Eritromicina A (na forma de seu sal tiocianato
de eritromicina A), o qual sofre reacdo de oximagdo com o cloridrato de hidroxilamina, para a
formacao da eritromicina A oxima. Através de um rearranjo de Beckmann, a eritromicina A
oxima ¢ convertida no seu derivado imino-éter, com a utilizacdo de cloreto de benzila. O
intermedidrio imino-éter obtido ¢ reduzido a azaeritromicina com boroidreto de potassio. A
azaeritromicina sofre reacdo de N-metilagdo com uma mistura acido férmico/formaldeido na
presenca de acetona para gerar a AZM. Sua metodologia analitica ¢ baseada na monografia da

USP. As impurezas estdo descritas na Tabela 7.
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Tabela 7- Potenciais impurezas listadas pelo fabricante do IFA - Alfa

Identificacao
adotada pelo
fabricante

Impureza A
([AZ05])

Impureza B

Impureza C

Impureza J

Impureza E
Impureza F

Impureza G

Impureza |

Impureza H

Impureza L

Impureza M
Impureza N

Impureza O
Impureza P

Impureza D (14-
demetil-14-
(hidroximetil)azi-
tromicina)
Impureza K
(C',1”-epoxi-
azitromicina)
Impureza Q (3°-
N-Demetil-3'-N-
(fenilsulfonil)azit
romicina
Eritromicina A
oxima tiocianato

Eritromiciha A

oxima (AZ02)
Eritromicina A
iminoéter (AZ03)

Identificacao da
impureza na
Farmacopeia
Americana

Azaeritromicina A

3-Deoxiazitromicina
(Azitromicina B)
Azitromicina C (3°’-O-
demetilazitromicina)
Desosaminilazitromicina
3’-N-{[4-(Acetilamino)
fenil] sulfonil} -3°, 3°-
Didemetilazitromicina
3’- (N, N-Didemetil)
azitromicina
(aminoazitromicina)
Composto relacionado F
de Azitromicina
3’-N-Demetil-3’-N-[(4-
metilfenil) sulfonil]
azitromicina

N-Demetilazitromicina

3’-N-{[4-(Acetilamino)
fenil] sulfonil} - 3’-
Demetilazitromicina
N-o6xido de azitromicina
3’-(N, N-Didemetil) -3°-
N-formilazitromicina
3’-De(dimetilamino)-3’-
oxoazitromicina
2-Desetil-2-
propilazitromicina
Azitromicina impureza P

Eritromicina A oxima

Eritromicina A iminoéter

Identificacao da
impureza na
Farmacopeia

Europeia

Impureza A
Impureza B

Impureza C

Impureza J

Impureza Q

Impureza E

Impureza F

Impureza G

Impureza I

Impureza H

Impureza L

Impureza M
Impureza N

Impureza O

Impureza P

Impureza D

Impureza K

Origem
(com base no
DMF)

Intermediario
Processo

Processo

Degradagao

Processo

Degradagio

Degradagdo

Ausente

Degradagao /

Processo
Processo

Degradagao
Degradagio

Degradagéo

Processo
Origem
desconhecida

Processo

Processo

Processo

Intermediario

Intermediario

Intermediario

Especificacio

Farmacopeia
Americana

<0,5%
<1,0%

<0,5%
<0,3%

<0,15%

<0,5%

<0,5%

<0,5%

<0,7%

<0,5%

<0,5%
<0,5%

<0,5%
<0,5%

<0,2%

<0,2%

<0,2%

<0,2%

<0,2%

<0,5%
<0,5%
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Impureza S
(Eritromicina A
(HO1-1))
Azaeritromicina-
11,12-
Hidrogenoborato
(AZ04)
Impureza R
(Azitromicina-
11,12-
hidrogenoborato)
Qualquer outra
impureza
individual

Total

Qualquer outra impureza
individual

Total

Qualquer outra
impureza
individual

Total

Material de
partida

Intermediario

Processo

<0,2%

<0,2%

<0,2%

<0,2%

<3,0%

Fonte: DMF do Fabricante Alfa, 2022

2.1.2 Fabricante Beta

O processo de obtencao do IFA AZM, proveniente de um segundo fabricante, utiliza

como material de partida a Eritromicina A (na forma de seu sal tiocianato de eritromicina A),

o qual sofre reacdo de oximacdao com o cloridrato de hidroxilamina, para a formagdo da

eritromicina A oxima. Através de um rearranjo de Beckmann, a eritromicina A oxima ¢

convertida no seu derivado imino-éter, com a utilizacdo de cloreto de tosila. O intermediario

imino-éter obtido € reduzido a azaeritromicina via hidrogenag¢ao catalitica na presenca de Pt/C.

A azaeritromicina sofre reagdo de N-metilagdo com uma mistura acido formico/formaldeido na

presenca de acetona para gerar a azitromicina. Sua metodologia analitica, também estd baseada

na monografia da USP. As impurezas estao descritas na Tabela 8.

Tabela 8 - Potenciais impurezas listadas pelo fabricante do IFA - Beta

Identificacao
adotada pelo
fabricante

Azaeritromicina A
3- Deoxiazi-
tromicina
(Azitromicina B)
Azitromicina C

(37’-O-Deme-
tilazitromicina)
Desosaminilazi-
tromicina

3’-N-{[4-
(Acetilamino)
fenil] sulfonil} -3°,
3’-DidemetilAZM

Identificacao da
impureza na
Farmacopeia

Americana
Azaeritromicina A

3-Deoxiazitromicina
(Azitromicina B)

Azitromicina C (3°’-
O-
demetilazitromicina)
Desosaminilazitro-
micina
3’-N-{[4-
(Acetilamino) fenil]
sulfonil} -3°, 3°-
Didemetilazitromicina

Identificacao da
impureza na
Farmacopeia

Europeia
Impureza A

Impureza B

Impureza C

Impureza J

Impureza Q

Origem

(com base no

DMF)
Intermediario

Material de
partida

Material de
partida

Degradagéo

Sub-produto e
degradacdo

Especificacio
Farmacopeia
Americana

<0,5%

<1,0%

<0,5%

<0,3%

<0,15%
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3’- (N, N-
Didemetil) azitro-
micina
(aminoazitromi-
cina)
Composto
relacionado F de
Azitromicina
3’-N-Demetil-3’-
N-[(4-metilfenil)
sulfonil]
azitromicina
N-
Demetilazitromi-
cina
3’-N-{[4-
(Acetilamino)
fenil] sulfonil} -
3.
Demetilazitromici-
na
N-6xido de
azitromicina
3’-(N, N-
Didemetil) -3°-N-
formilazitromicina
3.
De(dimetilamino)-
3’-oxoazitromicina
2-Desetil-2-
propilazitromici-
na
Azitromicina
impureza P
Eritromicina A
oxima
Iminoéter
Eritromicina A

Impureza D

Impureza K

Qualquer outra
impureza
individual

Total

3’- (N, N-Didemetil)

azitromicina
(aminoazitromicina)

Composto relacionado

F de Azitromicina
3’-N-Demetil-3’-N-
[(4-metilfenil)

sulfonil] azitromicina

N-

Demetilazitromicina

3’-N-{[4-
(Acetilamino) fenil]
sulfonil} - 3°-
Demetilazitromicina

N-6xido de
azitromicina

3’-(N, N-Didemetil) -

3°-N-
formilazitromicina

3’-De(dimetilamino)-

3’-oxoazitromicina
2-Desetil-2-
propilazitromicina

Azitromicina
impureza P

Eritromicina A oxima

Iminoéter
Eritromicina A

Qualquer outra
impureza individual

Total

Impureza E

Impureza F

Impureza G

Impureza I

Impureza H

Impureza L

Impureza M

Impureza N

Impureza O

Impureza P

Impureza D

Impureza K

Qualquer outra

impureza
individual

Total

Degradagao

Degradagao

Sub-produto

Material de
partida e
degradacao

Sub-produto

Degradagéo

Degradagao

Degradagao

Material de
partida

Origem
desconhecida

Intermediario

Intermediario

Material de
partida
Material de
partida

<0,5%

<0,5%

<0,5%

<0,7%

<0,5%

<0,5%

<0,5%

<0,5%

<0,5%

<0,2%
<0,5%
<0,5%
<0,2%

<0,2%

<0,2%

<3,0%

Fonte: DMF do fabricante Beta, 2022
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Realizar a adequabilidade de um método analitico, por CLAE- UV-vis, para controle
das impurezas organicas conhecidas e qualquer outra impureza individual (impureza
desconhecida) acima do limite de especificagdo (LE), oriundas da degradacdo do IFA
Azitromicina no medicamento (produto acabado), forma farmacéutica sélida, comprimido

revestido de 500 mg.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v’ Otimizar com auxilio da ferramenta de DOE (planejamento experimental), um método
para determinacdo das impurezas organicas conhecidas e qualquer outra impureza
individual (impureza desconhecida), oriundas da degradacdo do IFA no medicamento

(produto acabado) ao longo de sua vida prateleira (shelf life).

v' Validar o método analitico por CLAE- UV-vis, seguindo os parAmetros das legisla¢des e

guias vigentes.

v" Utilizar a metodologia submetendo a analise seis amostras oriundas de cinco diferentes
detentores de registro, com método validado, com énfase na quantificacdo das impurezas
organicas conhecidas e das impurezas desconhecidas, em comprimido revestido de 500

mg em comercializa¢do no mercado brasileiro, confirmando sua adequabilidade.
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4 MATERIAL E METODO

4.1. SUBSTANCIA QUIMICA REFERENCIA - (SQR/ SQC/ SQF)

Foram adquiridas as substancias padrdes, conforme Tabela 9.

Tabela 9 - Relacao das SQFs e SQCs, Fornecedores, dados variaveis do lote e poténcia

Substancia N° de Lote Fornecedor Poténcia Data Validade
SQF - Padrao LRAC6480.1 Supelco 98,7% 31/12/2024
prim. de AZM
SQC - Padrao PS 003/22 Fabricante Alfa  102,7% 12/07/2022
sec. de AZM
SQF - Padrao
de imp. identif. 00M6FN European Nao se B
de picos EPCRS Pharmacopeia aplica
— batch 5

OLYAZ0010.0L, 87,7% 19/09/2024

SAG-IS-1905, 83,5% 31/07/2023

SAG-IS-1903, Olympus 94,9% 31/07/2023

SQF - Padrao OLYAZ0010.0F, Chemicals & 96,1% 26/12/2023
das impurezas OLYAZ0010.0J, Fertilizers € 98,0% 26/12/2023
L,M,E,F,J,Ie OLYAZ0010.0I, SAG Chem. 94,8% 26/12/2023
N SAG-IS-1904 e 84,8% 31/07/2023
SAG-IS-1906 90,2%, 31/07/2023,

respectiv. respectiv.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

4.2 LOTES DOS MEDICAMENTOS

Foram adquiridos comercialmente amostras da forma farmacéutica comprimido

revestido, conforme Tabela 10.
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Tabela 10 - Relacio dos medicamentos e respectivos dados variaveis do lote

Medicamento Numero de Lote Data Fabricacao Data Validade
Produto A EP9533 03/21 02/24
Produto B! 010494 02/21 02/23
Produto B? 021338 04/22 04/24
Produto C 838068 01/23 01/25
Produto D LDPKP04183 02/23 02/25
Produto E 230090 01/23 01/25

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

4.3 FABRCIANTES DOS IFAs.

Foram avaliados os fabricantes de IFA, conforme descrito na Tabela 11.

Tabela 11 - Rela¢ido dos medicamentos e respectivos fabricantes do IFA

Medicamento Fabricante do IFA Medicamento Fabricante do IFA
Produto A Nao informado Produto C Fabricante Zeta
Produto B! Fabricante Alfa Produto D Fabricante Gama
Produto B> Fabricante Beta Produto E Fabricante Alfa

Fonte: Elaborado pelo autor, através de benchmarking, 2022

4.4 SOLVENTES E REAGENTES

Acetonitrila UV/CLAE - Merck, Acido Fosférico PA — Neon, Fosfato de aménio
monobasico anidro PA - Neon, Fosfato de sodio dibasico hepta-hidratado — Neon, Metanol

UV/CLAE- Merck e agua ultrapurificada.

4.5 EQUIPAMENTOS

Balanga Analitica Ohaus — Modelo DU215CD — Classe I; peagametro Methrom -
modelo 827 pH Lab.; Ultrassom — Unique — Modelo USC-5000; centrifuga microprocessadora
— Quimis — Modelo G222TM208; CLAE Agilent Technologies 1260 Infinity II - Detector DAD
- Software Waters Empower 3; CLAE Shimadzu LC-20 30 C- Detector DAD - Software Lab

Solutions.
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4.6. METODO

4.6.1. Otimizacao e Adequacio do Método Analitico

Durante os testes iniciais foi verificado que seguindo as condi¢des cromatograficas
exatas, conforme defini¢do da USP43, ndo foi obtido uma boa resolucdo entre os picos da
impureza J ¢ do composto relacionado F de AZM. Com o objetivo de otimizar tal resolugao
ajustes de temperatura do forno da coluna cromatografica foram propostos e avaliados.

Além disso, observou-se que os fatores respostas da impureza J, do composto
relacionado F de AZM e da impureza I ndo corresponderam aqueles descritos na USP. Foram
avaliadas essas trés impurezas e a recuperacdo também nao foi reprodutiva.

Na adequagdo do método analitico, foi proposto incorporar o método descrito na
monografia da BP com alteracdo da concentragcdo da solucdo amostras e de algumas solugdes
de system. Obteve-se €xito na identificagdo das impurezas com base no EPCRS batch 5 — padrao
referéncia de identifica¢do de picos de Azitromicina (Azithromycin for peak identification), que
possui condigdes cromatograficas semelhantes ao método em desenvolvimento. Visto que o
método analitico ¢ muito sensivel, com intuito de eliminar equivocos ao se identificar cada uma
das impurezas organicas, propds-se incluir na analise cromatografica uma inje¢ao deste padrao
e utiliza-lo como referéncia para integragdo das impurezas.

Através de anélise instrumental, por CLAE UV-Vis, eluiu-se os compostos, usando uma
transicao progressiva denominada de gradiente. Na composicao da fase modvel, partiu-se do
aquoso (polar) para o organico (apolar). A ordem de elui¢do dos componentes da amostra ¢
uma func¢do das mudangas de solvente durante o gradiente. Os compostos eluem em ordem de
polaridade, onde os compostos mais hidrofilicos ficam menos tempo retido na fase estacionaria,
sendo assim os primeiros a serem detectados. A premissa deste tipo de separacao ¢ de que os
compostos organicos em uma fase mével aquosa interagem através de diferentes mecanismos
(adsorgao, por exemplo), preferencialmente em um material organico estacionario, revestida
num suporte sélido. Utilizou-se elui¢ao do tipo gradiente, em fase reversa, com variagao do

tempo e concentracao das fases moveis, conforme descrito na Tabela 12.
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Tabela 12 - Composicao e proporc¢iao das fases moveis - eluicio por gradiente

Fase movel . Fase madvel .
- Fase movel - Fase movel
T Tampao Tempo Tampao
empo Metanol: . . Metanol:
(minutos) el de Acetonitrila (minutos)  fosfato de sédio Acetonitrila —1:3
sodio dibasico 1:3 (%) viv dibasico anidro (%) VIV
anidro (%) S (%) ’

0 50 50 62 31 69

20 46 54 63 30 70

22 46 54 72 30 70

27 45 55 77 50 50

32 40 60 95 50 50

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Na Tabela 13 foram elencadas as impurezas orgéanicas conhecidas, oriundas de eventual
degradagdo do farmaco durante o shelf life e os critérios de aceitagdo estabelecidos pelas

monografias farmacopeicas USP 43 e BP 2022.

Tabela 13 - Critérios de Aceitacio — Impurezas de degradacio na AZM

Impureza Limite
N-oxido de Azitromicina — (Impureza L) Méximo de 1,0%
3’-(N, N-Didemetil) -3’-N-formilazitromicina - (Impureza M) Maximo de 1,0%
3’- (N, N-Didemetil) azitromicina aminoazitromicina — (Impureza E) Maximo de 0,5%
3’-N-Demetil-3'N-formilazitromicina - (comp. relacionado F de AZM) Méximo de 1,0%
Maximo de 0,5%

Desosaminilazitromicina - (Impureza J)

3'-N-Demetilazitromicina - (Impureza I) Maximo de 0,7%
3’-De(dimetilamino)-3’-oxoazitromicina — (Impureza N) Maximo de 1,0%
Maximo de 0,2%

Qualquer impureza ndo especificada

Total de impurezas Maximo de 5,0%

Fonte: United States Pharmacopeia — USP 43 e British Pharmacopeia, 2022

As especificacdes sdo semelhantes para as duas monografias farmacopeicas
pesquisadas. Para a impureza M e para o composto relacionado F de AZM, em virtude dos
isomerismo conformacional (rotdmero) a quantificagdo deve contemplar seus respectivos

rotameros.

4.6.2 Preparo das solucdes cromatograficas
v" Solugéo fase mdvel A: Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 1,8 g de fosfato de
sodio dibasico anidro e diluiu-se em 1.000 mL de 4gua ultrapurificada. Ajustou-se o

pH para 8,9 com acido fosforico diluido;
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v Solugdo fase movel B: Mediu-se 250 mL de metanol UV/CLAE e 750 mL de
acetonitrila UV/CLAE;

v" Solugdo B: Pesou-se, em balanca analitica, cerca de 1,7 g de fosfato de amdnio
monobasico anidro PA e diluiu-se em 1.000 mL de 4gua ultrapurificada. Ajustou-se
o pH para 10,0 com hidroxido de amonio PA;

v" Solugdo diluente A: Preparou-se uma mistura de metanol: acetonitrila: solu¢do B
(tampao de fosfato de amdnio pH 10) (7:6:7) v/v.

v" Solugdo diluente B: Preparou-se uma mistura de solu¢do B (tampédo de fosfato de
amoénio pH 10) e metanol (1:1) v/v.

Nota!: Todas as solugdes preparadas foram devidamente degaseificadas.

4.6.3 Preparo da solucio EPCRS batch 5 — padrao referéncia de identificacio de picos de
Azitromicina (Azithromycin for peak identification)

Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 4,0 mg do padrao referéncia de identificagcdo de
picos de azitromicina EP diretamente em um frasco de vidro. Adicionou-se volumetricamente
1,0 mL de solugdo diluente A [MetOH: ACN: solu¢ao B (tampao de fosfato de amonio pH
10:MetOH — 1:1) - 7:6:7 v/v] e dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a
temperatura ambiente. A solucdo foi filtrada com unidade filtrante de PVDF 0,22 pum e

transferida para vial ambar de 1,5 mL. Homogeneizou-se manualmente.

4.6.4 Placebos
Foram manipulados laboratorialmente com auxilio de gral com pistilo, quantidade
suficiente de placebo semiquantitativo dos medicamentos A, B, C, D e E, respectivamente. A

composi¢ao qualitativa e quantitativa de cada placebo esta descrita nas Tabelas 14 a 18.

