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Resumo
O paracetamol é um medicamento com acdo analgésica e antitérmica
pertencente a classe farmacologica dos Anti-inflamatorios N&o Esteroidais
(AINES) e séo classificados como Medicamento Isento de Prescricdo (MIP).
Em cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), o paracetamol pode
conter na formulacdo parabenos, estes, sendo um excipiente de acéo
conservante. Os parabenos sdo 0s conservantes mais usados para garantir a
estabilidade dos medicamentos, podendo ser utilizados nas formulacdes
separadamente ou em combinacéo, sendo os mais frequentes: metilparabeno,
etilparabeno, propilparabeno e butilparabeno. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar um método analitico para determinar e quantificar os
conservantes metilparabeno e propilparabeno com o paracetamol nas formas
farmacéuticas solucéo e suspensdao orais. A metodologia analitica desenvolvida
foi por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em fase reversa e
modo isocrético, validada com base nas diretrizes da ANVISA (RDC 166/2017)
e do Conselho Internacional para Harmonizacdo (ICH-Q2R1). Um sistema de
fase mével constituido de agua acidificada com &cido fosférico 0,1% e metanol
(65:35 v/v) em pH 5.0 foi utilizado em uma coluna Zorbax Eclipse XDB-CN
4,6x150mm, 5um com fluxo de 1mL/min a 20°C em 245nm, garantindo um
tempo de corrida menor que 8 minutos, demonstrando uma boa separacédo dos
trés analitos do estudo. O método proposto foi linear nos intervalos de 100,4
ng.mL™t a 502,4pg.mL* para paracetamol, 1,03pug.mL* a 9,29ug.mL™ para
metilparabeno e 1,03ug.mL™ a 3,10ug.mL™ para propilparabeno. Os desvios
padrdo relativos para exatiddo, precisdo (repetibilidade e intermediaria) e
robustez foram inferiores a 2%. O ativo paracetamol e 0s conservantes
metilparabeno e propilparabeno apresentaram variabilidade na estabilidade
avaliada nos processos de oxidacao, hidrdlise acida e béasica. Nos bancos de
informacédo utilizados neste trabalho, ndo foi encontrada legislacdo nacional e
internacional que estabeleca teste de identificacédo e teste de determinacdo de
contetdo com critérios de aceitagcdo e limites de concentracdo para cada
conservante presente na formulagdo farmacéutica. Desta forma, o método
desenvolvido pode ser aplicado para quantificacdo do teor de metilparabeno e
propilparabeno no processo de fabricagdo do paracetamol, empregado nos

laboratorios e industrias farmacéuticas para o controle de qualidade das futuras



formulacdes desse medicamento. Pode ser aplicado também nos laboratorios
oficiais para monitoramento do teor de conservantes, fornecendo subsidios

para a criacdo de legislacdo especifica que estabeleca os limites maximos
permitidos.

Palavras chave: validacéo, paracetamol, formulag&o farmacéutica, parabenos.