Tabela 14 - Composic¢ao do Placebo — Medicamento A

Composicao Qualitativa Composicao Composicao Qualitativa Composicao
Quantitativa (%) Quantitativa (%)
Amido pré-gelatinizado 19,5 Estearato de Magnésio 2,4

Fosfato de Célcio
dibasico anidro 09, Lauril Sulfato de Sédio 3,6
Opadry branco (polimero
3,6 aquoso composto por: didxido
de titanio, hipromelose,
macrogol e polissorbato 80

Croscarmelose Sédica 7,1

Fonte: bula do medicamento, 2022.
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Tabela 15 - Composicio do Placebo — Medicamento B! / B

Composicao Qualitativa Composicao Composicao Qualitativa Composicao
Quantitativa (%) Quantitativa (%)
Celulose Microcristalina 63,9 Croscarmelose Sodica 7,1
Opadry II White (polimero
Lauril Sulfato de Sédio 36 aquoso composto por: dioxido de 7.1
titanio, hipromelose, macrogol e
polissorbato 80
PVP K-30 10,9 Talco farmacéutico 5,0
Estearato de Magnésio 24
Fonte: bula do medicamento, 2022.
Tabela 16 - Composicao do Placebo — Medicamento C
Composicao Qualitativa Composicio Composicao Qualitativa Composicao
Quantitativa (%) Quantitativa (%)
Alcool etilico 0,0 Fosfato de Calcio dibasico 2,4
Amido de milho 75,7 Hidroxipropilmetilcelulose 4,0
Croscarmelose Sodica 12,2 Polietilenoglicol 0,2
Diéxido de Titanio 0,5 Oleo Vegetal Hidrogenado 0,2
Estearato de Magnésio 4,9
Fonte: bula do medicamento, 2022.
Tabela 17 - Composicao do Placebo — Medicamento D
Composicao Qualitativa Composicio Composiciao Qualitativa Composicao
Quantitativa (%) Quantitativa (%)
Alcool Polivinilico 7,9 Fosfato de calcio dibasico 2.3
Amido 68,1 Lauril Sulfato de Sédio 1,1
Croscarmelose Sodica 10,4 Polietilenoglicol 0,8
Diéxido de Titanio 2,6 Talco Farmacéutico 4.5
Estearato de Magnésio 2,3
Fonte: bula do medicamento, 2022.
Tabela 18 - Composicio do Placebo — Medicamento E
Composiciao Qualitativa Composicao Composicao Qualitativa Composicio
Quantitativa (%) Quantitativa (%)
Amido de milho 12,2 Lauril Sulfato de Sodio 1,2
Celulose Microcristalina 65,0 Polietilenoglicol 0,4
Croscarmelose Sodica 7,3 Polissorbato 80 2,4
Estearato de Magnésio 2,4 Talco Farmacéutico 49
Hidroxipropilmetilcelulose 4,0

Fonte: bula do medicamento, 2022.
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4.6.5 Planejamento de Experimento

Adotou-se como metodologia a otimizagao para o método analitico descrito em United
States Pharmacopeia — USP 37, USP 43 e British Pharmacopeia, 2022, respaldada por um
planejamento de experimento, objetivando evidenciar a melhor condi¢ao de temperatura e fluxo
de injegao uma vez que a adequabilidade do método analitico havia sido alcangada. Buscou-se
o0 auxilio da Academia para o planejamento experimental e a otimizacdo do método analitico.

A fim de respaldar a escolha dos pardmetros cromatograficos de temperatura do forno da
coluna e fluxo de inje¢d@o, considerando como fator resposta a Resolu¢do, um planejamento de
experimento fatorial 3%, com triplicata no ponto central foi construido, conforme Tabela 19.
Analisou-se a substancia quimica farmacopeica (SQF): Padrdo referéncia EPCRS batch 5 —
padrio referéncia de identificacdo de picos de Azitromicina, preparada conforme descrito em

4.6.3.

Tabela 19 - Planejamento de experimento usando modelo fatorial 32

X1 Fluxo mL min’!
y Resolucao
') Temperatura °C
Planejamento x; (mL min.™") x2 (°C) Y

(+) 0,7 50 CRS

0 0,9 55 CRS

) 1,1 60 CRS

Ensaio Fluxo mL min™! Temperatura °C x1 x2

1 0,7 50 -1 -1
2 0,9 50 0 -1
3 1,1 50 I -1
4 0,7 55 -1 0
5 0,9 55 0 0
6 1,1 55 1 0
7 0,7 60 -1
8 0,9 60 0 1
9 1,1 60 1 1
10 0,9 55 0 0
11 0,9 55 0 0

Legenda: CRS (Chromatographic Resolution Statistic)
Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Na Tabela 20 foram descritas as condi¢des cromatograficas empregadas no experimento,
onde a temperatura do forno da coluna (parametro avaliado n° 1) e o fluxo de injecao (parametro

avaliado n° 2) foram, entdo, estabelecidos.
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Tabela 20 - Condi¢des cromatograficas

- Pre coluna C18 (4 x 3,0mm); - Fluxo: Parametro avaliado n°® 2;

- Temp. do auto injetor: 15 °C; - Detector: Arranjo de diodos (DAD) —
210 nm

- Coluna: C18 (250 mm x 4,6 mm — 5 um); Volume de injec¢ao: 50 uL

- Temp. do forno da coluna: Pardm. avaliado n° 1; | - Sistema: CLAE Agilent Tech. 1260
Infinity 11

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

A rotina computacional desenvolvida para a otimizagao de separacdes cromatograficas,
conforme MC Guffin e Tavares, (1997) foi apresentada através da expressdo matematica, a
seguir.

Os dados de resolugdo, area do pico, nimero de pratos teoricos, tempo de retengdo
relativo (RT7T) obtidos através do softwareWaters Empower do CLAE Agilent Technologies
1260 Infinity Il foram compilados em planilha Excel de forma a se obter o valor de CRS.

Sl Ry — B’ a Rn® L,
CRS = {2[ = Pt ” Z;
1

=1 (R ey — RmirlJEH.u‘_I— =1 (e UR“E o
Onde: CRS': chromatographic resolution statistic; Ri, i+1 ¢ a resolucdo entre pares de
solutos adjacentes; Rav ¢ a resolugdo média de todos os pares de solutos; Ropt é o 6timo ou
resolucdo desejada (adotou-se o valor de 1,5); Rmin ¢ a resolugdo minima aceitavel (adotou-
se o valor de 1,0); tn ¢ o tempo de migra¢do do Ultimo soluto; n é o nimero de solutos na
amostra.

Conforme, Skoog et al., (2005) e demonstrado na Figural0, ¢ evidente que uma
resolucao de 1,5 fornece uma separacao essencialmente completa entre A e B, enquanto a
resolugdo de 0,75 ndo o faz. A uma resolugdo de 1,0, a zona de A contém aproximadamente 4%
de B e a zona B, aproximadamente 4% de A. Considerando uma resolugao de 1,5, a
sobreposicao ¢ aproximadamente de 0,3%. A resolucdao para uma dada fase estacionaria pode
ser melhorada aumentando-se o comprimento da coluna e, consequentemente o numero de
pratos tedricos e respectiva eficiéncia. No entanto, uma condicdo adversa a isso, seria o

acréscimo do tempo requerido para a separagao dos componentes.
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Figura 10 - Separacao a trés valores de resolu¢ao Rs=2AZ/ (Wa+ Wg)
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Fonte: Skoog et al., 2005

A qualidade de toda a separagdo ¢ avaliada por meio de uma fungdo de resposta
desenvolvida  originalmente para separagdes cromatograficas. Designou-se o0
chromatographic resolution statistic - (CRS) que considera a resolugdo dos solutos na
amostra, em vez de apenas o par menos resolvido, € incorpora trés importantes aspectos da
separacao (MCGuffin e Tavares, 1997). O primeiro termo na equagdo, chamado de termo de
resolugdo, avalia a resolucdo entre todos os adjacentes pares de solutos em comparagdo com
os valores definidos para 6timo e resolugao minima. O termo de resolugdo diminui conforme
Ri, i+1 se aproxima de Ropt e atinge o valor minimo de zero quando Ri, i+1 ¢ exatamente
igual a Ropt. Qualquer aumento adicional na resolugdo nao oferece nenhuma melhoria
adicional na qualidade da separagdo, portanto, o termo de resolugdo ¢ mantido em um valor
constante proximo para zero. O termo de resolucao aumenta rapidamente a medida que Ri,
i+1 se aproxima Rmin e torna-se indefinido quando Ri, i+1 ¢ exatamente igual a Rmin.

O segundo termo da equagdo, denominado termo de distribui¢do, considera o
espacamento relativo das zonas de soluto. O prazo de distribui¢do se aproxima de um valor
minimo de 1 quando a resolucao de cada par de solutos ¢ igual a resolu¢do média, que € o caso
quando todas as zonas estao uniformemente espacadas. O terceiro termo ou termo multiplicador

final na equacao, leva em consideracdo o tempo de andlise e a complexidade da amostra.

4.6.6 Validacio do Método Analitico

Conduziu-se a validacdo deste método analitico, conforme RDC 166/2017, onde
avaliou-se os parametros de seletividade, precisdo, exatiddo, linearidade, robustez, LD e LQ,
conforme ANVISA — RDC n° 166/2017, bem como o guia ICH Q2(R2) — Validation of
Analytical Procedures (European Medicine Agency, 2022).
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4.6.6.1 Seletividade

A seletividade foi demonstrada através de comparagdo cromatografica entre diluente/
branco utilizado no preparo da amostra, placebo do medicamento, padrao de AZM, padrdes de
cada uma das impurezas individuais (L, M, E, F, I, J, N), [FA de AZM e amostra do
medicamento (produto acabado) AZM 500mg.

Avaliou-se a pureza de pico no parametro seletividade através do software Lab
Solutions, de acordo com o documento “Data Acquisition & Processing Theory Guide” item 4
“Peak Purity Algorithms”, disponibilizado pelo fabricante do software em questdo. A presenga
de impurezas ¢ avaliada considerando os resultados de similarity (SI), threshold (1) e purity

index, conforme Figura 11, a seguir:

Figura 11 - Calculo da Pureza de Pico

SI>t Purity index > 0 No impurity is detected
SI<t Purity index <0 Impurity is detected

Legenda: SI (similarity), t (threshold)
Fonte: software Lab Solutions, 2023

Vale salientar que pureza de pico nao ¢ pureza quimica da substancia e sim, pureza
espectral. Avalia-se a coincidéncia do espectro presente em toda regido do pico cromatografico
e se a coincidéncia existir, tem-se a pureza de pico. Neste caso, detector PDA (photodiode
Array) pureza espectral da absor¢do na regido do UV. A Figura 12, ilustra a ocorréncia de pico

cromatograficos puro e impuro.

Figura 12 - Figura ilustrativa de Pureza de Pico

a) Pico sem impureza b) Pico com impureza
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Fonte: https://malcolm4chemist.blogspot.com/2008/07/peak-purity-analysis-by-chemstation-1.html
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Para determinar a seletividade para o doseamento do IFA na amostra integra utilizou-se
de uma concentracio tedrica de 1.000 pg mL™!. Para as impurezas organicas na concentragio
teorica adotada foi de 4.000 pg mL".

Contemplou-se a avaliagdo das solugdes de system suitability: solucao de sensibilidade,
solucao de adequabilidade, solugdo padrao referéncia de identificacao de picos de azitromicina
EPe solucao padrao de AZM P, e P.

Para as impurezas organicas contemplou-se a avaliacdo das seguintes solugdes: amostra
do IFA AZM diidratada, amostra do placebo, amostra do medicamento (produto acabado),

amostra do placebo acrescido do IFA no LQ; amostra do medicamento AZM 500 mg
comprimido revestido acrescido das impurezas L, M, E, composto relacionado F de AZM, J, |
e N no LQ, amostra do medicamento AZM 500 mg comprimido revestido acrescido das
impurezas L, M, E, composto relacionado F de AZM, J, I e N no limite de especificacao (LE).

Nota?: Para evitar a ocorréncia de carry over (efeito residual), que pudesse impactar no
resultado da elui¢dao do placebo, nova injecao do branco/ diluente foi adotada anteriormente a
inje¢do do placebo.

Nas solucdes preparadas para ensaio de degradagdo, houve exposi¢do a condig¢des
drésticas de estresse compreendendo faixa de pH acido, pH alcalino, oxidagao, presenca de ions
metalicos, luz, temperatura elevada e alta umidade. As condigdes utilizadas no estudo sao

apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21 — Condicdes de estresse e tempo de exposicio utilizadas na amostra

Amostra Condic¢ao de Estresse Tempo de Exposicao
Estresse Acido Acido Cloridrico 0,2 M 1 hora e 15 min.
Estresse Alcalino Hidréxido de Sédio 0,5 M 24 horas
Estresse Oxidativo Peroxido de Hidrogénio 0,1% m/v 5 min.
Estresse Umidade 75 +/-5% UR 30+/-2°C 15 dias
Estresse Temperatura 80 °C 15 dias
Estresse fon Metalico Sulfato de Cobre 11 0,05 M 24 horas
Estresse Foto exposi¢ao 2,4 milhdes de lux-hora 120 horas

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Para impurezas organicas/ substancias relacionadas em condic¢des de estresse

contemplou-se a avaliacdo das seguintes solucdes: solugdes do diluente, do branco sobre
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estresse, do placebo sob estresse, do IFA AZM diidratada sob estresse, amostra integra do
medicamento (produto acabado) sob estresse.

No estudo de seletividade foram avaliadas as possiveis interferéncias dos excipientes
presentes na formulagdo do medicamento (produto acabado), onde placebo, amostras do
medicamento e os padroes foram submetidos a condi¢des de estresse relevantes, objetivando
demonstrar que os excipientes da formulagdo, o branco, a fase movel, as impurezas organicas
e o diluente ndo interferem na quantificagao da substancia de interesse e na avalia¢ao da pureza
de pico de cada um dos compostos especificados.

Adotou-se os critérios de aceitacdo cromatograficos, conforme RDC 166/2017 e ICH
Q2(R2)/2022.

v" Resolugéo: valor minimo de 2,0 entre os picos de impureza J e composto relacionado F
de AZM, na solucdo de adequabilidade do sistema;

v" Relagdo sinal/ruido: minimo de 10,0 para o pico de AZM na solugéo de sensibilidade;

v Recuperagio de padrio: para a substincia AZM, entre 95% e 105% na comparagéo entre
as solugdes padrao de AZM para célculo de recuperacdo e a primeira inje¢ao da solucao
padrao de AZM;

v" Verificagdo do sistema: para a substincia AZM, desvio padrdo relativo maximo de
5,0 % entre as injecdes da solugdo padrao de AZM e a injecdo para verificagdo do

sistema.

4.6.6.1.1 Preparo da solucao (impurezas organicas) do IFA AZM diidratada:

Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 105,0 mg de AZM diidratada (equivalente a
100,0 mg de AZM) para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionou-se, cerca de 15 mL de solugdo
diluente e dissolveu em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente.
Completou-se o volume com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante

PVDF de 0,22 um. Concentragio final: 4.000,0 pg mL"! de AZM.

4.6.6.1.2 Preparo da solugdo do placebo (impurezas organicas) do comprimido revestido:
Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 72,34 mg do placebo do comprimido revestido

(equivalente a 100,0 mg do IFA AZM) e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL.

Adicionou, cerca de 15 mL de solugdo diluente e dissolveu em banho ultrassonico por 15

minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o volume com solugao diluente, homogeneizou
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e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22 um. Concentragdo final: equivalente a 4.000 ug
mL! de AZM.

4.6.6.1.3 Preparo da solucdo (impurezas organicas) do medicamento AZM 500 mg comprimido
revestido:

Pesou-se 20 comprimidos e determinou o peso médio. Em seguida, transferiu-os para
um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um po6 fino. Transferiu-
se, quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg do IFA AZM para balao volumétrico
de 25 mL. Adicionou-se cerca de 15 mL de solucdo diluente e dissolveu em banho ultrassonico
por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o volume com solucao diluente,
homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22 um. Concentragao final: 4.000,0 pg
mL! de AZM.

4.6.6.1.4 Preparo da solucao do placebo do comprimido revestido acrescida do IFA AZM no
LQ:

Pesou-se, em balanca analitica, cerca de 72,34 mg do placebo do comprimido revestido
(equivalente a 100,0 mg de AZM) e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Para o
mesmo balao volumétrico, transferiu-se, volumetricamente, 0,1 mL da solu¢do estoque de
AZM. Adicionou-se, cerca de 15 mL de solucdo diluente e dissolveu em banho ultrassonico por
15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o volume com solugdo diluente,
homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22 pm. Concentra¢ao final: 4,0 pg mL"
'de AZM.

4.6.6.1.5 Preparo da solucdo de trabalho do medicamento AZM 500 mg comprimido revestido
acrescido das impurezas L, M, E, composto relacionado F de AZM, J, I e N no LQ - (0,1%):
Pesou-se 20 comprimidos e determinou-se o peso médio. Em seguida, transferiu-os para
um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um p6 fino. Transferiu
quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg de AZM para baldao volumétrico de 25
mL. A esse mesmo baldo volumétrico adicionou-se, volumetricamente, 0,1 mL da solucdo
estoque da impureza J, da impureza L, do composto relacionado F de AZM, impureza I, da
impureza M, da impureza N e 0,2 mL da solugdo estoque da impureza E. Adicionou-se cerca
de 15 mL de solugdo diluente e dissolveu em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura

ambiente. Agitou-se a solugdo em agitador orbital, a 250 rpm, por 15 minutos. Completou-se o
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volume com solug¢do diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22 pm.
Concentracdo final: 4.000,0 ug mL! de AZM; 4,0 ug mL"! de impureza J; 4,0 ug mL™! de
composto relacionado F de azitromicina; 4,0 pg mL™! de impureza I; 4,0 ug mL'de impureza

L; 4,0 ug mL! de impureza M; 4,0 pg mL™! de impureza N e 4,0 pg mL™!' de impureza E.

4.6.6.1.6 Preparo da solucao de trabalho do medicamento AZM 500 mg comprimido revestido
acrescido das impurezas L, M, E, composto relacionado F de AZM, J, I e N no LE:

Pesou-se 20 comprimidos e determinou-se o peso médio. Em seguida, transferiu-os para
um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um po fino. Transferiu
quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg de AZM para baldao volumétrico de 25
mL. A esse mesmo baldo volumétrico adicionou-se, volumetricamente, 0,5 mL da solucao
estoque da impureza J, 1 mL da solugdo estoque do composto relacionado F de AZM, da
impureza L, da impureza M, da impureza N, da impureza E volume ricamente 0,7 mL da
solucdo estoque da impureza I. Adicionou-se cerca de 15 mL de solugdo diluente e dissolveu
em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Agitou-se a solugdo em
agitador orbital, a 250 rpm, por 15 minutos. Completou-se o volume com solugdo diluente,
homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22 um. Concentragdo final: 4.000 pg
mL! de AZM; 20,0 ug mL"! de impureza J; 40 ug mL! de composto relacionado F de
azitromicina; 28 ug mL™! de impureza I; 40 pg mL™! de Impureza L; 40 ug mL™! de Impureza

M; 40 pg mL! de Impureza N e 40 ug mL™! de Impureza E.

4.6.6.1.7 Preparo das solucdes padrdo estoque das impurezas L, M, E, composto relacionado F
de AZM, J,1eN:

Pesou-se, em balanca analitica, cerca de 10,0 mg dos padrdes de impureza L, impureza
M, impureza N, composto relacionado F de AZM, impureza J, impureza I, 5,0 mg do padrao de
impureza E volume ricamente transferiu-os para baldes volumétricos de 10 mL distintos.
Adicionou-se, cerca de 6 mL de acetonitrila UV/CLAE e dissolveu em banho ultrassonico por
15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o volume com acetonitrila UV/CLAE e
homogeneizou. Concentracao final das solugdes padrao estoque das Impurezas L, M, N, F, J e
I de AZM: 1.000,0 ug mL"! de impureza. Concentragio final da solugio padrio estoque da

Impureza E de azitromicina: 500,0 ug mL™' de impureza.
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4.6.6.1.8 Preparo da solugdo (impurezas organicas) do placebo e do medicamento AZM 500
mg comprimido revestido — ensaio de degradagao:

Submeteu-se as amostras incialmente a condicao de estresse conforme o parametro
(estresse por umidade, aquecimento e foto exposi¢ao).