Abstract
Paracetamol is a drug with analgesic and antipyretic action belonging to the
pharmacological class of Nonsteroidal Anti-inflammatory Drugs (NSAIDs) and
are classified as Over-the-Counter Drugs (OTCs). In compliance with Good
Manufacturing Practices (GMP), paracetamol can contain parabens in its
formulation, these being an excipient with preservative action. Parabens are the
most commonly used preservatives to ensure drug stability, and they can be
used in formulations separately or in combination, the most frequent ones
being: methylparaben, ethylparaben, propylparaben, and butylparaben. The
objective of this work was to develop and validate an analytical method to
determine and quantify the preservatives methylparaben and propylparaben
with paracetamol in the pharmaceutical forms oral solution and suspension. The
analytical methodology developed was by High Efficiency Liquid
Chromatography (HPLC) in reverse phase and isocratic mode, validated based
on ANVISA (RDC 166/2017) and International Council for Harmonisation (ICH -
Q2R1) guidelines. A mobile phase system consisting of water acidified with
0.1% phosphoric acid and methanol (65:35 v/v) at pH 5.0 was used on a Zorbax
Eclipse XDB-CN 4.6x150 mm, 5 um column with a flow rate of ImL/min at 20°C
at 245nm, ensuring a run time of less than 8 minutes, demonstrating good
separation of the three study analytes. The proposed method was linear in the
ranges of 100.4ug.mL™ to 502.4pug.mL* for paracetamol, 1.03pg.mL™ to
9.29ug.mL™? for methylparaben and 1.03ug.mL? to 3.10ug.mL™* for
propylparaben. The relative standard deviations for accuracy, precision
(repeatability and intermediate) and robustness were less than 2%. The active
ingredient  paracetamol and the preservatives methylparaben and
propylparaben presented variability in the stability evaluated in the oxidation,
acid and basic hydrolysis processes. In the databases used in this work, no
national or international legislation was found that establishes identification test
and content determination test with acceptance criteria and concentration limits
for each preservative present in the pharmaceutical formulation. Thus, the
method developed can be applied to quantify the content of methylparaben and
propylparaben in the manufacturing process of paracetamol, employed in
laboratories and pharmaceutical industries for quality control of future

formulations of this drug. It can also be applied in official laboratories to monitor



the content of preservatives, providing subsidies for the creation of specific

legislation that establishes the maximum permitted limits.

Keywords: validation, paracetamol, pharmaceutical formulation, parabens.
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1. Introducéo

O paracetamol (PCM) ou acetaminofeno como é conhecido, é o analgésico
e antipirético mais usado em todo o mundo, sendo esse ativo presente em
muitos medicamentos compostos e de dosagem Unica, podendo ser prescrito
ou de venda livre. E recomendado como terapia de primeira linha em condicdes
de dor pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e também recomendado
para tratamento de dor crénica, como osteoartrite para pacientes geriatricos em
geral. Em gestantes ou criancas, 0 uso de paracetamol ndo precisa ser
suprimido, ele deve ser usado na menor dosagem efetiva e pelo menor tempo
(Ennis et. al., 2016, Toda, 2017).

Os efeitos terapéuticos sdo semelhantes aos salicilatos, no entanto, nao
possuem efeitos anti-inflamatérios, antiplaquetarios e ndo afetam o equilibrio
acido-base se administrado nas doses recomendadas. A boa tolerabilidade em
doses terapéuticas de paracetamol é um fator importante para o amplo
consumo, porém, concentracbes terapéuticas ndo usuais podem causar
intoxicagcdo, overdose fatal e insuficiéncia hepética. Por meio de uma revisdo
sistematica o grupo de pesquisadores americanos de Berardi, em 2020
investigou a insuficiéncia hepatica aguda pediatrica acometida em criancas e
jovens na faixa etaria de 0 a 22 anos, sendo a causa mais frequente a
toxicidade por paracetamol (Berardi et. al., 2020).

Nos EUA, as estatisticas apontam que a principal causa de insuficiéncia
hepética aguda é causada pelo uso de paracetamol, por esse motivo houve
uma reducdo desse ativo na dosagem individual das apresentacOes
farmacéuticas (Food and Drug Administration, 2011).

Este medicamento foi descoberto em 1852 e somente em 1951 foi
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), fazendo parte da
composicdo de varias preparacbes farmacéuticas patenteadas, incluindo
solucéo e suspenséo oral (Vane e Botting, 1995, Bateman e James, 2009).

As preparacfes farmacéuticas liquidas sao particularmente sensiveis ao
crescimento microbiano devido a natureza da composicao. Tais preparacdes
sdo protegidas pela adicdo de conservantes que evitam a alteracdo e
degradacgéo da formulagéo no produto acabado (Hasan et. al., 2016).