Pesou-se 20 comprimidos e determinou-se o peso médio. Em seguida, transferiu-os para
um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um po6 fino. Transferiu-
se, quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg de AZM e transferiu para um balao
volumétrico de 25 mL. Transferiu-se, volumetricamente, cerca de 2 mL de acetonitrila para
abertura da amostra e colocou no banho ultrassonico por 5 minutos, a temperatura ambiente.
Transferiu, volumetricamente, cerca de 2 mL de acetonitrila UV/CLAE. Colocou em banho
ultrassOnico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Agitou-se a solu¢do em agitador orbital,
a 250 rpm, por 15 minutos, a temperatura ambiente. Adicionou-se, cerca de 10 mL de solugdo
diluente. Dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, & temperatura ambiente.
Completou o volume com solu¢ao diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF
de 0,22 um. Concentragio final: 4.000,0 ug mL' de AZM.

Para os parametros (estresse acido, alcalino, por oxidagdo e por ions metalicos), as
amostras estressadas foram preparadas de forma semelhante, obtendo a mesma concentracao
final de 4.000,0 pg mL™' de AZM. Neste preparo, solubilizou-se as amostras em quantidade
especifica de solucdo diluente, acrescida do respectivo volume do agente para cada condi¢ao
de estresse.

Vale salientar que para o caso do estresse acido e do estresse alcalino antes de completar
o volume as amostras foram neutralizadas com mesmo volume de solugao de hidroxido de sodio

para o estresse acido e solugdo de acido cloridrico para o estresse alcalino.

4.6.6.1.9 Preparo da solugdo branco para a condi¢do de estresse:

Transferiu-se, volumetricamente, cerca de 2,0 mL de uma solucdo de acetonitrila
UV/CLAE para um baldo volumétrico de 25 mL e homogeneizou-se em banho ultrassonico por
5 minutos, a temperatura ambiente. Transferiu-se, volumetricamente, quantidade especifica da
solucao diluente, acrescida do respectivo volume do agente para cada condi¢dao de estresse.
Agitou-se em agitador orbital por 45 min, a 250 rpm, a temperatura ambiente. Decorrido o
tempo de estresse, adicionou-se cerca de 15,0 mL de solucao diluente ajustada para estresse,

diluiu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o
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volume com solugdo diluente ajustada para estresse, homogeneizou e filtrou-se com unidade

filtrante de PVDF 0,22 pm.

4.6.6.1.10 Preparo da solugao amostra do IFA AZM diidratada para a condigdo de estresse:
Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 105,0 mg do IFA AZM diidratada (equivalente
a 100,0 mg de azitromicina) AZM e transferiu para um baldo volumétrico de 25 mL. Procedeu-
se conforme descrito em 4.2.3.1.10. Concentragio final: 4.000,0 pg mL™' de AZM.
As solugdes de system suitability utilizadas na avaliacdo da seletividade das impurezas

organicas/ subst. relacionadas foram preparadas conforme descrito a seguir.

4.6.6.1.11 Preparo da solugdo padrao de trabalho de AZM:

Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 8,0 mg de AZM diidratada (equivalente a 25,0
mg de AZM) para baldo volumétrico de 100 mL. Adicionou-se, cerca de 75 mL de solucdo
diluente e dissolveu em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente.
Completou-se o volume com solucdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante
PVDF de 0,22 pm. Concentragdo final da solu¢do padrio de trabalho: 80,0 pg mL™!' de AZM,

conforme Figura 13.

Figura 13 — Ilustracao do preparo da solucio padrao de trabalho da AZM
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

4.6.6.1.12 Preparo da solugdo padrao de sensibilidade:
Transferiu-se volumetricamente, 1,0 mL da solucao padrdo de anélise de AZM para um

baldo volumétrico de 20 mL. Completou-se o volume com solugdo diluente, homogeneizou e
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filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22 pm. Concentracdo final da solugdo padrao de
trabalho: 4,0 ng mL™!' de AZM.

4.6.6.1.13 Preparo da solucao de adequabilidade composta pelas impurezas I, J e Composto
relacionado F de AZM:

Transferiu-se, volumetricamente, 40 pL da solu¢do padrdao estoque do Composto
relacionado F; 120uL das solugdes padriao estoque das impurezas I e J para um baldo
volumétrico de 10,0 mL. Completou-se o volume com solucdo diluente, homogeneizou e filtrou
em unidade filtrante PVDF de 0,22 um. Concentracdo final da solucdo de adequabilidade do
sistema: 12,0 pg mL'de Impureza J, 4,0 ng mL'de composto relacionado F de AZM e 12,0 pg

mL!de Impureza I.

4.6.6.2 Limite de Detecgdo (LD):

Demonstrou-se o limite de detec¢do através da obtengao da menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pudesse ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado,
sob as condigdes experimentais estabelecidas. O LD pode ser determinado com base nos
parametros da curva de calibragdo, a partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no
minimo, 3 curvas de calibragdo construidas contendo concentra¢des do analito proéximas ao
suposto limite de deteccdo ou a partir da estimativa de ruido proveniente da analise de um
apropriado nimero de amostras do branco.

O limite de deteccao foi obtido através da formula:

33:0
IC

LD =

Onde, IC ¢ a inclinagdo da reta e 6 € o desvio padrao obtido do intercepto com o eixo Y
de trés curvas analiticas construidas contendo concentragdes proximas ao suposto limite de
deteccgao.

Estimou-se o LD a partir das avaliagcdes dos padrdes de referéncia das substincias de
impurezas organicas L, M, E, F, J, I e N de AZM nas concentragdes estabelecidas do limite de
deteccdo do método, avaliando-se a razdo sinal-ruido (S/N). Definiu-se considerando as
concentragdes capazes de produzir uma razao sinal-ruido maior ou igual a 3:1. Injetou-se
solugdes padrdo das impurezas, no limite de deteccdo (LD) com concentragdo trés vezes menor

que a concentragdo definida para o limite de quantificagdo (LQ) utilizada no ensaio de
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linearidade, bem como as solugdes de cada impureza conhecida no LQ a fim de confirmar esta

estimativa.

4.6.6.3 Limite de Quantificagdo (LQ):

O limite de quantificacao (LQ) ¢ a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigdes experimentais
estabelecidas. O LQ deve ser coerente com o limite de especificacao (LE) da impureza.

O limite de quantificacdo foi obtido através da féormula:

10 -0
IC

LQ =

Onde, IC ¢ a inclinagdo da reta e 6 € o desvio padrao obtido do intercepto com o eixo Y
de trés curvas analiticas construidas contendo concentragdes proximas ao suposto limite de
deteccao.

Os limites de quantificacdo (LQ) para o método analitico foram estimados a partir das
avaliacdes dos padrdes de referéncia das substancias de impurezas organicas L, M, E, J, I, N e
composto F de AZM nas concentracdes estabelecidas do limite de quantificagdo do método,
avaliando-se a razao sinal-ruido (S/N). Os mesmos foram definidos como as concentragdes
capazes de produzir uma razao sinal-ruido maior ou igual a 10:1. Os limites de quantificagao
foram definidos como o limite de notificagdo do método, a saber: 0,10%. Experimentalmente e
com base na RDC 53/2015, optou-se por adotar o limite de notificagdo (menor quantidade do

analito a notificar).

4.6.6.4 Linearidade

A linearidade foi determinada através de seis niveis, em triplicata, de maneira
independente partindo da mesma solugdo estoque. Preparou-se as curvas de calibracdo para
todas as impurezas organicas L, M, E, composto relacionado F de AZM, J, I, N e para o [FA
AZM, na faixa de trabalho de 80% -120%. Para cada replicata, foi gerada uma curva analitica
relacionado area do pico versus concentracao do analito por meio do método dos minimos
quadrados. Em seguida, foram calculados os pardmetros de regressdo: coeficiente angular,
interseccdo com o eixo y e coeficiente de correlagcdo. Por fim, foram realizados célculos

estatisticos de andlise de varidncia para determinacdo da significancia da regressdo e verificar
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se houve falta de ajuste. Além disso, foi utilizado o teste de Cochran para avaliagao da
homocedasticidade dos dados (BRASIL, 2017).

Os resultados foram tratados por métodos estatisticos apropriados e os fatores respostas
para cada uma das impurezas foram obtidos através do seguinte calculo:

Fator resposta (Fr) = Coeficiente angular (impureza em avaliacio)
Coeficiente angular (AZM)

A avaliagdo da linearidade para o ensaio de impurezas organicas foi realizada com base
na resposta analitica obtida para cada uma das sete impurezas organicas conhecidas oriundas
da degradagdao do medicamento (produto acabado), sendo essas obtidas com as SQCs das
respectivas substancias. Como a AZM foi estabelecida como o padrao de anélise para o método
de impurezas organicas, a faixa coberta na linearidade teve por objetivo cobrir as especificagdes
das impurezas organicas conhecidas, impurezas desconhecidas e da propria AZM. Dessa forma,
a faixa linear avaliada cobriu toda a extensdo de especificacdo do produto, partindo desde o
limite de quantificacdo, até a faixa de especificacdo para todas as impurezas especificadas. A
verificagdo das linearidades para as impurezas organicas conhecidas foi realizada conforme

estabelecido e demonstrado na Tabela 22.

Tabela 22 - Faixa de Linearidade avaliada

CONCENTRACAO — LIMITE DE QUANTIFICACAO (ugmL™")
0,10% 0,14% 0,20% 0,28% 0,30% 0,40%  0,50%

Analito

Impureza L 4,00 8,00 16,00
Impureza M 4,00 - 8,00 - - 16,00 -
Impureza E 4,00 - 8,00 - 12,00 16,00 20,00
Impureza F 4,00 - 8,00 - 16,00 - -
Impureza J 4,00 8,00 - 12,00 16,00 20,00
Impureza I 4,00 5,60 - 11,20 - - -
Impureza N 4,00 - 8,00 - - 16,00 -
Impureza - - - - - -
Desconhecida 8,00
CONCENTRACAO - LIMITE DE QUANTIFICACAO (ugmL™)
Analito

0,56% 0,60% 0,70% 0,80% 0,84% 1,00% 1,20%
Impureza L - - - 32,00 - 40,00 48,00
Impureza M - - - 32,00 - 40,00 48,00
Impureza E - 24,00 - - -
Impureza F - - - 32,00 - 40,00 48,00
Impureza J - 24,00 - - - - -
Impureza I 22,40 - 28,00 - 33,60 - -
Impureza N - - - 32,00 - 40,00 48,00

Imp. Desconhecida - - - - - - -
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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4.6.6.4.1 Preparo da solucao para verificagdo da faixa linear para a impureza L:

Pesou-se, em balanca analitica, cerca de 20,0 mg da impureza L e transferiu-se para
baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se, cerca de 12 mL de acetonitrila UV/CLAE e
dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o
volume com acetonitrila UV/CLAE e homogeneizou. Concentra¢ao final da solucao padrao
estoque de impureza L: 1.000,0 ugmL. Posteriormente, transferiu-se volumetricamente, 0,8
mL da solugdo estoque de impureza L para balao volumétrico de 10 mL. Diluiu-se e completou
o volume com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22

um. Concentragio final: 80,0 ug mL™".

4.6.6.4.2 Preparo da solugdo para verificagdo da faixa linear da impureza M:

Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 20,0 mg da impureza M de AZM e transferiu-
se para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se, cerca de 12 mL de acetonitrila UV/CLAE
e dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o
volume com acetonitrila UV/CLAE e homogeneizou. Concentragdo final da solu¢do padrdo
estoque de impureza M: 1.000,0 ugmL'. Posteriormente, transferiu-se volumetricamente, 0,5
mL da solugdo estoque de impureza M para baldo volumétrico de 10 mL. Diluiu-se e completou
o volume com solucdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22

um. Concentracdo final: 50,0 ug mL™.

4.6.6.4.3 Preparo da solucao para verificacdo da faixa linear da impureza E:

Pesou-se, em balancga analitica, cerca de 10,0 mg da impureza E de AZM e transferiu-
se para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se, cerca de 12 mL de acetonitrila UV/CLAE
e dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o
volume com acetonitrila UV/CLAE e homogeneizou. Concentragdo final da solu¢do padrao
estoque de impureza E: 500,0 ugmL!. Posteriormente, transferiu-se volumetricamente, 0,5 mL
da solugdo estoque de impureza E para baldo volumétrico de 10 mL. Diluiu-se e completou o
volume com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22 pm.

Concentragdo final: 25,0 pg mL"".

4.6.6.4.4 Preparo da solucao para verificagdo da faixa linear do composto relacionado F de

AZM)
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Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 20,0 mg da impureza composto relacionado F
de AZM e transferiu-se para balao volumétrico de 20 mL. Adicionou-se, cerca de 12 mL de
acetonitrila UV/CLAE e dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura
ambiente. Completou-se o volume com acetonitrila UV/CLAE e homogeneizou. Concentragao
final da solucdo padrio estoque de composto relacionado F: 1.000,0 pgmL-!. Posteriormente,
transferiu-se volumetricamente, 0,5 mL da solu¢do estoque de composto relacionado F para
baldo volumétrico de 10 mL. Diluiu-se ¢ completou o volume com solucao diluente,
homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22 pm. Concentragdo final: 50,0 pg

mL.

4.6.6.4.5 Preparo da solugdo para verificacdo da faixa linear da impureza J:

Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 20,0 mg da impureza J de AZM e transferiu-se
para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se, cerca de 12 mL de acetonitrila UV/CLAE e
dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o
volume com acetonitrila UV/CLAE e homogeneizou. Concentragao final da solucao padrao
estoque de impureza J: 1.000,0 pgmL™'. Posteriormente, transferiu-se volumetricamente, 0,25
mL da solugdo estoque da impureza J para balao volumétrico de 10 mL. Diluiu-se e completou
o volume com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22
um. Concentragdo final: 25,0 ug mL™.
4.6.6.4.6 Preparo da solucdo para verificacao da faixa linear da impureza I:

Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 20,0 mg da impureza [ de AZM e transferiu-se
para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se, cerca de 12 mL de acetonitrila UV/CLAE e
dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o
volume com acetonitrila UV/CLAE e homogeneizou. Concentracao final da solugdo padrao
estoque de impureza I: 1.000,0 ugmL'. Posteriormente, transferiu-se volumetricamente, 0,5
mL da solugdo estoque de impureza I para balao volumétrico de 10 mL. Diluiu-se e completou
o volume com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22

pm. Concentracdo final: 50,0 ug mL™.

4.6.6.4.7 Preparo da solucdo para verificagdo da faixa linear da impureza N:

Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 20,0 mg da impureza N de AZM e transferiu-
se para baldo volumétrico de 20 mL. Adicionou-se, cerca de 12 mL de acetonitrila UV/CLAE
e dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o

volume com acetonitrila UV/CLAE e homogeneizou. Concentragao final da solugdo padrdo
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estoque de impureza N: 1.000,0 pgmL™!. Posteriormente, transferiu-se volumetricamente, 0,5
mL da solugdo estoque de impureza N para balao volumétrico de 10 mL. Diluiu-se e completou
o volume com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante PVDF de 0,22
um. Concentragio final: 50,0 ug mL"".

Nas Tabelas 23 e 24 foram descritos para cada analito, o volume da solugdo para
verificagdo da linearidade utilizada, o volume de solucdo diluente, a fracdo proporcional e a

respectiva concentracao teorica.

Tabela 23 - Preparo das solucdes - verificacido da faixa linear para as impurezas

Volume da

c ~ Volume de ~
Analito solucio para ~ Fracao -
. ~ solucio . Concentracio
verificacido da . proporcional
linearidade GG
Cfinar: 1,33 ugmL™*
Impureza L 16,7 uL 983,3 uL. 0,03% (Limite de deteccio)
Impureza. M; I; . -1
N Composto F 26,7 uL 973,3 uL 0,03% (st s 0L o)
de AZM
. Cfinat: 1,33 ugmL™!
V) s
Impureza. E; J 53,3 uL 946,7 uL 0,03% (Lémite f% detechifllo)
1na: b m )
Impureza L 50,0 uL 950,0 uL 0,10% (Limitfe 1de quetlllgtiﬁcagﬁo)
Impureza M; I; . 1
N; Composto F 80,0 uL 920,0 puL 0,10% (Liniiee i s c0)
de AZM
) Céinai: 4,0 pgmL™!
I .E;J 160,0 uL 840,0 uL 0 . .
mpureza. £, S H oM 0,10% (Limite de quantlﬁc:f,}cio)
Impureza. I 112,0 ulL 888,0 L 0.14% (20%"“3; Zé?) :cgifr?cI;géo)
C inal- 8,0 mL"
Impureza L 100,0 uL 900,0 pL 0,20% (40% da cspecificagdo)
Impureza. M; N . 1
Composto F de 160,0 uL 840,0 uL 0,20% (a0 SO L 50)
AZM
. -1
Impureza. E; J 320,0 uL 680,0 uL. 0,20% ( 405;1"3; gs?j e*t:gigcl;céo)
(1]
. -1
Impureza. I 224,0 uL 776,0 uL 0,28% ( 45,2“251615’565?{?;;@5 0)
. -1
Impureza. E; J 480,0 uL 520,0 uL 0,30% (6(%2“?11'31628’1?65%2;@ 0)
Ceinat: 16,0 L!
Impureza L 200,0 pL 800,0 uL 0,40% (60% da especificacio)
Impureza M; N; . -1
Composto F de 320,0 uL. 680,0 uL 0,40% (6&%“%@116365’196%1%?0%@50)
AZM
. Cfinai: 16,0pgmL™"
0
Impureza E; J 640,0 pL 360,0 uL 0,40% (80% da especiﬁcagfio)
Impureza E; J 800,0 puL 200,0 uL 0,50% Crint: 20,0 pgmL

(100% da especificagao)
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Crinat: 22,4 pgmL-!

0
mpureza HsouL 20k 0.56% (80% da especificagdo)
Cinal: 24,0 ugmL'l
. 0,
mpureza 54 260.0 uL 40.0 uk 0.60% (120% da especificacdo)
Cinal: 28,0 }J.gmL'l
V)
fmpureza | 2600 uL 40,0 pL 0,70% (100% da especificagdo)
. |
Impureza L 400,0 puL 600,0 uL 0,80% Cina: 32,0 pgmL

(80% da especificagdo)
Impureza M; N;

composto o Cfinat: 32,0 pgmL-!
relacionado F de 640,0 ul. 360.0 ul. 0.80% (80% da especificagdo)
AZM
Cfinat: 33,6 pgmL!
0
Impureza. I 672,0 pL 328,0 uL 0,84% (120% da especificacio)
Cfinat: 40,0 pgmL-!
)
Impureza L 500,0 pL 500,0 pL 1,00% (100% da especificacio)
Impureza M; N;
composto o Cfinat: 40,0 pgmL-!
relacionado F de 800,0 uL 200,0 pL. 1,00% (100% da especificacdo)
AZM
Cﬁnal: 48,0 MgmL_l
)
Impureza L 600,0 pL 400,0 pLL 1,20% (120% da especificacio)
Impureza M; N; 1
composto 960,0 uL 40,0 uL 1.20% Cfinai: 48,0 pgmL~
relacionado F de (120% da especificacao)
AZM

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.6.6.4.8 Preparo da solucdo para verificagdo da faixa linear da AZM

Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 16,0 mg de AZM e transferiu-se para baldao
volumétrico de 100 mL. Adicionou-se, cerca de 75 mL de acetonitrila UV/CLAE e dissolveu-
se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o volume com

acetonitrila UV/CLAE e homogeneizou. Concentragio final de AZM: 160,0 ug mL™.

Tabela 24 - Preparo das solu¢des para verificacdo da faixa linear para a AZM

Volume da soluciio para Volume de ~
. ~ . ; ~ Fracao ~
verificacdo da linearidade para a solucio roporcional Concentraciao
impureza AZM diluente A Cr 133 1
17,0 uL 1983,0 uL 0,03% final: 1,3 HEM
(Limite de detecge“llo)
Cinal: 4,0 pgmlL-
25,0 uL 975,0 uL 0,10% . . ~
H H ° (Limite de quantificagdo)
100,0 puL 900,0 uL 0,40% Cfinai: 16,0 pgmL!
200,0 uL 800,0 pL 0,80% Cfinal: 32,0 pgmL™!
400,0 uL 600,0 uL 1,63% Cfinal: 64,0 pgmL!

500,0 uL 500,0 uL 2,00% Ciinal: 80,0 pgmL-!
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600,0 uL 400,0 uL 2,40% Ciinal: 96,0 pgmL"!
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
4.6.6.5 Precisdao/ Exatiddo

Para avaliagdo da precisdo foram avaliadas a repetibilidade e a precisdo intermediaria.
O tratamento estatistico aplicado aos resultados, considerou a média (x), o desvio padrao (S), a
variancia (S?) e o coeficiente de variacdo (CV) dos dados. A precisio foi demonstrada pela
dispersao dos resultados, onde calculou-se o desvio padrao relativo (DPR) da série de medigoes

conforme a foérmula:

DP
DPR =——-100
CMD

Onde, DP ¢ o desvio padrao e CMD, a concentracdo média determinada.

A avalia¢do dos ensaios de precisdo para as impurezas organicas foi realizada em
triplicata para cada concentragdo, em 3 niveis (baixo, médio e alto), preparadas de maneira
independente, a partir de uma mesma solucao estoque de cada impureza. Uma solugdo contendo
a amostra integra do produto também foi avaliada visando desconsiderar os niveis de impurezas
eventualmente ja presentes na amostra. A precisdo intermediaria foi realizada em dias
diferentes, com analistas diferentes, utilizando amostras nas concentragdes descritas na Tabela
22. Para qualquer outra impureza individual (impureza desconhecida), a repetibilidade foi
realizada com o padrao de referéncia do IFA de AZM em 4 niveis dentro de faixa de trabalho
estabelecida a seguir: LQ (4,0 ng mL! ou 0,1%); 100% da especificacdo de impurezas
desconhecidas (8,0 pg mL"! ou 0,2%); 120% da especificacio de impurezas desconhecidas (9,6
pg mL! ou 0,24%) e 96,0 pg mL! equivalente a 2,4%, englobando toda a faixa de trabalho do
padrao de analise de AZM (LQ até 120% da concentragdo do padrao).

A repetibilidade para as impurezas especificadas foi avaliada para o medicamento AZM
500 mg comprimido revestido preparado na concentra¢io de trabalho de 4.000,0 ng mL! de
AZM, contaminada com os padrdes das impurezas organicas conhecidas.

A exatidao do método analitico foi obtida por meio do grau de concordancia entre os
resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor aceito como verdadeiro. O
resultado do teste de exatidao foi expresso em porcentagem de recuperacao (Rec.) da substancia

de interesse com concentragao conhecida adicionada a amostra.

Recuperagio= CA (amostra adicionada) — CA (amostra) x 100
CTA
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Na avaliagdo da exatidao foram comparados, através da ANOVA, os resultados obtidos
com aqueles descritos nos compéndios oficiais, USP 43 e BP 2022. Na avaliagdo para as
impurezas organicas, o medicamento foi preparado na concentragdo de trabalho de 4.000,0 ug
mL"! de AZM, contaminado com os padrdes das impurezas organicas conhecidas conforme

descrito na Tabela 25.

Tabela 25 — Parametros de Precisao (repetibilidade e intermediaria) e Exatidao

c Precisio Precisao Exatidao
Concentrag¢io nominal do Analito one.em  Repetibilid. Intermed. Faixa de
% CV miximo CV maximo recuper.
(%) (%) (%)
Impureza L
. -1
. G 40pgml” 0,10%
(limite de quantificacdo do método)
Cfinat: 40,0 pg mL"! 1.00%
(especificacdo para impureza L) wRre 7,3 11,0 80-110

Crinai: 48,0 ng mL!
(120% da especificagdo para 1,20%
impureza L)

Impureza M

Cfinat: 4,0 pg mL™!

imite de quantificagdo do método ,10%
limite d ficagiio do métod 0,10
Cfinat: 40,0 pg mL™! .
(especificagdo para impureza M) 1,00% 11,0 80-110
Ciinar: 48,0 pg mL"! 7.3
(120% da especificacdo para 1,20%
impureza M)
Impureza E
Cfinai: 4,0 pg mL™!
(limite de quantificacdo do método) 0,10%
Cinat: 20,0 pg mL"! .
especificacdo para impureza , , -
ificagd i E 0,50% 7,3 11,0 80-110
Cfinat: 24,0 pg mL™!
o da especificagdo para ,60%
120% d ificaca 0,60%
impureza E)
Composto relacionado F de AZM
Cfinai: 4,0 pg mL™! .
(limite de quantificacdo do método) 0,10%
Cinal: 40,0 ug mL!
(especifica¢ao para composto 1,00%
relacionado F de AZM) 7.3 11,0 80-110
Cfinai: 48,0 pg mL™!
(120% da especificagdo para 1,20%
composto relacionado F de AZM)
Impureza J
Cfinal: 4,0 pg mL!
at: PS8 0,10%

(limite de quantificagdo do método)
Cfinat: 20,0 pg mL™! 0,50%
(especificacdo para impureza J) 11,0 80-110

7,3



Cfinat: 24,0 pg mL™!
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(120% da especificagdo para 0,60%
impureza J)
Impureza I
Cfinai: 4,00 pg mL™! .
(limite de quantificacdo do método) 0,10%
Cfinat: 28,0 pg mL™! 0
(especificagdo para impulreza I) 0,70% 7.3 11,0 80-110
Cinai: 33,6 pg mL-
(120% da especificagao para 0,84%
impureza I)
Impureza N
Cfinat: 4,0 pg mL™!
(limite de quantificagdo do método) 0,10%
Cfinai: 40,0 pg mL™! .
(eSpeCICﬁcacﬁfgpgra impureza N) 1,00% 73 11,0 80-110
final: 40,V Hg M
(120% da especificagédo para 1.20%
impureza N) ’
lAzitromicina (Impurezas nao-especificadas)
Ciinat: 4,0 pg mL”
(limite de quantificagio do método) 1070 >3 8,0 90-107
Cfinat: 8,0 pg mL™!
(100% da especificagdo para 0,20% 3,7 6,0 95-105
impurezas desconhecidas)
Cfinat: 9,6 pg mL™!
(120% da especificagdo para 0,24% 3,7 6,0 95-105
impurezas desconhecidas)
Cfinat: 96,0 pg mL™!
(120% da concentragao de trabalho 2,40% 2.7 4,0 97-103

do padrao analise

Fonte: AOAC Peer- Verified Methods Program, Manual on Policies and Procedures (1998), AOAC
International, Gaithersburg, MD e AOC Official Methods of Analysis (2012) Guidelines for Standard
Method Performance Requirements Appendix F.

4.6.6.5.1 Preparo da solugao amostra para verificagdo da precisao do método de determinagao

de impurezas organicas — medicamento AZM 500 mg comprimido revestido:

Pesou-se 20 comprimidos e determinou-se o peso médio. Em seguida, transferiu-os para

um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um po6 fino. Transferiu-

se, quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg de AZM para baldo volumétrico de 25

mL. Adicionou-se 15 mL de solugdo diluente e dissolveu em banho ultrassoénico por 15 minutos,

a temperatura ambiente. Completou-se o volume com solucdo diluente, homogeneizou e filtrou

com unidade filtrante de PVDF 0,22 um. Concentragdo final: 4.000,0 ug mL™"' de AZM.
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4.6.6.5.2 Preparo da solugdo amostra do medicamento AZM 500 mg comprimido revestido
acrescido das impurezas L, M, E, J, I, N e composto relacionado F de AZM no LQ (0,1%) do
método (nivel baixo):

Pesou-se 20 comprimidos e determinou-se o peso médio. Em seguida, transferiu-os para
um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um p6 fino. Transferiu-
se, quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg de AZM para baldao volumétrico de 25
mL. A este baldo volumétrico adicionou-se volumetricamente 0,10 mL da solugdo estoque da
impureza L, da impureza M, do composto relacionado F de AZM, da impureza J, da impureza
I, da impureza N e 0,20 mL da solugdo estoque de impureza E. Adicionou-se cerca de 15 mL
de solugdo diluente e dissolveu em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente.
Completou-se o volume com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante de
PVDF 0,22 pm. Concentragdo final: 4.000 pg/mL! de AZM, 4,0 pg mL™! de impureza L, 4,0
ug mL! de impureza M, 4,0 pg mL™! de impureza E, 4,0 ug mL™' de composto relacionado F
de azitromicina, 4,0 ug mL™' de Impureza J, 4,0 pg mL™! de impureza I e 4,0 ug mL™' de

impureza N.

4.6.6.5.3Preparo da solugdo amostra do medicamento AZM 500 mg comprimido revestido
acrescido das impurezas L, M, E, J, I, N e composto relacionado F de AZM no LE do método,
nas concentragdes equivalentes a 1,0%; 1,0%:; 0,5%, 1,0%, 1,0%, 0,5% e 0,7%, respectivamente
(nivel médio):

Pesou-se 20 comprimidos e determinou-se o peso médio. Em seguida, transferiu-os para
um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um po fino. Transferiu-
se, quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg de AZM para balao volumétrico de 25
mL. A este baldo volumétrico adicionou-se volumetricamente 1 mL da solucdo estoque de
impureza L, da impureza M, da impureza E, do composto relacionado F de AZM, da impureza
N, 0,5 mL da solugao estoque de impureza J e 0,7 mL da solugdo estoque de impureza I.
Adicionou-se cerca de 15 mL de solugdo diluente e dissolveu em banho ultrassénico por 15
minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o volume com solucao diluente, homogeneizou
e filtrou em unidade filtrante de PVDF 0,22 pm. Concentragdo final: 4.000 pg/mL™" de AZM,
40,0 pg mL! de impureza L, 40,0 pg mL™! de impureza M, 20,0 ng mL™!' de impureza E, 40,0
pg mL! de composto relacionado F de azitromicina, 20,0 pg mL™! de Impureza J, 28,0 pg mL"

! de impureza I e 40,0 pg mL™! de impureza N.
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4.6.6.5.4 Preparo da solucao amostra do produto AZM 500 mg comprimido revestido acrescido
das impurezas L, M, E, J, I, N e composto relacionado F de AZM no LE do método, nas
concentracdes equivalentes a 1,2%; 1,2%; 0,6%, 1,2%, 1,2%, 0,6% e 0,84%, respectivamente
(nivel alto):

Pesou-se 20 comprimidos e determinou-se o peso médio. Em seguida, transferiu-os para
um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um po6 fino. Transferiu-
se, quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg de AZM para balao volumétrico de 25
mL. A este baldo volumétrico adicionou-se volumetricamente 1,2 mL da solucdo estoque de
impureza L, da impureza M, da impureza E, do composto relacionado F de AZM, da impureza
N, 0,6 mL da solucdo estoque de impureza J e 840 uL da solug¢do estoque de impureza L.
Adicionou-se cerca de 15,0 mL de solucdo diluente e dissolveu em banho ultrassdnico por 15
minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o volume com solugdo diluente, homogeneizou
manualmente e filtrou em unidade filtrante de PVDF 0,22 um. Concentrac¢do final: 4.000
ug/mL! de AZM, 48,0 ug mL™! de impureza L, 48,0 ug mL™! de impureza M, 24,0 pg mL™! de
impureza E, 48,0 pg mL! de composto relacionado F de azitromicina, 24,0 ug mL™! de

Impureza J, 33,6 ng mL™! de impureza I e 48,0 ug mL™!' de impureza N.

4.6.6.5.5 Preparo da solucao padrao estoque de AZM para impurezas desconhecidas:
Pesou-se, em balanga analitica, cerca de 16,0 mg do padrdo referéncia de AZM e
transferiu-se para balao volumétrico de 20 mL. Adicionou-se, cerca de 12 mL de diluente e
dissolveu-se em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o
volume, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante de PVDF 0,22 um. Concentragao final:

800,0 pg mL™! de AZM.

4.6.6.5.6 Preparo da solugdo de AZM no LQ do método (0,1% ou 4,0 pg mL™!) para impurezas
desconhecidas:

Pesou-se, em balanca analitica, cerca de 72,34 mg do placebo do comprimido revestido
(equivalente a 100,0 mg de AZM) e transferiu-se para balao volumétrico de 25 mL. Transferiu-
se volumetricamente, 125 pL da solucdo padrao estoque de AZM para impurezas desconhecidas
para esse mesmo baldo volumétrico. Adicionou-se, cerca de 15 mL de solugdo diluente e
dissolveu em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente, completou-se volume
com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante de PVDF 0,22 pm.

Concentragio final: 4,0 pg mL™! de AZM.
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4.6.6.5.7 Preparo da solugio de AZM no LE do método (0,2% ou 8,0 ug mL™") para impurezas
desconhecidas:

Pesou-se, em balanca analitica, cerca de 72,34 mg do placebo do comprimido revestido
(equivalente a 100,0 mg de AZM) e transferiu-se para balao volumétrico de 25 mL. Transferiu-
se volumetricamente, 250 puL da solucdo padrao estoque de AZM para impurezas desconhecidas
para esse mesmo baldo volumétrico. Adicionou-se, cerca de 15 mL de solugdo diluente e
dissolveu em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente, completou-se volume
com solu¢do diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante de PVDF 0,22 pm.

Concentragio final: 8,0 pg mL™! de AZM.

4.6.6.5.8 Preparo da solugao de AZM a 120% do LE das impurezas desconhecidas (0,24% ou
9,6 ng mL!) para impurezas desconhecidas:

Pesou-se, em balanca analitica, cerca de 72,34 mg do placebo do comprimido revestido
(equivalente a 100,0 mg de AZM) e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL. Transferiu-
se volumetricamente, 300 puL da solucao padrao estoque de AZM para impurezas desconhecidas
para esse mesmo baldo volumétrico. Adicionou-se, cerca de 15 mL de solu¢do diluente e
dissolveu em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente, completou-se volume
com solu¢do diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante de PVDF 0,22 pm.

Concentragdo final: 9,6 pg mL™! de AZM.

4.6.6.5.9 Preparo da solucdo de AZM a 120% da concentragdo de trabalho do padrdo analise de
AZM (2,4% ou 96 pg mL!) para impurezas desconhecidas:

Pesou-se, em balanca analitica, cerca de 72,34 mg do placebo do comprimido revestido
(equivalente a 100,0 mg de AZM) e transferiu-se para balao volumétrico de 25 mL. Transferiu-
se volumetricamente, 3 mL da solucdo padrao estoque de AZM para impurezas desconhecidas
para esse mesmo baldo volumétrico. Adicionou-se, cerca de 15 mL de solugdo diluente e
dissolveu em banho ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente, completou-se volume
com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou em unidade filtrante de PVDF 0,22 pm.

Concentragdo final: 96,0 ug mL™! de AZM.

4.6.6.6 Robustez

A robustez do método foi contemplada no planejamento de experimento, conforme
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descrito no item 4.2.5.

4.6.7 Monitoramento de seis lotes de medicamento oriundos de cinco detentores de
registro disponiveis no mercado

O critério utilizado para escolha dos seis lotes de medicamento adquiridos de cinco
detentores de registro de medicamento junto ao Ministério da Saude distintos foi excetuando-
se o medicamento referéncia (produto A), um benchmarking realizado com quatro detentores
de registro do medicamento genérico objetivando elencar qual era o fabricante do IFA cada um
destes detentores possuia homologado.

Para os medicamentos (produto acabado), comprimido revestido de 500mg, oriundos do
detentor de registro do produto B, denominados B! e B2, foram monitorados dois lotes distintos,
processados com os IFAs oriundos dos fabricantes: Alfa e Beta. Para os demais, denominados
produtos A, C, D e E foram monitorados um lote de cada um, processados com o IFA dos
fabricantes “Nao Informado”, Zeta, Gama e Alfa, respectivamente.

Para as andlises cromatograficas foi utilizado o equipamento CLAE Agilent
Technologies 1260 Infinity Il - equipado com detector de arranjo de diodos (DAD), cooler e
software para aquisi¢do e tratamento dos dados (Waters Empower 3).

O calculo das concentragdes foi realizado conforme equacao descrita na Figura 14.

Figura 14 — Formula para calculo das concentracoes

AZM 500 mg comprimido revestido

Peso dos 20 comprimidos (mg) __ 500 mg x 20 de comprimidos
T.E. N X (100 mg) x Fr
AA x CP (ug mL™) x Pot.pad. . .
% = = % do Analito no medicamento (produto acabado).
AP x CA (ugmL") XFT
PP (mg) = concentra¢io de AZM em pg mL! na solu¢do padrio de
CP= x 1000
100,0 AZM, onde PP = Peso do padrio de AZM.
X (mg) = concentragdo de AZM em ug mL!' na solugdo amostra, onde
CA= x 1000
25,0 PA = Peso da amostra (AZM base)

Fonte: USP-NF Azithromycin Tablets, 2022

Onde: PP = peso do padrao de AZM (mg); TE = tomada de ensaio da amostra do produto
AZM 500mg comprimido (mg); Pot. Pad. = poténcia do padrao da substdncia AZM na base tal
qual (%); AA = area das impurezas detectadas na solucdo amostra; AP = 4rea da substancia

AZM na solugdo padrao de AZM. Fr = Fator resposta relativo para cada impureza avaliada.
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4.6.7.1 Preparo da solug¢dao amostra do produto AZM 500 mg comprimido revestido:

Pesou-se 20 comprimidos e determinou-se o peso médio. Em seguida, transferiu-os para
um gral de porcelana e, com o auxilio de um pistilo, triturou-os até obter um p6 fino. Transferiu-
se quantitativamente, o equivalente a cerca de 100,0 mg do IFA AZM para baldao volumétrico
de 25 mL. Adicionou, cerca de 15 mL de solugdo diluente e dissolva em banho ultrassénico por
15 minutos. Completou o volume com solugdo diluente, homogeneizou e filtrou com unidade

filtrante de PVDF 0,22 pm. Concentragio final: 4.000 pg mL™! de AZM.

4.6.7.2 Preparo da solug¢do amostra do placebo do produto comprimido revestido:

Pesou-se, exatamente, cerca de 72,34 mg do placebo do produto Azitromicina 500mg
comprimido revestido (equivalente a 100,0 mg do IFA azitromicina) e transferiu para balao
volumétrico de 25 mL. Adicionou-se, cerca de 15 mL de solugao diluente e dissolveu em banho
ultrassonico por 15 minutos, a temperatura ambiente. Completou-se o volume com solucao
diluente, homogeneizou e filtrou com unidade filtrante de PVDF 0,22 pum. Concentragao final:

equivalente a 4.000 pg mL™! de AZM.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que em virtude de variagdes ambientais, fase mével, pH e fluxo de injecdo o
tempo de reten¢do do analito e consequentemente os picos cromatograficos podem sofrer
alteracao.