O conservante ideal deve ser facilmente solivel em agua na
concentragéo efetiva, uma vez que, o crescimento microbiano ocorre na fase

aguosa (Rosen et. al., 1977).
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Dentre os conservantes mais usados nas formulacdes farmacéuticas,
destacam-se o0s parabenos que sao ésteres do acido para-hidroxibenzéico
(PHB), nomeadamente metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e
butilparabeno. O uso desses excipientes tem-se mantido por muitas décadas,
devido as caracteristicas organolépticas favoraveis ao consumo humano,
sendo quimicamente estaveis, ndo volateis, inodoros e geralmente apresentam
toxicidade sistémica muito baixa. N&o possuem potencial alérgico em
concentracfes permitidas, favorecendo o papel conservante em cosméticos,
produtos alimenticios e formula¢gdes farmacéuticas (Soni, Carabin e Burdock,
2005; Ma et. al., 2016; Fransway et. al., 2019).

No entanto, outras opinides cientificas contestam a seguranca dos
parabenos quanto a exposi¢cdo humana (Moreira, 2014; Ma et. al., 2016; Gabb,
Blake, 2016; Nowak et.al., 2018).

Neste estudo serdo adotadas as siglas PCM, MP e PP para
paracetamol, metilparabeno e propilparabeno, respectivamente, representadas

na Figura 1.

SH: paracetamol (PCM)

HH ~a

Metilp ar ab eno {MP)
CH,
I_ Propilparabeno (PP}

o

Figura 1: Estrutura molecular do Paracetamol (PCM), Metilparabeno (MP) e
Propilparabeno (PP).
Fonte: ChemAxon, 2022.

Para garantir a qualidade dos medicamentos dispensados ou
distribuidos a populacgéo, a industria farmacéutica adota os requisitos das Boas
Praticas de Fabricacdo de Medicamentos (BPF) publicadas na RDC N° 658 de
30 de marco de 2022 (Ministério da Saude, 2022a). Dentre os critérios

22



estabelecidos para a producdo dos medicamentos, estdo incluidos os
excipientes farmacéuticos.

Os parabenos séo classificados na categoria de excipientes com a
funcdo de agentes conservantes.

A presenca de excipientes nas formulacdes farmacéuticas é de suma
Importancia, pois trata de uma substancia utilizada em conjunto com o insumo
farmacéutico ativo (IFA) para a fabricacdo do medicamento de interesse. De
acordo com a RDC N° 200 de 26 de dezembro de 2017 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que disponibiliza dos requisitos para a
concessdo e renovacgdo do registro de medicamentos com principios ativos
sintéticos e semissintéticos, classificados como novos, genéricos e similares, a
avaliacdo da compatibilidade no aspecto fisico-quimico do IFA com os
excipientes deve seguir os critérios estabelecidos desta norma, a fim de evitar
interferentes que comprometam a qualidade do produto acabado (Ministério da
Saude, 2017a).

Por definicdo da RDC N° 34 de 07 de agosto de 2015 da ANVISA, que
aborda as diretrizes para estabelecimentos fabricantes de excipientes
farmacéuticos, os excipientes farmacéuticos sao “qualquer componente, que
ndo seja substancia ativa, adicionado intencionalmente a formulagdo de uma
forma farmacéutica” (Ministério da Saude, 2015).

Assim, as determinacdes desses conservantes em produtos
farmacéuticos sdo imprescindiveis tanto para a garantia da qualidade como
para a seguranc¢a do consumidor.

Para as formulacdes farmacéuticas, a determinacdo simultanea de
compostos ativos ou relacionados em produtos farmacéuticos normalmente
requer o uso de uma técnica de separacdo, como por exemplo, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), seguida de quantificacéo.
Outros métodos utilizados sao: volumétricos, polarograficos,
espectrofotométricos UV-vis, fluorimétricos, entre outros.