As imagens dos cromatogramas ilustradas neste trabalho foram obtidas dos relatorios
emitidos do software Empower 3 e Lab Solutions, licenciados, validados e respaldados pelas
premissas de integridade de dados ALCOA. Assim, nao foi possivel exportar dados para

obtencdo dos cromatogramas em outro formato.

5.1 OTIMIZACAO E ADEQUACAO DO METODO ANALITICO

O método otimizado apresentou melhor resolugdo entre os picos da impureza J, do
composto relacionado F de AZM bem como reprodutibilidade dos fatores respostas das
impurezas: J, composto relacionado F de AZM e impureza I, quando comparados aos valores

especificados pela USP.

5.2 RESULTADOS DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTO - DoE

Pretendeu-se avaliar a resposta do método analitico descrito na monografia da USP
aplicandopadrao referéncia de identificagdo de picos de azitromicina EP, conforme proposto
pela monografia da BP.

Em vista do ndo ajuste do modelo linear aos dados, foi verificado através do sofiware
estatistico qual seria o modelo mais adequado para a previsdo dos resultados por meio do
Design of Experiment - (DoE). Dessa forma, foi verificado que o modelo mais condizente ¢
uma regressao polinomial multipla, na qual a equa¢do que descreve a correlagdo entre as
variaveis €:

CRS=6,252-1,128x1-5257x2 - 25,563 x1x2 + 5,816 x2*x2 + 33,600 x1x2*x1x2
+33.417 x1*x1x2 - 14381 x2*x1x2

Onde: x1 (variaveis de fluxo); x2 (variaveis de temperatura); x1x2 (interagao entre fluxo

e temperatura).

Conforme Figura 15, procedeu-se com a andlise de regressdo polinomial multipla

aplicada aos dados do DoE, onde verificou-se que este modelo ¢é capaz de prever com precisdo
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os possiveis resultados de CRS, uma vez que, R? ajustado foi igual a 0,9999. Ademais, o teste

F confirmou o ajuste do modelo, visto que F foi igual a 10281,59 (p-valor > 0,05).

Figura 15 - Analise de regressio polinomial multipla

Analise de Regressiao: CRS versus x1; x2; x1x2

Anélise de Variéncia

]

ONHWHRRRRRREJH

Fonte
Regressio
x1l
x2
xlx2
x24x2
xIx2%x]1x2
x1lAx1lx2
x2'xlx2
Erro
Falta de ajusce
Erro puro
Total

(™

Sumério do Modelo

s R2 R2(aj) R2(pred)
0,381€635 100,00% 959,695% .

Coeficienctes

Valor-T VIF
&, 36,63
—X —-4,18 3,¢
-5,2 —-19,48 3

=25, =133,97 1,00
x24x2 5.8 1,91
x1lx2%xlx2 33, €0« 1,91
x1lrxlx2 33, 3,00

3,¢

x2*x1x2 -14, 3¢

Equaci8oc de Regressdo

CRS = 6,252 — 1,128 x1 — 5,257 %2 — 25,563 x1Ix2 + 5,816 %2*%2 + 33,600 xlx2+*xlx2
+ 33,417 x1*x1x2 - 14,381 x2*xlx2

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software MiniTab, (2023)

A Figura 16 descreveu os efeitos nos valores de CRS quando as variaveis
cromatograficas do método sdo alteradas, sendo possivel verificar, graficamente, o impacto da

modificagdo do fluxo e temperatura na resolugdo das impurezas de AZM.

Figura 16 - Graficos de Efeito para variaveis cromatograficas x CRS

x1 x2 x1x2

-1 0 1 + 0 1= 0 1
Fonte: Elaborado pelo autor, através do software MiniTab, (2023)

Portanto, aplicando a equagdo da reta obtida com a regressdo adequada foi possivel
verificar qual o melhor valor para o parametro de resolu¢do CRS a ser obtido considerando a

interacdo entre as variaveis fluxo e temperatura, conforme Tabela 26.
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Tabela 26 - Valores de CRS previstos pelo modelo de regressao polinomial multipla

{x1=-1;x2=-1}

{x1=-1;x2=0}

{x1=-1;x2=1}

{x1=0;x2=-1}

{x1=0;x2=0}|

{x1=0;x2=1}

{x1=1;x2=-1}

{x1=1;x2=0}

{x1=1;x2=1}

CRS= 7,454

x1

7,380

114,90

17,329

6,252

6,811

27,562

5,124

32,756
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x1x2
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)

Menor valor de CRS

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Avaliando os valores de CRS, o melhor valor poderia ser obtido considerando fluxo de

1,1 mLmin™! e 55°C de temperatura do forno da coluna, com valor de CRS = 5,124. No entanto,

o valor encontrado nos experimentos 5, 10 e 11 realizados em triplicata no ponto central

considerando fluxo de 0,9 mL min! e 55 °C de temperatura, segundo menor valor encontrado,

CRS= 6,252 foi o escolhido, conforme Figura 17, onde evidenciou-se a resolucdo adequada

dos pares criticos: Composto relacionado F de AZM, impurezas J e L.

Figura 17 - Elui¢ao do padriao EPCRS de Azitromicina — 0,9 mL min™! e 55 °C

Legenda: Tempos de retengdo (min.): Imp. F (22,750); Imp. J (24,408); Imp. I (25,506).
Resolugdes: Imp. F (4,7); Imp. J (1,8) e Imp. I (1,6)
Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2022

As razdes para essa escolha foi o fato desta demandar um volume menor de fase movel

para performar as analises bem como foi a op¢ao que apresentou maior resolugdo entre todos

os picos. E recomendavel que a resolucdo minima entre os picos seja de 1,5 e esta condigado foi
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alcancada. Apesar do modelo de Regressao multiplo ser capaz de prever os possiveis resultados
de CRS, o posterior aprimoramento do estudo ¢ necessario, com a execu¢ao do experimento
com maior numero de réplicas e interacdes, com o objetivo de obter um DoE ainda mais

robusto.

5.3 RESULTADOS DA VALIDACAO DO METODO ANALITICO
Conforme sera apresentado a seguir, na validagdo do método analitico para
determinagdo de impurezas organicas conhecidas bem como impurezas desconhecidas foram

avaliados os parametros requeridos pela legislacao vigente.

5.3.1 Seletividade
Demonstrou-se a seletividade do método uma vez que ndo houve interferéncia para
integragao dos picos nos tempos de retengao das solu¢des padrdo e amostra de AZM, impurezas
L, M, E, I, J, N e composto relacionado F de AZM, na avalia¢do da recuperacdo, os valores
estipulados foram atingidos e para a pureza dos picos dos analitos, calculada através do software
Lab Solutions, onde todos os valores de indice de impureza de pico (peak impurity index), que
possivel calcular, foram maiores ou iguais ao valores de limite de ponto unico (single point
threshold), confirmando existir pureza de pico. Ademais, demonstrou-se que no cromatograma
da solucao diluente nao houve nenhum sinal analitico, ou seja, ndo houve interferéncia nos
sinais dos padrdes e da amostra.
Para a quantificacdo das impurezas organicas, adotou-se uma concentragao tedrica de
4.000 pgmL!. Tal estratégia se fez necesséaria pois na concentragio mais baixa se quantificou
adequadamente a AZM enquanto para as impurezas organicas, dado a baixa concentragao

presente, apenas em uma amostra mais concentrada foi possivel quantificé-las.

5.3.1.1 Padrées/ Solugoes de System

Através da Figura 18 demonstrou-se os cromatogramas obtidos nas elui¢cdes de system:
solugdo de sensibilidade, solu¢do de adequabilidade, solugdo padrio de AZM P, solucdo
padrdo de AZM P> e solugdo padrao referéncia para identificagdo de picos de Azitromicina

European Pharmacopeia/EP.
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Figura 18 — Cromatogramas Solucdes de System— Seletividade
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

5.3.1.2 Amostra fortificada e amostra integra

Conforme Figura 19 e Tabela 27, os picos dos analitos nos cromatogramas da amostra

do medicamento (produto acabado) contaminada, amostras do medicamento ¢ do IFA AZM

integras apresentaram tempos de reten¢do semelhantes aos padrdes. Assim sendo, confirmou-

se que os mesmos analitos presentes na solugao padrao também estavam presentes na amostra.
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Figura 19 — Cromatograma Impureza Organica — Seletividade — Amostra Fortificada e

Amostra Integra
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Fonte: proprio autor, através do sofiware Waters Empower, 2023
Tabela 27 — Resultados das Amostras Fortificada e integra
: Medicamento Medicamento
IFA Integro Placebo integro Contaminado - LE
Analito tr (min.) /
! tr trr Ce(’)‘nc. trr (min.)/  tr tr  CONC ¢ gr CORC
(min.) (min.) P- Conc. exp. (min.) (min.) €xp. (min.) (min.) exp.
(70) (%) (70) (70)
Impureza L 12,81 0,27 0,09 B 12,72 0,27 0,08 12,63 0,27 1,00
Impureza M 16,73 0,35 0,01 B 16,69 035 0,07 16,61 035 0,87
Impureza E B _ _ B 18,84 0,40 0,02 18,72 0,40 0,41
Composto
relacionado F 2297 0,48 0,04 B 2292 048 0,06 2283 048 0,77
de AZM
Impureza J 2492 0,53 0,05 B 24,77 0,52 0,05 24,50 0,52 045
Impureza | B _ _ B 25,87 0,55 0,10 25,60 0,54 0,65
Impureza N B _ _ B 3599 0,76 0,07 3591 0,76 0,94
Imp. Desc. 1 7,34 0,16 0,01 B 11,29 0,24 0,03 _ - _
Imp. Desc. 2 820 0,17 0,01 _ 39,83 0,84 0,03 _ _ _
Imp. Desc. 3 10,83 0,23 0,00 B 41,87 0,88 0,03 _
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Imp. Desc. 4 11,09 0,23 0,01 _ _ _ _ _ _ _
Imp. Desc. 5 15,74 0,33 0,01 _ _ _ B _ _ _
Imp. Desc. 6 21,19 0,45 0,03 _ _ _ _ _ _ _
Imp. Desc. 7 24,03 0,51 0,05 . _ _ B _ _ B
Imp. Desc. 8 39,95 0,84 0,02 _ _ _ B _ _ _
Imp. Desc. 9 41,96 0,89 0,04 B _ _ B _ _ B

Imp. Desc. 10 43,14 0,91 0,04
Imp. Desc. 11 6423 1,35 0,11

Total de

Impurezas 0,52 = 0,54 5,09
Doseamento de

AZM 100,57 - 97,67 97,46
Balanco de

Massas 101,09 - 98,21 102,55

Legenda: tr (tempo de retencao); trr (tempo de retencao relativo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.3.1.3 Condicao de estresse

Conforme Figuras 20 a 33 e Tabelas 28 a 34, os picos dos analitos no cromatograma
da amostra apresentaram tempos de retencdo semelhantes aos padrdes. Assim sendo,
confirmou-se que os mesmos analitos presentes na solugao padrao também estavam presentes
na amostra.

Impureza M e Composto relacionado F de AZM, as Unicas que apresentam rotameros,
dado a proximidade de seus tempos de retencao tiveram suas areas somadas e foram expressos
como unica impureza. Para as sete impurezas organicas conhecidas, as purezas de picos foram
avaliadas e todos os resultados encontrados cumpriram com o especificado em todas as

condi¢cdes de estresse monitoradas.

5.3.1.3.1 Hidrdlise acida

Na condicdo de estresse acido o IFA apresentou degradagdo significativa, sendo
observada formacao majoritaria da impureza J em todas as amostras avaliadas. A AZM possui
um nitrogénio substituido com um grupo metila na posi¢ao 9a do anel aglicona, bloqueando a
via de desidratacdo interna e conferindo um pouco mais de estabilidade quando comparada com
outros antibioticos semelhantes. Nesse processo, ocorre a sua degradagdo, principalmente por
hidrdlise catalisada na presenga de acido, com a reagao ocorrendo com o éter da molécula de
acucar cladinose. A partir da clivagem da ligacdo b-glicosidica, o 4tomo de oxigénio fica no

anel da lactona formando uma hidroxila.
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Através da Figura 20 demonstrou-se os cromatogramas obtidos para o parametro

seletividade na condicao de estresse acido.

Figura 20 — Cromatogramas Impurezas Organicas — Seletividade - Hidrolise Acida

Diluente

=

TPDA N T 210 S
|
|

Branco — Hidrolise Acida

uAlU

IFA — AZM — Hidrolise Acida

E VPRVl T 2100m o)

min

Placebo do Medicamento — Hidrolise Acida

~ |

\/_/\,_J\f/DA}.I\qu 1 210mn, Jnng
J |

‘ POA Multi T 210nm 4nnd wAlU |
500 /ﬂ v ‘\I 5000 |
P \ ‘ | e
oo | | J\ o
- e " s aw i \“—/\/
)
RREEE AR RN IR RAEF SRR TR TR ‘ ‘ 3 B !
X k! 4 3 7 e 10 0 30 40 30
Amostra do Medicamento — Hidrolise Acida
wAU T = =l T o3 PDAMula T 210mm 4nn]
ool ||,z B g .|t Vi
i =3 o = Ll o - |
VAN §: sERl- \
1 BRSO \

T T
30

5 e
40

T T T T T T T T T
50 60

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Através da Figura 21, pode-se observara pureza de pico da AZM, Impureza M e

Composto relacionado F de AZM para o parametro seletividade na condicao de estresse acido.

A condi¢ao de purity index igual ou maior que zero, foi alcancada.

Figura 21 — Pureza de Pico - AZM, Imp. M e Comp. rela. F de AZM — Hidrélise Acida
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023
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Para a condi¢ao de estresse acido, através da Tabela 28, demonstrou-se os resultados

encontrados para o IFA, o placebo e 0 medicamento (produto acabado).

Tabela 28 — Resultados Seletividade - Hidrélise Acida

IFA Placebo Medicamento
Analito
tr trr LD tr trr Lo, tr trr (LT
. . exp. . . exp. . . exp.

(min.) (min.) (%) (min.) (min.) (%) (min.) (min.) (%)
Impureza L _ _ _ _ _ . 13,70 0,28 0,09
Impureza M 17,30 0,36 0,01 _ _ _ 17,30 0,36 0,07
Impureza E _ _ B _ _ 20,20 042 0,02
Composto relacionado F de 2380 049 0,02 2380 049 0,03
AZM - - -
Impureza J 2540 0,52 4,85 _ _ 2540 0,52 3,92
Impureza | 27,60 0,57 0,03 _ _ 27,770 0,57 0,11
Impureza C 35220 0,72 0,04 _ _ 3520 0,72 0,03
Impureza N _ B . . _ B 36,50 0,75 0,07
Impureza P 44,10 091 0,04 _ _ 44,10 091 0,05
Imp. Desc. 1 11,10 0,23 0,01 _ _ _ 11,30 0,23 0,01
Imp. Desc. 2 11,60 0,25 0,02 _ _ _ 14,50 0,30 0,01
Imp. Desc. 3 21,50 0,44 0,05 _ _ 21,50 0,44 0,05
Imp. Desc. 4 24,50 0,51 0,01 _ _ 2450 0,51 0,01
Imp. Desc. 5 33,50 0,69 0,01 _ _ 38,80 0,80 0,03
Imp. Desc. 6 38,70 0,80 0,03 _ _ 43,00 0,89 0,03
Imp. Desc. 7 40,60 0,84 0,02 _ _ 67,70 1,39 0,12
Imp. Desc. 8 42,90 0,89 0,03 _ _ B B B _
Total de Impurezas 5,17 . . . 4,66
Doseamento de AZM 93,15 . . . 89,75
Balanco de Massas 98,32 . _ . 94,41
Amostra integra 101,15 . . . 98,32

Legenda: tr (tempo de retencdo); trr (tempo de retengao relativo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.3.1.3.2 Hidrdlise alcalina

Na condicdo de estresse alcalino o IFA apresentou degradagdo, sendo observada
formag¢do majoritaria de uma impureza desconhecida 5 (TRR 0,65) e uma pequena formagao
de uma outra impureza desconhecida 2 (TRR 0,45), tanto no IFA isolado quanto na amostra do
medicamento. Além disso, foi observado um aumento na impureza L apenas para o
medicamento (produto acabado). Destacou-se que, ao contrario do observado para a hidrélise

acida, os niveis de impurezas M, F e J inicialmente detectados na amostra integra, foram
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condicao de estresse alcalino.

Assim, ¢ razoavel afirmar que até as impurezas de degradacdo podem sofrer degradacdo

secundaria nessa condicdo. A AZM tem uma estabilidade maior em condi¢des alcalinas em

comparacdo as acidas. Com base nos resultados obtidos, foi possivel verificar uma ligeira

susceptibilidade de degradacdo do IFA frente a condi¢des de hidrdlise alcalina, sendo a

impureza desconhecida 5, o principal produto de degradacdo detectado nessa condigao.

Através da Figura 22, pode-se observara pureza de pico da AZM, Impureza M e

Composto relacionado F de AZM para o parametro seletividade na condicdo de estresse acido.

A condi¢do de purity index igual ou maior que zero, foi alcancada para a AZM e para o

composto relacionado F de AZM. Para a impureza M, ndo pode ser calculado.

Figura 22 — Pureza de Pico — AZM, Imp. M e Comp. rela. F de AZM — Hid. Alcalina

Corrpoumd MName T AFTTROMICTIA
| | ™
] |
1 |
0.5 | | | [2s0
1| | |
1 II II |I
R =
47 48 49 S0
nun
Tty : Mot Distectad
Pezk puarity mdex + LOOCG00
Single pomnt threshold - 0.599596
Wimprowm peak putty index -4

Img. M
Conpoumnd Name - VP M

0,25

./ \

0.0 ]
I 1'-‘.|25 I

Can not be calculated

nun

0,00

Composto relac. F de AZM
Compoumd Name - IMPF

/ N

e : S
230 235
mnn
Tmpoty Mot Detected
Pezk purity index 0.9985636
Smgle pomt thrashold 0919828

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Através da Figura 23 demonstrou-se os cromatogramas obtidos para o pardmetro

seletividade na condigdo de estresse alcalino.

Figura 23 — Cromatogramas Impurezas Organicas — Seletividade - Hidrolise Alcalina

Diluente IFA — AZM — Hidrolise Alcalina
|LA&‘ = IFPA\‘[‘\Tmlllﬂnmlnm m-\ti" |‘ D 7”'?: — 1 PDA Mult: T 210nm dumy
“I“ “' 20000~ I“‘. ; i
50004 J \ \ ? f
— \ H /
1 /7///“/ ‘.¥Vﬂ_i 10000 | \ . ] _7/7}\// \
L‘l R [FJ &L, —
10 20 0 40 30 60 0. 20 a0 sl b \‘D 3'0 4‘0 5'0 6‘0 JD s‘g g‘a

Branco — Hidrélise Alcalina

uat®
20000-] |

10000+ i I“\

1PDA Multi 1310nm 4nng

Placebo do Medicamento — Hid. Alcalina

min

™

20000~

10000

TPDA Multi T 110nm dnm




83

Amostra do Medicamento — Hid. Alcalina

wAgP T T PDA Muln 1 2100m. 400

IMP L
IMP 5

[
\
\ 1
1
20000 |||

i
10000 | '1'

4

——AZHFROMHERA] |

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Através da Tabela 29, demonstrou-se os resultados encontrados para o IFA, o placebo

e o medicamento (produto acabado) para a condigao de estresse alcalino.