Existem muitos procedimentos analiticos disponiveis na literatura para a
determinacdo de MP e PP, isoladamente ou em combinacdo com outros
farmacos. As determinagfes de medicamentos ou produtos farmacéuticos séo
classificadas em cinco categorias principais: métodos Opticos; métodos
eletroanaliticos; métodos cromatograficos; métodos eletroforéticos capilares e

analise da agua (Bosch et al., 2006; Ghulam e Shafique, 2011).
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A técnica por CLAE baseia-se na separacao dos compostos por meio de
fenbmenos quimicos e fisicos onde o analito, a fase moével (FM) e a fase
estacionaria (FE) interagem entre si. Esse mecanismo pode ser subdividido em
dois aspectos distintos: cinético e termodinamico.

O aspecto cinético € a migracdo da zona cromatogréafica responsavel
pelo alargamento da banda cromatografica ou comumente chamado de pico
cromatografico, e o aspecto termodindmico é o responsavel pela retencdo do
analito na coluna. Do ponto de vista analitico, fatores cinéticos determinam a
largura do pico cromatografico, enquanto fatores termodinamicos determinam a
posicdo do pico no cromatograma. Na pratica, a eficiéncia de separacao em
CLAE esta mais relacionada a otimizag&o do instrumento, dimensdes da coluna
cromatografica e fatores geométricos das particulas que ndo podem ter
variacdo durante o desenvolvimento do método, exceto pela pequena influéncia
da variacdo da vazdo da fase moével. Por outro lado, a retencdo ou a
seletividade do analito dependem principalmente das interacdes
intermoleculares competitivas que séo influenciadas pelo tipo de eluente,
composicao da fase movel, temperatura e outras variaveis que permitem essas
modificacdes (Kazakevich e Lobrutto, 2007).

A CLAE é a técnica dominante na analise farmacéutica por possuir
vantagens sobre outras técnicas de separacdo de compostos de interesse em
uma unica corrida, possui boa seletividade, sensibilidade, exatidao, precisao e
robustez. Portanto, esta técnica é amplamente empregada no desenvolvimento
e validacdo de métodos para a maioria dos analitos, incluindo compostos nao
volateis, sensiveis ao calor e altamente polares (Sengupta, Chatterjee e
Tekade, 2018).

A ANVISA define validacdo de método analitico como sendo “a
avaliacdo sistematica de um método por meio de ensaios experimentais de
modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que 0s requisitos
especificos para seu uso pretendido sao atendidos” (Ministério da Saude,
2017b).

Um método é considerado validado estando as caracteristicas de acordo
com 0s pré-requisitos estabelecidos. No desenvolvimento analitico, as
condi¢cdes analiticas, a variabilidade dos processos e as caracteristicas de
performance do processo (parametros analiticos) devem ser bem estabelecidas

nos ciclos do procedimento analitico. Alguns pesquisadores usam 0s termos
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parametros de desempenho analitico, caracteristicas de desempenho e, por
vezes, figuras analiticas de mérito para classificar as condigbes adotadas no
estudo desenvolvido. (Thompson, Ellison e Wood, 2002; INMETRO, 2020).
Para determinar o desenvolvimento de um método analitico, alguns conceitos
devem ser considerados: o tempo de desenvolvimento do método, o tempo
maximo de execuc¢do para analise, 0 numero de amostras, a complexidade dos
solventes, a estrutura do analito principal (propriedades fisico-quimicas),
possiveis vias de degradacao (hidrdlise, oxidacdo, fotolitica, termolitica e
racemizacdo), e o grau de ionizacdo dos analitos (Kazakevich e Lobrutto,
2007).

Os parametros de validacdo de métodos analiticos de quantificacdo
envolvem Linearidade, Funcédo da Resposta (grafico analitico), Especificidade,
Seletividade, Intervalo de Trabalho, Sensibilidade, Exatiddo, Preciséo
(repetitividade, preciséo intermediaria e reprodutividade), Limite de Deteccao
(LD), Limite de Quantificacdo (LQ) e Robustez. Dependendo da finalidade
analitica, outros parametros de validacdo devem ser adotados. Todos esses
critérios sdo definidos por érgdos reguladores competentes, guias orientativos
e literatura cientifica especifica (Ministério da Saude, 2017b; International
Conference on Harmonisation, 2005; Marsona et. al., 2020).