Tabela 29 — Resultados Seletividade - Hidrolise Alcalina

Analito IFA Placebo Medicamento
t.r tl:l' (i(;l)c t.r t.rr (::Il)c tr trr (::Il)c
(min.) (min.) %) (min.) (min.) (%) (min) (min.) (%)

Impureza L _ _ _ B _ _ 13,39 0,28 2,06
Impureza M _ _ _ B _ _ 17,02 036 0,01
Impureza E _ _ _ _ _ ~ 1993 042 0,08
Composto relacionado F 23,27 0,49 0,02 _ B 2325 049 0,03
Impureza J _ B _ _ _ _ 2525 053 0,01
Impureza | 27,18 0,57 0,5 _ _ _ 27,13 057 0,86
Impureza C 34,66 0,73 0,02 _ _ 34,66 0,73 0,02
Impureza N _ B _ _ _ _ 3542 0,74 0,02
Impureza P 43,39 0,91 0,04 _ _ _ _ _ _
Imp. Desc. 1 18,01 0,38 0,04 _ _ _ 18 0,38 0,05
Imp. Desc. 2 21,34 0,45 0,44 _ _ 21,33 045 041
Imp. Desc. 3 22,44 0,47 0,15 _ _ 2244 047 0,13
Imp. Desc. 4 24,18 0,51 0,03 _ _ 24,18 0,51 0,02
Imp. Desc. 5 31,12 0,65 3,73 _ _ 31,11 0,65 3,58
Imp. Desc. 6 32,94 0,69 0,25 _ _ 3293 0,609 0,21
Imp. Desc. 7 35,42 0,74 0,04 _ _ 42,18 0,88 0,02
Imp. Desc. 8 42,19 0,88 0,25 _ _ 55,62 1,16 0,39
Imp. Desc. 9 54,85 1,15 0,36 _ B B _ -~ _
Total de Impurezas 5,65 . _ _ 7,91
Doseamento de AZM 93,86 . . . 90,13
Balanco de Massas 99,51 . . . 98,04
Amostra integra 101,15 _ _ _ 98,32

Legenda: tr (tempo de retencao); trr (tempo de retencao relativo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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5.3.1.3.3 Oxidagao
Na condi¢do de estresse oxidativo o IFA apresentou extensa degradagdo, sendo

observada a formacdo majoritaria da impureza L:13,09%. Dessa forma, € razoavel afirmar que
a AZM pode apresentar a formagdo da impureza L e ha a possibilidade de formagdo de
degradacao secundarios oriundo desta impureza. Esse processo possivelmente ocorre de forma
paralela ao de hidrolise. A patente EP 1606299 Al, citada anteriormente, descreveu os
principais produtos de oxida¢ao, sendo todos decorrentes de processos no grupamento amina
terciaria axial da desosamina (posi¢ao C-5 do radical). Partem desse grupamento a formagao
do o6xido nitroso, a formagao de um radical formila com consequente desmetilagdo, além da
completa eliminagcdo do radical nitrogenado com obten¢ao de uma carbonila na posi¢ao

originaria (C-5).
Através da Figura 24 demonstrou-se os cromatogramas obtidos para o pardmetro

seletividade na condicao de estresse oxidativo.

Figura 24 — Cromatogramas Impurezas Organicas — Seletividade — Oxidacao
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Conforme demonstrado através da Figura 25, a condi¢ao de purity index igual ou maior
que zero, foi alcancada confirmando assim a pureza de pico da AZM, Impureza M e Composto

relacionado F de AZM para o pardmetro seletividade na condicdo de estresse oxidativo.
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Figura 25 — Pureza de Pico — AZM, Imp. M e Comp. rela. F de AZM — Oxidacao
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Através da Tabela 30 demonstrou-se os resultados encontrados para o IFA, o placebo e

o medicamento (produto acabado) para a condi¢ao de estresse oxidativo.

Tabela 30 - Resultados Seletividade — Oxidacao

IFA Placebo Medicamento
Analito o qr  Come. qr  Come. r  Conc.

(min.) (min.) ?.’f/([: ) (min.) (min.) ?",‘/f ) (min.) (min.) ?f,‘/f)
Impureza L 13,34 0,28 1243 B B 13,29 0,28 13,09
Impureza M 16,90 0,36 0,01 _ _ _ 16,88 0,36 0,07
Impureza E _ _ _ _ _ _ 19,52 0,41 0,02
Composto relacionado F 23,13 0,49 0,03 _ B B 23,06 0,49 0,05
Impureza J 2478 0,52 0,04 _ _ 2472 0,52 0,04
Impureza I 26,95 0,57 0,05 _ B . 26,88 0,57 0,06
Impureza C _ B _ _ B . 3432 0,72 0,07
Impureza N _ B B _ B B 35,68 0,75 0,05
Impureza P 43,04 091 0,04 _ B B B B B
Imp. Desc. 1 991 1,82 0,01 _ _ _ 16,15 0,34 0,01
Imp. Desc. 2 18,48 0,39 0,03 _ _ 2388 0,5 0,02
Imp. Desc. 3 21,06 0,44 0,03 _ _ 41,82 0,88 0,02
Imp. Desc. 4 23,93 0,50 0,02 _ B 43,00 091 0,01
Imp. Desc. 5 41,89 0,88 0,03 _ _ 60,02 1,27 0,01
Imp. Desc. 6 71,92 1,52 0,06 _ _ _ _ _ _
Total de Impurezas 12,77 . . . 13,52
Doseamento de AZM 88,39 . . . 89,25
Balanco de Massas 101,16 _ _ _ 102,77
Amostra integra 101,15 98,32

Legenda: tr (tempo de reteng@o); trr (tempo de retengdo relativo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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5.3.1.3.4 fons metalicos

Nao houve degradacao consideravel nessa condi¢do estressante. Obteve-se um balango
de massas levemente positivo com formagio de poucas impurezas relevantes. E importante
mencionar que, apesar das reagdes envolvendo ions metélicos tem por objetivo avaliar o efeito
catalitico destes nas reagdes de oxidacdo com possiveis radicais presentes na formulagdo do
medicamento, o ion Cu (II) apresenta carater oxidante (£°=+0,337 V, para a reagao de reducao),
podendo levar a oxidagdo de compostos por si s6.

Através da Figura 26, pode-se observara pureza de pico da AZM, Impureza M e
Composto relacionado F de AZM para o parametro seletividade na condi¢ao por ions metalicos.

A condigao de purity index igual ou maior que zero, foi alcangada.

Figura 26 - Pureza de Pico — AZM, Imp. M e Comp. rela. F de AZM — fons Metalicos
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Através da Figura 27 demonstrou-se os cromatogramas obtidos para o parametro

seletividade na condicao de estresse com ions metalicos.

Figura 27 — Cromatogramas Impurezas Organicas — Seletividade — fons Metalicos
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Para a condicdo de estresse por ions metalicos, através da Tabela 31, demonstrou-se os

resultados encontrados para o IFA, o placebo e o medicamento (produto acabado).

Tabela 31 - Resultados Seletividade - fons Metalicos

Analito

Impureza L
Impureza M
Impureza E

Composto relacionado F
de AZM

Impureza J
Impureza I
Impureza C
Impureza N
Impureza P
Imp. Desc.
Imp. Desc.
Imp. Desc.
Imp. Desc.

AW N~

Imp. Desc. 5
Total de Impurezas
Doseamento de AZM

Balanco de Massas
Amostra integra

IFA Placebo Medicamento

tr trr Conc. tr trr Conc. tr trr Conc.
(min.) (min.) ?3,2)) (min.) (min.) ?‘),‘/(I:) (min.) (min.) :‘)f/([:)
B _ _ B B B 13,59 0,29 0,04
_ _ _ _ B B 16,99 0,36 0,07
20,07 0,42 0,25 _ B B 19,80 0,42 0,03
23,95 0,51 0,01 _ B B 2324 0,49 0,04
24,79 0,52 0,02 _ _ _ 2488 0,52 0,04
B B _ _ B B 27,04 0,57 0,09
3438 0,73 0,07 _ _ B 3449 0,73 0,06
35,60 0,75 0,04 _ B B 35,82 0,75 0,05
43,01 0,91 0,05 _ _ _ 43,12 0,91 0,04
21,09 0,45 0,07 _ _ B 11,44 0,24 0,06
2298 0,48 0,02 _ B B 21,17 0,45 0,12
41,91 0,88 0,03 _ _ _ 24,01 0,50 0,02
59,29 1,25 0,01 _ _ B 42,05 0,88 0,02
_ B B 62,39 1,31 0,40

0,56 _ _ _ 1,09

101,72 _ _ _ 97,60

102,28 _ _ _ 98,68

101,15 98,32

Legenda: tr (tempo de retencdo); trr (tempo de retengao relativo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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5.3.1.3.5 Umidade

Para este estudo, o IFA mostrou-se consideravelmente estivel, seja isolado ou na

formulagao, ndo apresentando nenhum produto de degradacao em niveis diferentes dos obtidos

para a amostra integra.

Através da Figura 28 demonstrou-se os cromatogramas obtidos para o parametro

seletividade na condigd@o de estresse por umidade.

Figura 28 - Cromatogramas Impurezas Orginicas — Seletividade — Umidade
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023
Conforme demonstrado através da Figura 29, a condi¢ao de purity index igual ou maior
que zero, foi alcancada confirmando assim a pureza de pico da AZM, Impureza M e Composto

relacionado F de AZM para o parametro seletividade na condig¢@o de estresse por umidade.

Figura 29 - Pureza de Pico — AZM, Imp. M e Comp. rela. F de AZM — Umidade
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023
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Através da Tabela 32, demonstrou-se os resultados encontrados para o IFA, o placebo

e o medicamento (produto acabado) para a condigao de estresse por umidade.

Tabela 32 - Resultados Seletividade - Umidade

IFA Placebo Medicamento
Analito t{' tf’l‘ (i(::[l)c tl.' tfl' (;(;lll)c tr trr (;(;II;C

(min.) (min.) (%) (min.) (min.) (%) (min.) (min.) (% )
Impureza L B _ B 14,20 0,29 0,09
Impureza M 17,90 0,36 0,01 _ _ _ 17,90 0,36 0,08
Impureza E B B B 21,10 042 0,03
Composto relacionado F
de AEM 24,60 0,50 0,03 _ _ _ 24,70 0,50 0,05
Impureza J 26,50 0,54 0,05 B _ _ 26,50 0,53 0,05
Impureza | 28,70 0,58 0,05 _ _ _ 28,80 0,58 0,13
Impureza C 36,00 0,73 0,07 _ _ _ 36,10 0,73 0,08
Impureza N _ _ _ 37,40 0,75 0,06
Impureza P 45,10 0,91 0,04 _ _ _ 4520 091 0,05
Imp. Desc. 1 22,40 0,45 0,06 _ _ _ 22,40 045 0,05
Imp. Desc. 2 25,40 0,51 0,03 _ _ _ 25,50 0,51 0,03
Imp. Desc. 3 41,50 0,84 0,02 _ _ _ 41,70 0,84 0,05
Imp. Desc. 4 43,90 0,89 0,03 _ _ _ 44,10 0,89 0,03
Total de Impurezas 0,39 _ _ _ 0,77
Doseamento de AZM 100,13 . . . 97,95
Balanco de Massas 100,52 . . . 98,72
Amostra integra 101,15 _ _ _ 98,32

Legenda: tr (tempo de retengdo); trr (tempo de retengdo relativo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.3.1.3.6 Aquecimento

Para este estudo, o IFA mostrou-se consideravelmente estavel, seja isolado ou na
formulagao, ndo apresentando nenhum produto de degradacao em niveis diferentes dos obtidos
para a amostra integra.

Conforme demonstrado através da Figura 30, a condi¢ao de purity index igual ou maior
que zero, foi alcancada confirmando assim a pureza de pico da AZM, Impureza M e Composto

relacionado F de AZM para o parametro seletividade na condigdo de estresse por aquecimento.
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Figura 30 — Pureza de Pico — AZM, Imp. M e C. relacionado F de AZM —

Aquecimento
AZM Imp. M Composto relac. F de AZM
Compoumd Name  : AZITROMICINA Compound Name  :IMP M Compound Name  :IMPF
s 1 - 1
. 7 =500 - [ ] | ]
] |l '\J g 1 : )@“‘5
——————r—1 I e
50.0 175 18,0 24 75 %6
min min min
Impurity :Not Detect  Impunty < Not Detect Tmpurity -Not Detect
Peak purity index 10999999 Peak punty mdex - 1060000 Peak purity index - 1,000000
Single point threshold :0,999418 Single point threshold -0.434231 Single point threshold £0,803068
Minimum peak purity index - 580 Mininmum Ff‘ﬁl P'LJHI"J' index - 5343769 Mlﬁmmm pf&k plll'.i.t}'illdEK - 196031
Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Através da Figura 31 demonstrou-se os cromatogramas obtidos para o parametro
seletividade na condig@o de estresse por aquecimento.

Figura 31 — Cromatogramas Impurezas Organicas — Seletividade — Aquecimento
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Através da Tabela 33, demonstrou-se os resultados encontrados para o IFA, o placebo

e o medicamento (produto acabado) para a condi¢@o de estresse por aquecimento.



91

Tabela 33 - Resultados Seletividade Aquecimento

IFA Placebo Medicamento
Analito - ar  Come. qr  Come. qr  Conc.

(min.) (min.) f",‘/f)’) (min.) (min.) f,’,‘/f)’) (min.) (min.) ‘(ei‘/f)
Impureza L 13,80 0,28 0,03 _ B B 14,10 0,29 0,73
Impureza M 18,00 0,36 0,13 _ B B 17,90 0,36 0,46
Impureza E 21,20 0,43 0,07 _ _ 20,00 0,40 0,04
Composto relacionado F
de AEM 2470 0,50 0,24 _ B 2460 0,50 0,24
Impureza J 26,50 0,54 0,06 _ B 2640 0,53 0,11
Impureza I 2890 0,58 0,23 _ _ 28,70 0,58 0,62
Impureza C 36,20 0,73 0,07 _ _ B 36,00 0,73 0,08
Impureza N 37,50 0,76 0,04 _ B B 37,30 0,75 0,28
Impureza P 4520 0,91 0,04 _ _ 45,00 091 0,04
Imp. Desc. 1 14,30 0,29 0,02 _ _ 21,00 0,43 0,08
Imp. Desc. 2 16,90 0,34 0,02 _ B 22,40 045 0,07
Imp. Desc. 3 22,50 045 0,05 _ _ 2530 0,51 0,01
Imp. Desc. 4 34,60 0,70 0,03 _ _ B 39,40 0,80 0,09
Imp. Desc. 5 38,60 0,78 0,02 _ B 41,50 0,84 0,01
Imp. Desc. 6 41,70 0,84 0,03 _ B 42,00 0,85 0,03
Imp. Desc. 7 44,10 0,89 0,04 _ B 4380 0,89 0,02
Total de Impurezas 1,11 . . . 2,89
Doseamento de AZM 100,70 . . . 97,05
Balanco de Massas 101,81 _ _ _ 99,94
Amostra integra 101,15 . . 98,32

Legenda: tr (tempo de retencdo); trr (tempo de retengao relativo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.3.1.3.7 Fotoexposi¢ao

O [FA AZM se mostrou estavel apos exposi¢ao a condicdo de fotoexposi¢do, com
formacao de produtos de degradagdao de baixa intensidade, com destaque para o composto
relacionado F de AZM e a impureza I para o IFA isolado. Em relacio a amostra do
medicamento, destacaram-se as impurezas L, M, I, N e o composto relacionado F com valores
encontrados maior que 0,10%.

Através da Figura 32 demonstrou-se os cromatogramas obtidos para o parametro

seletividade na condi¢do de fotoexposigao.
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Figura 32 — Cromatogramas Impurezas Organicas — Seletividade — Fotoexposicao
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower, 2023

Através da Figura 33, pode-se observara pureza de pico da AZM, Impureza M e

Composto relacionado F de AZM para o parametro seletividade na condig¢ao por fotoexposicao.

A condi¢do de purity index igual ou maior que zero, foi alcancada.

Figura 33 — Pureza de Pico — AZM, Imp. M e C. relac. F de AZM — Fotoexposicio

/M Imp. M Composto relac. F de AZM
Compound Name - AZITROMICTNA Compound Name - IMPM Compond Name  :IMPF
W f\ = 1 H /\ Tt ] /|/ ~~F10
1 1 B — +—T B o
0- T II\-lfI LI | .IA{ |_-0 D L | |_-I LT I (T B Gl G D T -l i & ] |-j|, -[:'
50.0 17.0 17.3 23 )
min min min
Tmpunty :Not Detect  Impunty :NotDetect  Impunty : Not Detect
Peak punty index - 1.990900 Peak purity index - 1,000000 Peak purity index :(,990003
Single point threshold - 0,0000340 Single point threshold :0.992195 Single pomnt threshold :0.973484
Minimum peak purity index - 60 Munimum peak punty mdex - 7704 Minimum pesk purity index ~ : 26511

Fonte: Elaborado pelo autor, através do sofiware Waters Empower, 2023

Para a condicdo de estresse por fotoexposicao, através da Tabela 34, demonstrou-se os

resultados encontrados para o IFA, o placebo e o medicamento (produto acabado).
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IFA Placebo Medicamento
Analito o ar  Conc. ar  Cone. r oM

(min.) (min.) :.’,‘/f) (min.) (min.) f.’;f) (min.) (min.) ?(’,2’)
Impureza L 13,60 0,28 0,03 _ _ . 13,80 0,28 0,31
Impureza M 17,20 0,35 0,05 _ _ _ 17,40 0,36 0,34
Impureza E 20,30 0,42 0,02 _ _ _ 20,40 042 0,10
Composto relacionado F de
AZNF 23,70 0,49 0,08 — - ~ 2400 049 017
Impureza J 25,50 0,53 0,05 _ _ 2580 0,53 0,05
Impureza | 27,70 0,57 0,10 _ _ 2790 0,57 0,36
Impureza C 3520 0,72 0,06 _ 3540 0,73 0,09
Impureza N 36,60 0,75 0,02 _ _ 36,70 0,775 0,26
Impureza P 44,10 091 0,05 _ _ _ 4430 0,91 0,04
Imp. Desc. 1 17,80 0,37 0,01 _ _ _ 17,90 0,37 0,01
Imp. Desc. 2 21,50 0,44 0,10 _ 21,80 045 0,11
Imp. Desc. 3 24,50 0,50 0,02 _ _ 2460 0,51 0,01
Imp. Desc. 4 40,60 0,84 0,02 _ _ 4090 0,84 0,02
Imp. Desc. 5 43,00 0,89 0,03 _ _ 4320 0,89 0,04
Total de Impurezas 0,61 _ . _ 1,91
Doseamento de AZM 99,02 . . . 96,76
Balanco de Massas 99,63 . . . 98,67
Amostra integra 101,15 _ 98,32

Legenda: tr (tempo de retengdo); trr (tempo de retengdo relativo)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.3.1.4 Impurezas Individuais

Os cromatogramas e graficos de pureza de pico obtidos para as inje¢des das impurezas

isoladas, demonstram que o método apresentou seletividade para todas as impurezas avaliadas.

Adicionalmente, para a amostra fortificada com as respectivas impurezas organicas conhecidas,

os resultados de recuperacdo obtidos indicaram recuperagdes satisfatorias, conforme

demonstrado na Tabela 35. O método se mostrou seletivo para a avaliagdo das impurezas

organicas conhecidas e desconhecidas do medicamento (produto acabado).