A validagéo analitica desempenha um papel fundamental no &mbito das
Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) de produtos farmacéuticos, além de
demonstrar que o método analitico proposto produz resultados confiaveis,
sendo adequado a finalidade a que se propde, podendo ser aplicada nas
rotinas dos laboratérios, com o objetivo de assegurar a qualidade dos
medicamentos consumidos pela populagéo.
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1.1 Paracetamol e Parabenos

1.1.1 Paracetamol

O medicamento paracetamol, conhecido também como acetaminofeno
ou N-acetaminofen, € um potente analgésico e antipirético. Foi sintetizado ha
mais de cem anos e desde o0 século XIX é um dos medicamentos mais
utilizados para essa finalidade (Rang et. al., 2016).

Categorizado como Medicamento Isento de Prescricdo (MIP), segundo a
Instrucdo Normativa IN N° 86, de 12 de marco de 2021 da ANVISA, o
paracetamol é indicado nos tratamentos de febre, dores de intensidade leve a
moderada (cefaleia, enxaqueca, dores musculares, dor de garganta, dor de
dente, artrose, dismenorreia) e dores associadas a procedimentos de
odontologia e vacinas (Rang et. al., 2016; Katzung e Trevor, 2017).

Comercializado sob varias marcas, apresenta-se nas formas
farmacéuticas: comprimido, comprimido efervescente, comprimido mastigavel,
comprimido revestido, p6 para preparacdo extemporanea, solugdo e suspensao
de uso oral, e em associacdo com outros farmacos como, por exemplo, a
codeina e o tramadol (Rang et.al., 2016; Ministério da Saude, 2021).

A dose terapéutica segura do medicamento paracetamol compreende
entre 0,59 a 1,0g a cada 4 a 6 horas para um adulto, ndo excedendo doses
acima de 4g/dia. Para uso em criancas, as doses variam de 40 a 480mg ou
10mg/kg, dependendo da idade e do peso, ndo excedendo mais que cinco
doses em 24h (Brunton et. al., 2010; Katzung e Trevor, 2017).

Nos Estados Unidos, estudos apontam um aumento de casos de
insuficiéncia hepética e overdoses néo intencionais com o uso do medicamento
paracetamol (acetaminophen como € conhecido no pais), além de uma alta
taxa de casos de lesGes hepaticas. Em atendimento a solicitagdo do Comité
Consultivo dos Estados Unidos da América (EUA) em relacdo a retirada de
produtos que contém a combinacdo com acetaminofeno ou a reducdo da
quantidade desse produto em cada unidade de dosagem, o Food and Drug
Administration (FDA) decidiu limitar a quantidade maxima de acetaminofeno
para 325mg por unidade de dosagem em produtos prescritos, a fim de evitar a
superdosagem desse ativo (Food and Drug Administration, 2021).
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1.1.2 Parabenos

Os excipientes conservantes sdo empregados nas formulagbes para
inibir o crescimento de bactérias e fungos, a fim de garantir a estabilidade dos
medicamentos (Aalto, Firman e Rigler, 1953).

Dentre os excipientes conservantes empregados nas formulacdes
farmacéuticas, os parabenos tém uma longa histéria de uso. S&o utilizados
desde a década de 1920 e até os dias atuais sdo considerados agentes de
grande potencial de acdo conservante, estando presentes também nas
formulacdes de inimeros produtos da cadeia industrial cosmética e alimenticia
(Soni, Carabin e Burdock, 2005).

Quimicamente, os parabenos séo ésteres do acido para-hidroxibenzdico.
A esterificacdo no carbono quatro confere distintos grupos de ésteres e 0s
respectivos sais, sendo: metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno,
butilparabeno, isobutilparabeno, isopropilparabeno, metilparabeno de sadio,
etilparabeno de sodio, propilparabeno de sdédio, butilparabeno de sadio,
isobutilparabeno de sodio, metilparabeno de potassio, butilparabeno de
potassio, etilparabeno de potassio, propilparabeno de potassio e fenilparabeno.
Podem ser utilizados separadamente ou em combinacéo, distintivamente em
medicamentos, cosméticos ou alimentos (Soni, Carabin e Burdock, 2005;
Fernandes et al., 2013; European Union Regulation, 2009).