Tabela 35 — Resultados da Recuperacao

Analito
Impureza L
Impureza M
Impureza E
Composto relacionado F de AZM

Conc. exp. (%)

1,0
1,0
0,5
1,0

Recuperacao (%)
101,30
95,67

82,93
84,88
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Impureza J 0,5 81,01
Impureza | 0,7 90,66
Impureza N 1,0 91,43

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Demonstrou-se, através da Figura 34, os cromatogramas de injecdo dos padrdes das

impurezas L, M, E, composto relacionado F de AZM, I, J e N.

Figura 34 — Cromatogramas dos Padrodes de Impurezas Organicas Conhecidas

Individuais
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Legenda: Padroes de impurezas organicas conhecidas individuais. Tempos de retencao (min.): Imp.
L (12,730); Imp. M (16,320); Imp. E (18,769); Imp. F (22,636); Imp. J (24,560); Imp. I (25,793) e
Imp. N (35,309).

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023

5.3.2 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacio (LQ)

Avaliou-se os parametros cromatograficos referente a determinagao do LD e do LQ, em

3 niveis, para a AZM e as impurezas organicas conhecidas, conforme Tabela 36.

Tabela 36 — Resultado dos parametros cromatograficos de LD e LQ

Analito Limite/ tr Area Fator N° Pratos S/N
Amostra (min.) Caudal Teoricos
LD Al 48,061 6340 1,0 85964 14,6
LQ Al 48,020 18367 1,1 78376 48 4
Azitromicina LQ A2 47,956 18134 1,1 81771 59,8
LQ A3 47,949 17041 1,1 78429 38,8
LD Al 13,008 2958 1,1 17848 15,3
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LQ Al 12,627 7861 1,1 16917 22,3
Impureza L LQ A2 12,625 8185 1,2 16363 434
LQA3 12,630 8011 1,1 16711 32,1
LD Al 17,009 9519 1,0 17215 31,0
Impureza M LQ Al 16,944 32581 1,3 15124 88,5
LQ A2 16,933 31791 1,6 17872 112,1
LQ A3 16,929 29177 1,5 16431 96,3
LD Al 18,766 3308 1,2 26851 22,9
ez 1D LQ Al 18,691 10612 1,1 23312 31,9
LQ A2 18,687 11489 1,1 22508 49,5
LQA3 18,695 10719 1,1 23028 52,3
Composto LD Al 22,945 22052 1,1 9790 55,9
. LQAI 22,845 77648 1,1 9112 198,0
relacionado F
de AZM LQ A2 22,643 81561 1,1 9115 2442
LQ A3 22,957 75850 1,1 9272 234,5
LD Al 24,373 7886 1,0 30494 19,5
Tengrrezn LQ Al 24,494 27186 1,0 24532 89,4
LQ A2 24,441 26731 1,1 25313 70,2
LQA3 26,684 27621 1,1 26163 98,8
LD Al 25,404 4993 1,4 26393 20,2
Impureza I LQAIl 25,298 11062 1,2 20704 13,5
LQ A2 25,263 10231 1,3 21301 18,7
LQ A3 25,305 10087 1,2 22920 30,7
LD Al 35,767 14144 1,0 52746 11,7
ez N LQ Al 35,542 64178 1,0 54849 111,7
LQ A2 35,571 67456 1,0 54582 103,3
LQ A3 35,958 69214 0,9 51423 69,0

Legenda: tr (tempo de retengdo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.3.3 Linearidade

A distribui¢ao normal dos residuos, a independéncia destes, além da homocedasticidade
dos dados foram avaliadas para escolha do modelo matematico adequado. O método dos
minimos quadrados ordindrios s6 pdde ser utilizado apoés comprovacao desses parametros. A
estimativa das curvas de regressdo linear foi realizada mediante emprego do método dos
minimos quadrados, através de planilha Excel, sendo os parametros da regressao avaliados
através de Analise de Variancia (ANOVA). Todas as curvas obtidas apresentaram coeficiente
angular significativo, coeficiente de correlagdo (r) acima de 0,990 e coeficiente linear
estatisticamente igual a zero. Além disso, a distribui¢do dos residuos também foi atendida para
todas as curvas avaliadas, apresentando-se uma distribui¢do independente e normal, conforme
testes estatisticos de Durbin-Watson e Shapiro-Wilk (95% de confianga).

A substincia AZM foi estabelecida como o padrdo de andlise para o método de
impurezas organicas, dessa forma, foi realizada uma avaliagdo visando garantir a relagdo linear

das impurezas quantificadas frente a ela na mesma faixa da linearidade. Tendo em vista que
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todos os modelos matematicos se mostraram ajustados a faixa avaliada, a defini¢ao dos fatores
resposta se tornou fundamental para a obtengao de resultados assertivos.

A faixa de trabalho adotada foi de LQ até 120% do limite de especificacdo para as
impurezas em avaliagdo. Para a AZM, foi do LQ até 120% da concentragao de trabalho do
padrao andlise, ou seja, até 96,0 pg/mL equivalente a 2,4%. Sendo assim, foi atingido a faixa
especificada para todas as impurezas organicas especificadas, consideradas, além de
contemplar a faixa das impurezas desconhecidas e a faixa de trabalho do padrdo analise. Os

resultados dos célculos estatisticos para linearidade foram demonstrados na Tabela 37.

Tabela 37 — Resultados obtidos para a Linearidade

Significancia/ Falta de
Analito Linearidade — Equacio da Reta R? Ajuste -
Fean.: 4,4940 Ftan.: 3,259
Azitromicina 29.079,341 y =4952,6x + 360,22 0,9995 3,241
Impureza L 29.503,835 y =1990,9x + 655,05 0,9995 0,314
Impureza M 11.963,034 y=9114,1x + 1436,70 0,9987 0,839
Impureza E 17.142,204 y =2828x — 100,89 0,9991 1,824
Composto
relacionado F de 8.939,240 y=25210x — 13663 0,9982 1,907
AZM
Impureza J 14.390,752 y = 6880,9x — 643,67 0,9989 1,029
Impureza | 5.670,717 y =2782,3x — 74,68 0,9972 3,066
Impureza N 18.100,111 y = 9438x +2467,70 0,9991 1,314
Analito Coef. Angular il Es pec. para
resposta Impurezas
Azitromicina 5010,50 _ _
Impureza L 1990,86 0,40 1,0%
Impureza M 9114,14 1,82 1,0%
Impureza E 2818,02 0,56 0,5%
Composto relacionado F de AZM 25209,98 5,03 1,0%
Impureza J 6880,90 1,37 0,5%
Impureza 1 2872,30 0,57 0,7%
Impureza N 9438,04 1,88 1,0%

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

De posse dos resultados obtidos na validagdo método analitico, parametro linearidade,
os valores de tempos de retencao relativo e do fator resposta para cada um dos analitos foram
ajustados, contemplando a variabilidade inerente ao processo de validacdo do método

analitico. Valores diferentes sdo esperados quando se revalida um método analitico.
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Obviamente se espera valores proximos aos valores descritos na monografia farmacopeica.

Os valores ajustados foram demonstrados na Tabela 38.

Tabela 38 - Valores ajustados de Tempo de Reten¢ao Relativo e Fator Reposta para

Impurezas Organicas conhecidas de AZM

Descricao/ Analito trr Fator Descricio/ Analito trr Fator
resposta resposta
. . 3’-De (dimetila 0.75 1.88
N-Gxido de Azitro- 5 04  mino)-3"- N
micina . ..
oxoazi-tromicina
3’-(N, N-Didemetil) - 0.36 1.82 0.82 -
3’-N-formilazitro- M Azaeritromicina A
micina
3 - (N, I.\I—.Dldemgtll) 0.42 0.56 Impureza P de 0.91
azitromicina (amino- E . . P
. . . azitromicina
azitromicina)
3’~(N-Demetil) -3’-N- 0.49 >.03 . .. 1.0
o J. F Azitromicina
formilazitromicina
14-Demet}1- o 2-Desetil-2- 121 )
14(hidroximetilazi- D - - . (0]
tromicina) propil-AZM
3’-N-De-
Desosaminilazitro- J 0.53 1.37 metil3'-N-[(4- G 1.25 -
micina metil-fenil)
sulfonil] AZM
N-Demetilazitromici- I 0.57 0.57 3-Deoxiazitro-
na micina B 1.31 -
3 _O-demetilazitro- 0.72 1.0 Qualquer 01~1tra
. C impureza nao - 1.0
micina .
especificada

3’-N-[(4-(Acetil-amino)
fenil) sul-fonil]3’-N-de- H - -
metilazitromicina

Legenda: trr (tempo de retengdo relativo)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

5.3.4 Precisao e Exatidao

Os resultados encontrados para o ensaio de precisdo (repetibilidade) e precisdao
intermedidria demonstraram que o método ¢ preciso e exato, uma vez que os valores obtidos
para a recuperacao individual (%), recuperacdo média (%) para ambos analistas e coeficiente
de variagdo (CV%) encontraram-se dentro dos limites estipulados tanto para as impurezas
organicas conhecidas quanto para as impurezas desconhecidas/ ndo especificadas. Os CV%
maximos aceitaveis para a repetibilidade e precisao intermediaria foram definidos baseados na

concentragdo da amostra, adotando-se o valor maximo permitido de até 7,3% para cada uma
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das impurezas, conforme Miguel e Barbas (2003). A especificagao para precisao intermediaria
adotada, foi baseada na concentra¢ao proporcional do IFA na amostra, sendo o valor maximo
permitido de 11,0%. Para as impurezas desconhecidas, os valores méximos aceitaveis para o
CV% e recuperacao foram calculados levando em consideracdo a concentragdo proporcional
do IFA na amostra do medicamento sendo o peso médio tedrico de 885,8 mg e o quantitativo
de AZM de 500 mg.

Conforme David Bliesner (2006), as faixas de recuperacdo aceitdveis para a
determinag¢do de impurezas organicas sdo de 75% a 125% para recuperagdo individual,
conforme classificacdo dos testes segundo a sua finalidade, enquadrados na categoria II, ou
seja, aplicavel aos testes quantitativos ou ensaio limite para determinagdo de impurezas e
produtos de degradagdo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas. Por outro lado, o
trabalho realizado por Miguel e Barbas (2003), propde critérios de 80% a 110% para
recuperagdo de cada uma das impurezas, sendo encontrado valores de CV% entre 4,1% e 16,8%
para precisdo (repetibilidade). Vale ressaltar que a proposta de CV% e de recuperagao para as
impurezas de AZM estdo relacionadas ao fato desta ser suscetivel a reagdes, principalmente em
meio acido e oxidativo, conforme relatos de Zhang et al., (2009) e pode ser favorecido pelo uso
de um solvente protico, neste caso o metanol, como um dos componentes da solugdo diluente
do método analitico.

Nas Tabelas 39 a 54 foram demonstrados os resultados encontrados para repetibilidade
(analista 1) e precisdo intermedidria (analistas 1 e 2) para as sete impurezas organicas

conhecidas e qualquer outra impureza individual (impureza desconhecida).

Tabela 39 — Precisao/ Exatidao (Repetibilidade) - Impureza L — (Analista 1)

Conc. Conc. Conc. ~ - .
, . , . . Recuperacido Recuperacao Desvio CV
Réplicas Teorica Teorica Experimental (%) média (%) padrio(s) (%)
%) (%) (%)
1 0,089 0,094 105,27
2 0,10 0,089 0,094 105,38 105,76 0,75 0,71
3 0,089 0,095 106,63
1 0,896 0,827 92,32
2 1,00 0,890 0,842 94,65 94,13 1,61 1,72
3 0,894 0,853 95,42
1 1,089 0,979 89,85
2 1,20 1,109 1,019 91,91 90,62 1,12 1,24
3 1,089 0,981 90,10
A,mostra - - 0,094 Fator resposta: 0,40
integra

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Tabela 40 — Precisao/ Exatidao (Intermediaria) - Impureza L

Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado  Resultado  Resultado (%) RO pesultado (%)  ReSUltado
(%) (%) (%) (%)
0,10 1,00 1,20
105,271 104,263 92,320 99,415 89,851 100,950
105,384 99,644 94,645 100,069 91,906 102,782
106,629 94,138 95,423 99,696 90,105 99,956
Média (%) 102,55 Média (%) 96,93 Média (%) 95,92

Desvio 4,78 3,24 5,92
Padrao Desvio Padrao Desvio Padrao
CV (%) 4,66 CV (%) 3,34 CV (%) 6,18

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 41 — Precisao/ Exatidao (Repetibilidade) - Impureza M — (Analista 1)

Conc. Conc. Conc. ~ = Desvio
P - - . Recuperacio Recuperacio ~ CvV
Réplicas Teorica Teorica Experimental (%) média (%) padrao (%)
%) (%) (%) ' RO '
1 0,082 0,090 109,61
2 0,10 0,082 0,090 108,99 109,35 0,33 0,30
3 0,082 0,090 109,46
1 0,828 0,840 101,45
2 1,00 0,823 0,813 98,86 100,33 1,33 1,32
3 0,827 0,832 100,68
1 1,007 0,983 97,62
2 1,20 1,025 0,988 96,38 97,39 0,92 0,94
3 1,007 0,988 98,17
Atmostra - 0,056 Fator resposta: 1,82
integra
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
Tabela 42 — Precisdo/ Exatidao (Intermediaria) - Impureza M
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado  Resultado Resultado (%) Resultado Resultado Resultado
(o) (%) (o) (%) (o)
0,10 1,00 1,20
109,610 92,850 101,452 80,671 97,622 84,477
108,985 91,367 98,865 85,783 96,381 85,498
109,457 94,136 100,682 86,389 98,169 84,225
Média (%) 101,07 Média (%) 92,31 Média (%) 91,06
Desvio 9,12 9,05 Desvio 6,97
Padrao Desvio Padrao Padrao
CV (%) 9,02 CV (%) 9,81 CV (%) 7,65

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Tabela 43 — Precisao/ Exatidao (Repetibilidade) - Impureza E — (Analista 1)

Conc. Conc. Conc. Teomenes TEseEe Desvio
Réplicas Tedrica Teérica Experimental (%) média (%) padrio CV (%)
%) (%) (%) ©)
1 0,097 0,100 103,72
2 0,10 0,096 0,095 98,63 102,11 3,01 2,95
3 0,096 0,100 103,96
1 0,485 0,497 102,34
2 0,50 0,482 0,494 102,53 104,65 3,83 3,66
3 0,485 0,529 109,07
1 0,590 0,591 100,08
2 0,60 0,601 0,562 93,64 95,04 4,50 4,74
3 0,590 0,539 91,40
A,mostra - 0,036 Fator resposta: 0,56
integra

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 44 — Precisao/ Exatidao (Intermediaria) - Impureza E

Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado  Resultado Resultado (%) Resultado Resultado (%) Resultado
(%) (%) (%) (%)
0,10 0,50 0,60
103,732 89,219 102,342 90,646 100,076 91,649
98,633 91,915 102,532 91,345 93,640 91,644
103,963 84,813 109,068 90,918 91,397 90,479
Média (%) 95,38 Média (%) 97,81 Média (%) 93,15

Desvio 7,94 7,86 3,55
Padrao Desvio Padrao Desvio Padrao
CV (%) 8,33 CV (%) 8,05 CV (%) 3,81

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 45 — Precisdao/ Exatidao (Repetibilidade) — Comp. relacionado F (Analista 1)

Conc. Conc. Conc. ~ ~ Desvio
A - Fen . Recuperacido Recuperacio ~ CV
Réplicas Teorica Teorica Experimental (%) média (%) padrao (%)
(“o) (“0) (%) (O
1 0,082 0,071 86,71
2 0,10 0,082 0,071 86,59 86,65 0,06 0,07
3 0,082 0,071 86,65
1 0,829 0,707 85,27
2 1,00 0,823 0,703 85,36 85,64 0,56 0,65
3 0,827 0,714 86,28
1 1,008 0,887 88,08
2 1,20 1,025 0,883 86,10 87,30 1,06 1,21
3 1,007 0,884 87,73
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Amostra
integra
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

- 0,057 Fator resposta: 5,03

Tabela 46 — Precisdo/ Exatidao (Intermediaria) — Comp. relacionado F de AZM

Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado  Resultado Resultado (%) Resultado Resultado (%) Resultado
(%) (%) (%) (%)
0,10 1,00 1,20
86,714 86,463 85,273 89,741 88,076 90,245
86,594 85,541 85,362 89,757 86,099 89,959
86,650 83,941 86,282 89,402 87,730 90,111
Média (%) 85,98 Média (%) 87,64 Média (%) 88,70

Desvio 1,09 2,22 1,68
Padrao Desvio Padrao Desvio Padrao
CV (%) 1,27 CV (%) 2,53 CV (%) 1,89

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 47 — Precisao/ Exatidao (Repetibilidade) - Impureza J — (Analista 1)

- C(’m.c. C(’)n.c. anc' Recuperacio Recuperagio  Desvio
Réplicas Teorica Tedrica  Experimental (%) média (%) padrio (s) CV (%)
(%) (%) (%)
1 0,097 0,092 95,13
2 0,10 0,096 0,090 93,73 96,30 3,32 3,45
3 0,096 0,097 100,05
1 0,486 0,431 88,77
2 0,50 0,482 0,418 86,72 86,17 2,92 3,38
3 0,485 0,403 83,02
1 0,591 0,479 81,02
2 0,60 0,601 0,487 80,96 81,05 0,10 0,13
3 0,590 0,479 81,16
A’mostra - 0,038 Fator resposta: 1,37
integra
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
Tabela 48 — Precisao/ Exatidao (Intermediaria) - Impureza J
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado Resultado Resultado (%) Resultado Resultado Resultado
(%) (%) (%) (%) (%)
0,10 0,50 0,60
95,134 85,549 88,772 83,486 81,024 82,482
93,729 84,775 86,176 84,002 80,960 83,642
100,050 81,494 83,017 84,450 81,163 81,877

Média (%) 90,12 Média (%) 85,07 Média (%) 81,86
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Desvio Desvio
Padrao 722 Desvio Padrao 2,22 Padrao 1,05
CV (%) 8,01 CV (%) 2,61 CV (%) 1,29

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 49— Precisao/ Exatidao (Repetibilidade) - Impureza I — (Analista 1)

Conc. Conc. Conc. ~ ~ Desvio
P B - . Recuperacio Recuperacio ~ CvV
Réplicas Tedrica Teorica Experimental (%) média (%) padrao (%)
(Vo) (o) (“o) (s)
1 0,099 0,107 107,76
2 0,10 0,099 0,107 108,61 106,95 2,19 2,05
3 0,099 0,103 104,47
1 0,697 0,766 109,89
2 0,70 0,692 0,756 109,11 109,57 0,41 0,38
3 0,696 0,764 109,72
1 0,848 0,917 108,13
2 0,84 0,863 0,936 108,46 108,21 0,22 0,21
3 0,847 0,916 108,05
A’mostra - - 0,093 Fator resposta: 0,57
integra
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
Tabela 50 — Precisao/ Exatidao (Intermediaria) - Impureza I
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado
(Y0) (Y0) (Y0) (Y0) (Y0) (Y0)
0,10 0,70 0,84
107,760 92,982 109,893 92,984 108,127 90,869
108,612 92,138 109,109 89,915 108,464 89,718
104,469 86,558 109,721 91,386 108,046 90,122
Média (%) 98,75 Média (%) 100,50 Média (%) 99,22
Desvio 9,35 Desvio 9,99 Desvio 9.85
Padrao Padriao Padriao
CV (%) 9,46 CV (%) 9,94 CV (%) 9,93
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
Tabela 51 — Precisao/ Exatidao (Repetibilidade) - Impureza N - (Analista 1)
. C(’)n.c. C(’)n.c. anc. Recupera¢io Recuperacio Desvio CV
Réplicas  Teorica  Teorica  Experimental (%) média (%) padrao (%)
(o) (o) (o) (s)
1 0,093 0,095 101,79
0,10 102,01 0,77 0,76