Os parabenos podem apresentar diferentes caracteristicas fisico-
quimicas e a capacidade do efeito antimicrobiano esta relacionada com o
comprimento da cadeia do grupo éster de parabeno, seguindo a ordem
crescente da ramificagdo com as seguintes nomenclatruras: metil, etil, propil e
butil. Em contrapartida, a solubilidade aquosa diminui a medida que a
hidrofobicidade aumenta. Possuem amplo espectro de atividade, pouca
solubilidade em &gua, sdo moléculas cristalinas incolores, inodoras e sem
sabor. S8o0 mais ativos em pH numa faixa de 4,5 a 7,5, porém, a eficacia
diminui em pH mais alto, ou seja, acima do seu pKa (valor negativo do
logaritmo da constante de dissociacdo de um &cido), ocorrem processos
oxidativos devido a desprotonacdo do fenol formando ion fenolato. (Soni,
Carabin e Burdock, 2005; Sweetman e Martindale, 2009).
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1.1.3 Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas

1.1.3.1 Descricéo fisica e quimica

1.1.3.2 Paracetamol

A substancia quimica paracetamol € um sdlido cristalino branco, inodoro
com sabor levemente amargo. Soluvel em metanol, etanol, dimetilformamida,
dicloreto de etileno, acetona, acetato de etilo e ligeiramente sollvel em éter,
pouco solavel em agua e praticamente insolivel em éter de petréleo, pentano e
benzeno. O valor de pH em solugéo aquosa saturada compreende na faixa de
55 a 6,5. Pertence a classe de compostos organicos conhecidos como
benzendides 1-hidroxi-2-ndo substituidos. A estrutura molecular, Figura 2,
confere a formacdo de compostos arométicos monociclicos (Rowe, Sheskey,
Quinn, 2009; Pubchem, 2022).

pKa 9,46

Paracetamol

Figura 2- Representacao grafica da constante de dissociacado do Paracetamol com o
respectivo valor de pKa (valor negativo do logaritmo da constante de dissociacéao de
um acido).

Fonte: ChemAxon e Pubchem, 2022.

28



1.1.3.3 Metilparabeno

Sao cristais incolores ou po cristalino branco, inodoro ou discreto odor
caracteristico com leve gosto ardente. Ligeiramente solivel em agua, muito
soltuvel em etanol, éter, acetona e soltvel em acido trifluoroacético. Pertence a
classe de compostos organicos conhecidos como ésteres alquilicos do acido
para-hidroxibenzoico. S&o compostos arométicos contendo um &acido benzdico,
que é esterificado com um grupo alquila ou substituido por um grupo hidroxila.
A estrutura molecular, Figura 3, confere a formacdo de compostos aromaticos

monociclicos (Rowe, Sheskey, Quinn, 2009; Pubchem, 2022).

1.1.3.4 Propilparabeno

Sao cristais incolores ou p6 branco ou sélido branco grosso. Apresenta
odor leve ou inodoro. Solavel em etanol, éter etilico e ligeiramente sollvel em
cloroférmio e pouco solavel em agua. O valor de pH em solu¢cdo compreende
na faixa 6,5 a 7,0. Pertence também a classe de compostos organicos dos
ésteres alquilicos do acido para-hidroxibenzéico. SGo compostos aromaticos
contendo um acido benzobico, que € esterificado com um grupo alquila ou
substituido por um grupo hidroxila. A estrutura molecular, Figura 3, confere a
formacdo de compostos aromaticos monociclicos (Rowe, Sheskey, Quinn,

2009; Pubchem, 2022).
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Figura 3- Representacao grafica da constante de dissociacdo do Metilparabeno e
Propilparabeno com os respectivos valores de pKa (valor negativo do logaritmo da
constante de dissociacdo de um acido).

Fonte: ChemAxon e Pubchem, 2022.

Desta forma podem-se resumir as caracteristicas fisico-quimicas do
paracetamol, do metilparabeno e do propilparabeno conforme descritas na
Tabela 1.
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Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas do insumo farmacéutico ativo (IFA) Paracetamol e

0s respectivos conservantes, Metilparabeno e Propilparabeno

Conjp(_)sto Formula IUPAC* CAS* Massa DK are Coef|0|fen~te de Solubilidade
guimico Molecular Molar particédo
N-(4-hidroxifenil- 151,165
Paracetamol CsHoNO2 . 103-90-2 9,46 0,91 Alta
acetamida) g/mol
4-hidroxibenzoato 152,149
CgHsO3 ) 99-76-3 8,50 1,67 Alta
de metila g/mol
4-hidroxibenzoato 180,203
Propilparabeno  Ci0H1203 1aroxt _Z 94-13-3 8,50 2,55 Alta
de propila g/mol
Legenda:

*[UPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
** CAS: Chemical Abstracts Service
***pKa: Valor negativo do logaritmo da constante de dissociagdo de um é&cido

Fonte: ChemAxon e Pubchem, 2022.

1.1.4 Propriedades farmacocinéticas do paracetamol e dos parabenos
1.1.4.1 Biotransformacé&o do paracetamol

O medicamento paracetamol pertence a classe farmacolégica dos Anti-
inflamatérios Nao Esteroidais (AINES), inibindo com pouca poténcia a
Ciclooxigenase-1 (COX-1) e a COX-2 nos tecidos periféricos, porém essa
atividade ndo exerce efeito anti-inflamatério significativo (Katzung e Trevor,
2017; Brunton et. al., 2010).

O mecanismo de acdo esta atribuido a inibicdo da sintese de
prostaglandinas (PGE;) no Sistema Nervoso Central (SNC). A absorcdo oral
atinge uma concentracdo plasmatica em 30 a 60 minutos. O tempo de meia
vida plasmatica das doses terapéuticas é de 2 a 4 horas e para as doses
toxicas estende-se para 4 a 8 horas (Rang et. al., 2016).

A biotransformacdo do paracetamol ocorre na presenca de enzimas
microssomais hepaticas na proporcdo de &cido glucurénico (60%), &cido
sulftrico (35%) e cisteina (3%). Porém, uma pequena parte do paracetamol
sofre hidroxilagdo mediada por Citocromo P450 2E1 (CYP2E1l) formando N-
acetil-p-benzoquinona, um metabdlito toxico tanto para o figado como para o

7z

rim. Em casos de toxicidade, o farmaco N-acetilcisteina é o tratamento de
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primeira escolha na pratica clinica (Katzung e Trevor, 2017; Brunton et al.,
2010).

Em criancas, a glicuronidacdo de farmacos acontece em menor
frequéncia em comparacdo aos adultos, devido a imaturidade metabolizante
dessa enzima néo estar totalmente desenvolvida até os 6 meses de idade,
dificultando a compreenséo farmacocinética no organismo desse grupo etario
(Katzung e Trevor, 2017; Brunton et al., 2010; European Union, 2013).

1.1.4 2. Biotransformacéo dos parabenos

A acdo das esterases no organismo confere a hidrélise dos parabenos
em &cido para-hidroxibenzéico, por meio de glicuronidacdo catalisada pelas
glicuroniltransferases com o uso do acido glicurénico que auxilia na conversao
dessa substancia por meio de reacdo de conjugacdo. Esse principio é
fundamental na excrecao de alguns farmacos do organismo humano (Abbas et.
al., 2010).