0,093 0,095 101,37
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3 0,093 0,096 102,87

1 0,940 0,896 95,31

2 1,00 0,934 0,895 95,89 95,18 0,78 0,82
3 0,938 0,885 94,35

1 1,143 1,089 95,26

2 1,20 1,163 1,114 95,77 94,95 1,02 1,07
3 1,143 1,072 93,81

A’mostra - - 0,069 Fator resposta: 1,88
integra

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 52 — Precisao/ Exatidao (Intermediaria) - Impureza N

Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado Resultado Resultado (%) Resultado Resultado Resultado
(%) (%) (%) (%) (%)
0,10 1,00 1,20
101,794 96,447 95,312 97,121 95,258 96,919
101,369 97,359 95,889 97,711 95,773 97,591
102,869 95,003 94,347 96,469 93,808 96,720
Média (%) 99,14 Média (%) 96,14 Média (%) 96,01

Desvio 3,27 1,23 Desvio 1,36
Padrao Desvio Padrao Padrao
CV (%) 3,30 CV (%) 1,27 CV (%) 1,42

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 53 — Precisao/ Exatidao (Repetibilidade) — Impurezas desconhecidas (Analista 1)

Réplicas T?ag:'licc'a Tig:icc.a Ex Sr(;ll:lcéntal e e T D;(::;(())
P %) %) P ) (%) média (%) P o
1 0,096 0,089 92,11
2 0,10 0,100 0,097 96,55 96,43 427 4,43
3 0,089 0,090 100,65
1 0,197 0,193 97,90
2 0,20 0,191 0,199 104,56 101,05 3,34 3,31
3 0,180 0,181 100,69
1 0,234 0,246 104,94
2 0,24 0,222 0,232 104,45 102,61 3,63 3,53
3 0,218 0,214 98,43
1 2,310 2,378 102,95
2 2,40 2,226 2,227 100,01 101,10 1,61 1,59
3 2,160 2,168 100,35
Fator resposta: 1,00

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Tabela 54 — Precisao/ Exatidao (Intermediaria) - Impurezas desconhecidas

Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado (%) Resultado (%) Resultado (%) Resultado (%)
0,10 0,20
92,110 97,920 97,900 100,090
96,550 103,890 104,560 99,620
100,650 101,270 100,690 102,640

Média (%) 98,73 Média (%) 100,92
Desvio Padrao 4,15 Desvio Padrao 2,36
CV (%) 4,20 CV (%) 2,33
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Resultado (%) Resultado (%) Resultado (%) Resultado (%)
0,24 2,40
104,340 97,890 102,950 100,620
104,450 101,340 100,010 100,540
98,430 100,100 100,350 101,200
Média (%) 101,29 Média (%) 100,35
Desvio Padrio 3,00 Desvio Padrio 1,06
CV (%) 2,96 CV (%) 1,05

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Ap0s a avaliagdo dos dados, pode-se concluir que o método ¢ preciso e exato, uma vez
que os valores obtidos para a recuperagao individual (%), recuperacdo média (%) para cada um
dos analistas e CV% encontraram-se dentro dos limites estabelecidos. Os resultados foram
aprovados tanto para o ensaio de precisdo (repetibilidade) considerando os analistas 1 e 2,
quanto a analise de precisdo intermediaria (entre analistas e dias de andlise) de acordo com os
critérios estabelecidos, contemplando tantos para as impurezas organicas conhecidas quanto a
as impurezas desconhecidas ou ndo especificadas.

A validagdo do método analitico foi conduzida e contemplou os parametros
estabelecidos pela legislacao brasileira vigente, ANVISA — RDC n° 166, de 24 de julho de
2017, bem como o guia ICH Q2(R2) — Validation of Analytical Procedures (European Medicine
Agency, 2022). O método analitico proposto atendeu, de forma satisfatoria, aos parametros de
seletividade, precisdo, exatidao, linearidade, robustez, LD e LQ para o monitoramento das
impurezas organicas, oriundas de degradacdo do medicamento AZM. Respaldou-se com este
trabalho, que a solucdo de adequabilidade, composta pelas impurezas I, J e Composto
relacionado F de AZM deixou de ser critério de avalicdo do system suitability e foi substituida
pela utilizacdo da solucdo EPCRS — padrao referéncia de identificacdo de picos de

Azitromicina. Além disso, verificou-se que a resolucdo entre impureza J e Impureza [ ¢ um
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atributo critico de resolucao e do sistema. Assim optou-se pela recomendagdo de inclusao da
avaliagdo da resolucdo entre essas duas impurezas na solucao de identificag@o. O valor sugerido
como critério de aceitagdo foi o de maior ou igual a 1,4. E importante destacar ainda, que a
legislacdo brasileira aprimorada nas ultimas duas décadas, através de sucessivas atualizagdes
das resolugdes da diretoria colegiada (RDC) da ANVISA, estabelece que um método analitico
deva necessariamente ser indicativo de estabilidade, ou seja, capaz de identificar e quantificar
o farmaco na presen¢a de seus produtos de degradacdo na forma farmacéutica submetida a

analise, o que foi comprovado neste trabalho.

5.3.5 Robustez

Em relagdo a robustez para as impurezas organicas foi possivel que o método se mostrou
robusto para a condi¢do de temperatura do forno da coluna avaliada bem como a condi¢do de
fluxo adotada, exceto o parametro de fluxo de 0,7 ml min™!, onde foi observado resultados
baixos para a recuperacao das impurezas [ e J. Posteriormente ao planejamento de experimento,

outros parametros foram avaliados:

v' Variagio do pH da solugdo A (fase movel): Satisfatorio para pH: 8,8; 8,9 € 9,0;
v’ Teste de elemento filtrante: Satisfatorio para PVDF 0,22 um e PTFE 0,22 pum;

v Extrag¢do da amostra em banho ultrassdnico: Satisfatorio para 5, 15 e 20 minutos.

5.4 RESULTADOS DOS MEDICAMENTOS (PRODUTO ACABADO) MONITORADOS
DO MERCADO

Um total de seis lotes de medicamentos foram avaliados.

Para cada amostra do medicamento AZM foi realizada uma tUnica inje¢do, uma injecao
de diluente/ branco e uma injecao para cada um dos Placebos. Para o solugdo de identificagao
de picos (Padrao de identificagdo Farmacopeia Europeia) foi realizada uma tnica inje¢do. Para
os padrdes do IFA AZM foram realizadas injecdes de P; em quintuplicata e do P2 (recuperacao)
uma unica inje¢ao.

Verificou-se todos os parametros de adequabilidade do sistema tais como: fator caudal
(entre 0,8 e 2,0), numero de pratos teéricos (superior a 1.000) e sinal ruido (S/N) (acima de 10)
cumpriram com as especificacdes descritas no capitulo geral <621>Chromatography da USP.

Na Tabela 55, foram compilados os valores do tempo de retengdo (min.) e teor (%)

calculado para as impurezas dos seis lotes de medicamento (produto acabado) avaliados.
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Tabela 55 — Resultados encontrados — seis lotes avaliados

Analito/ Resultado (%)

Produto A B! B? C D E Especificacio
Impureza L 0,03 0,17 0,14 0,02 0,08 0,07 <1%
Impureza M 0,07 0,17 0,12 0,02 0,01 0,08 <1%
Impureza E 0,04 0,05 0,05 0,07 0,03 0,04 <0,5%
Impureza F 0,06 0,13 0,06 0,04 0,01 0,08 <1%
Impureza J 0,02 0,05 0,01 0,04 0,04 0,04 <0,5%
Impureza I 0,10 0,16 0,17 0,05 0,03 0,12 <0,7%
Impureza N 0,06 0,11 0,09 0,01 0,03 0,06 <1%

Impurezas 0,17 0,18 0,18 0,21 0,20 0,20 Mix. 0,2%
desconhecidas
Total de impurezas 0,55 1,02 0,82 0,46 0,43 0,69 Max. 5,0%

Analito/ Tempo de retenciio (min.)

Produto A B! B? C D E
Azitromicina 48,041 47,883 47,925 48,018 48,197 48,051
Impureza L 12,850 12,739 12,780 12,692 13,394 12,823
Impureza M 16,878 16,716 16,747 16,953 16,920 16,862
Impureza E 18,861 18,773 18,713 19,418 18,763 18,796
Impureza F 23,035 22,920 22,929 23,069 23,058 23,093
Impureza J 24,609 24,502 24,577 24,673 24,793 24,697

Impureza I 25,667 25,550 25,561 25,797 25,551 25,698

Impureza N 36,611 36,441 36,481 36,066 37,408 36,577

Impurezas 20,592 20,461 20,483 20,565 20,699 20,574
desconhecidas

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

No apéndice A —Figura 35 demonstrou-se o espectro da AZM, varredura em DAD no
intervalo de 190 nm a 400 nm e no apéndice B —Figura 36, o comprimento de onda onde houve
maior absor¢do foi o de 210 nm, da eluigdo da solugdo padrio de AZM 80,0 ugmL, onde
evidenciou-se a formacao de um pico cromatografico referente ao espectro da AZM no tempo
de retengdo de cerca de 48 minutos.

No apéndice C -Figuras 37 a 45demonstrou-se os cromatogramas obtidos, nas elui¢des
cromatograficas para o padrao referéncia de identificacao de picos de AZM EP versus diluente/
branco; dos padrdes Pi, P> (recuperagao) da AZM versus diluente/ branco; do padrao de
sensibilidadeversus diluente/ branco e dos placebos versus medicamento versus diluente/

branco; respectivamente, dos seis lotes avaliados.
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Observou-se que todas as amostras dos lotes avaliados apresentaram picos referentes as
impurezas organicas conhecidas: L, M, E, composto relacionado de AZM F, I, J e N. Todos os
resultados encontrados estavam em conformidade com os limites farmacopeicos especificados.
Para todas as elui¢des observou-se também formacao de pico para o diluente nos tempos de
retencao de aproximadamente 4 ¢ 11 minutos. Por fim, observou-se a formacao de picos para
impurezas desconhecidas os quais forma numerados em ordem cronoldgica. Para os lotes
avaliados dos produtos A e quintuplicara foram identificadas 7 impurezas desconhecidas em
tempos de retencao aproximados em ambos os produtos. Para os demais produtos, identificou-
se 6 impurezas desconhecidas sendo que a ultima impureza eluida no tempo de retencao de
aproximadamente 28 minutos ocorreu apenas nos produtos C e D e a impureza desconhecidas
eluida no tempo de reten¢do de aproximadamente 13 minutos ndo ocorreu no produto D.

Para os seis lotes de medicamentos monitorados neste estudo: A, B!, B2, C, D e eluida,
oriundos de cinco detentores de registro e quatro fabricantes farmoquimicos distintos, os
resultados encontrados para o monitoramento das impurezas, em todos eles, foram satisfatorios,
ou seja, cumpriram com a especificacdo vigente. A adequabilidade proposta para o método
analitico atendeu a proposta e assim, foi possivel, com base nesta amostragem, inferir que os
medicamentos Azitromicina comprimido revestido 500 mg disponiveis no mercado brasileiro

sdo seguros, eficazes e possuem sua qualidade assegurada.
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6. CONCLUSAO

Conseguiu-se, de forma assertiva através deste trabalho, uma aproximagdo entre
Academia e Mercado com a proposi¢ao da otimizagao do método analitico através de analise
instrumental, por CLAE UV-vis para determinagdo de impurezas de degradacdo da AZM na
forma farmacéutica solida — comprimido revestido, durante seu shelf life, método este
desafiador, que agora tem sua aplicabilidade a industria farmacéutica.

A estratégia adotada, fundamentou-se na sistematica de otimizagdo para pesquisar €
identificar as condigdes favoraveis para uma separacao adequada. Além disso, pode ser usada
vantajosamente como uma ferramenta pedagogica para examinar o efeito de uma variedade de
pardmetros na separagcdo. Outra vantagem de se adotar o planejamento de experimento
objetivando eleger os parametros para sermos assertivos na conducao e conclusdo, com éxito,
da validagcdo do método analitico ¢ a possibilidade de se otimizar tempo, reduzir gastos com
reagentes, consumiveis e padroes primarios (SQR/ SQF) ou secundarios (SQC — Substancia

Quimica de Referéncia Caracterizada) no processo de internalizagdao de métodos analiticos.
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APENDICES

APENDICE A — Varredura espectral da AZM

Figura 35 — Varredura espectral da AZM em DAD - intervalo 190 nm — 400 nm
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Legenda: Padrao AZM. Tempo de retencao (min.): AZM (48,206)
Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023

APENDICE B — Comprimento de onda com maior absorc¢io

Figura 36 — Cromatograma da AZM em 210 nm

s
=]
2
AFTTRGARS l,.l

i, = I |
)
WL

L0
|
T N R BRI I,
kﬂ-l ] [T #5040 ol e 22 50 2600 35046 L eli-] 45 0 5.0 25 B0 BE G 0 TE G [ i8] 5O e e o5 60
beten

Legenda: Padrao AZM. Tempo de retengdo (min.): AZM (48,206)
Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023
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APENDICE C - Cromatogramas das analises dos medicamentos (Produto Acabado)

monitorados do mercado

Figura 37 — Cromatograma EPCRS batch 5 — padrao referéncia de identificaciao de picos

de Azitromicina (Azithromycin for peak identification) e Diluente/branco
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Legenda: Padrao Ref. Ident. Picos AZM — EP (preto); Diluente/ branco (azul). Tempos de retencao
(min.): Imp. L (12,801); Imp. M (16,819); Imp. E (18,764); Imp. F (22,993); Imp. J (24,662); Imp. |
(25,646); Imp. N (36,496) e AZM (47,879)

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023

Obteve-se resolucdo de 1.7 entre os picos de impureza I e impureza J, para um valor

minimo especificado de 1.4, conforme célculo realizado pelo software Waters Empower 3.
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Figura 38 — Cromatograma padroes P1, P2 (recuperac¢io) da AZM e Diluente/branco
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Legenda: Padrdo Analise/ P; (vermelho); Padrao de Recuperagdo/ P, (verde); Diluente/ branco

(preto). Tempos de retengdo (min.): Py (48,206) e P, rec. (48,763)
Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023

Conforme capitulo geral <621> Chromatography da USP, o RSD entre as injecdes da

solugdo padrdo de AZM e a injecdo para verificagdo do sistema deve ser de no maximo 5,0%.

Evidenciou-se, conforme célculo realizado pelo software Waters Empower 3, o valor de RSD

igual a 1,3% em conformidade com o especificado.

Figura 39 — Cromatograma da Solucio de Sensibilidade
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Legenda: AZM. Tempos de retencao: (48,477)
Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023

Conforme capitulo geral <621> Chromatography da USP, a relagdo S/N para a solugdo

de sensibilidade deve ser de no minimo 10. Obteve-se o valor de sinal ruido de 17, conforme

calculo realizado pelo software Waters Empower 3.
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Figura 40 — Cromatograma do Placebo A, Produto A e Diluente/branco
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Legenda: Amostra (preto); Placebo (azul); Diluente/ branco (verde). Tempos de retengdo (min.):
Imp. Desc. (3,696); Diluente (4,058); Imp. Desc. 01 (4,262); Imp. Desc. 02 (4,607); diluente 1
(11,891); Imp. Desc. 03 (11,074); Imp. L (12,850); Imp. Desc. 04 (13,338); Imp. M (16,878); Imp. E
(18,861); Imp. Desc. 05 (20,592); Imp. F (23,035); Imp. J (24,609); Imp. I (25,667); Imp. Desc. 06
(28,613); Imp. N (36,611); AZM (48,041) e Placebo (50,352).

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023

Figura 41 — Cromatograma do Placebo B, Produto B! e Diluente/branco
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Legenda: Amostra (preto); Placebo (azul); Diluente/ branco (verde). Tempos de retengdo (min.):
Diluente (4,021); Imp. Desc. (4,569); Imp. Desc. 01 (6,307); Imp. Desc. 02 (8,469); Imp. Desc. 03
(9,914); diluente 1 (11,840); Imp. L (12,739); Imp. Desc. 04 (13,277); Imp. M (16,716); Imp. E
(18,773); Imp. Desc. 05 (20,461); Imp. F (22,920); Imp. J (24,502); Imp. 1 (25,550); Imp. N
(36,441); AZM (47,883) e Placebo (50,799).

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023
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Figura 42 — Cromatograma do Placebo B, Produto B? e Diluente/branco
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Legenda: Amostra (preto); Placebo (azul); Diluente/ branco (vermelho). Tempos de reten¢ao (min.):
Diluente (4,015); Imp. Desc. (4,599); Imp. Desc. 01 (6,221); Imp. Desc. 02 (8,334); Imp. Desc. 03
(9,921); diluente 1 (11,861); Imp. L (12,780); Imp. Desc. 04 (13,229); Imp. M (16,747); Imp. E
(18,713); Imp. Desc. 05 (20,483); Imp. F (22,929); Imp. J (24,577); Imp. 1 (25,561); Imp. N
(36,481); AZM (47,925) e Placebo (50,832).

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023

Figura 43 — Cromatograma do Placebo C, Produto C e Diluente/branco
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Legenda: Amostra (preto); Placebo (azul); Diluente/ branco (vermelho). Tempos de retencao (min.):
Diluente (4,021); Imp. Desc. (4,320); Imp. Desc. 01 (4,599); Imp. Desc. 02 (9,961); diluente 1
(11,897); Imp. L (12,692) Imp. Desc. 03 (13,339); Imp. M (16,953); Imp. E (19,418); Imp. Desc. 04
(20,565); Imp. F (23,069); Imp. J (24,673); Imp. 1 (25,797); Imp. Desc. 05 (28,613); Imp. N
(36,066); AZM (48,018) e Placebo (50,595).

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023
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Figura 44— Cromatograma do Placebo D, Produto D e Diluente/branco
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Legenda: Amostra (preto); Placebo (azul); Diluente/ branco (vermelho). Tempos de retencao (min.):
Diluente (4,051); Imp. Desc. (4,620); Imp. Desc. 01 (6,383); Imp. Desc. 02 (8,539); Imp. Desc. 03
(9,964); diluente 1 (11,898); Imp. L (13,394); Imp. M (16,920); Imp. E (19,548); Imp. Desc. 04
(20,669); Imp. F (23,058); Imp. J (24,793); Imp. I (25,551); Imp. Desc. 05 (28,783); Imp. N
(37,408); AZM (48,197) e Placebo (51,182).

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023

Figura 45 — Cromatograma do Placebo E, Produto E Dent Diluente/branco
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Legenda: Amostra (preto); Placebo (azul); Diluente/ branco (vermelho). Tempos de retencao (min.):
Imp. Desc. (3,818); Diluente (4,007); Imp. Desc. 01 (4,593); Imp. Desc. 02 (4,823); Imp. Desc. 03
(11,095); diluente 1 (11,893); Imp. L (12,823); Imp. Desc. 04 (13,340); Imp. M (16,862); Imp. E
(18,796); Imp. Desc. 05 (20,574); Imp. F (23,093); Imp. J (24,697); Imp. 1 (25,698); Imp. Desc. 06
(28,716); Imp. N (36,577); AZM (48,051) e Placebo (50,975).

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Waters Empower 3, 2023