O mecanismo de acdo ndo esta totalmente elucidado, alguns
pesquisadores reportam que a acao pode ser por alteracdo da permeabilidade
da membrana celular, agédo sobre a sintese de &cido desoxirribonucleico (DNA)
e acido ribonucleico (RNA), mecanismo de transporte pela membrana celular
ou mesmo sobre enzimas-chave como a adenosinatrifosfatases (ATPases) e a
fosfotransferases (Soni, Carabin e Burdock, 2005; Fernandes et al., 2013).

A biotransformacédo dos parabenos é conduzida por esterases nédo
especificas, amplamente distribuidas pelo corpo e abundantes em locais de
entrada, tais como a pele, o tecido adiposo subcutaneo e sistema digestivo. A
acao dessas substancias na circulacao sistémica e o acesso subsequente ao
local de acgéo dificultam a excrecdo do corpo (Brunton et al., 2010; Bledzka,
Gromadzinska e Wasowicz, 2014).

Devido a vulnerabilidade e a imaturidade do organismo da crianca,
desconhece-se a capacidade de metabolizacgdo dos parabenos. A
farmacocinética ndo esta estabelecida, tendo assim uma maior preocupacéo
quanto a utilizacdo desses compostos nas formulacdes pediatricas (Tonazio et.
al., 2011; Ministério da Saude, 2022a).
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1.2 Aspectos regulatérios para uso de parabenos

Em ambito constitucional, o compromisso das instituicbes e 6rgaos
regulatérios € manter um processo normativo que assegure a promocgao e
protecdo da saude da populacdo mediante um controle sanitario dos produtos
utilizados pelo consumidor.

Para o presente estudo, as instituicbes e os oOrgdos regulatérios
nacionais e internacionais pesquisados foram: Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), Food and Drug Administration (FDA) - Estados Unidos da
América (EUA), Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS) da Unido
Europeia e o Codex Alimentarius - programa conjunto da Food and Agriculture
Organization of the United Nations e da World Health Organization
(FAO/WHO).

No Brasil, o 6rgédo regulador que fiscaliza os produtos do segmento
farmacéutico, alimenticio e cosméticos € a ANVISA, vinculado ao Ministério da
Saude.

O compromisso desta Instituicdo é promover a protecdo da saude da
populacdo por meio do controle sanitario da producdo e consumo de produtos
e servicos sujeitos a vigilancia sanitaria, incluindo os ambientes, os processos,
0s insumos e as tecnologias a eles relacionados. O controle de portos,
aeroportos, fronteiras e recintos alfandegados sdo designados as suas
atribuicdes (Ministério da Saude, 1999).

O FDA é um 6rgdo governamental dos EUA, responsavel pela promoc¢ao
e protecdo da saude publica por meio do controle, inspecéo e fiscalizacdo da
seguranca de produtos farmacéuticos (medicamentos, hemoderivados e
insumos), cosméticos e alimentos com base nas leis federais do Food, Drug,
and Cosmetic Act (FD&C Act) e do Fair Packaging and Labeling Act (FPLA)
(U.S. Congress. Federal Food, Drug and Cosmetic Act, 1934).

O Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS) da Unido Europeia
tem por objetivo avaliar os riscos a saude e seguranca de produtos de
consumo nédo alimenticios por meio de pareceres técnicos de acordo com o
Regulamento Interno dos Comités Cientificos. Os riscos referem-se aos
guimicos, biolégicos, mecanicos e fisicos. Os produtos avaliados sdo: produtos
cosmeéticos e seus ingredientes, brinquedos, téxteis, vestuario, cuidados
pessoais e produtos domésticos e servicos como tatuagem e bronzeamento

artificial (European Union, 2001).
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O Codex Alimentarius, conhecido também como "Cdédigo Alimentar" é
um conjunto de normas estabelecidas por uma comissao da FAO/WHO criada
para promover, proteger e garantir a sautde do consumidor no comércio de
alimentos. O Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) é o 6rgado
responsavel em realizar avaliacfes toxicoldgicas de aditivos alimentares (Food
and Agriculture Organization of the United Nations and World Health
Organization, 1995).

Para o controle regulatério de parabenos no setor de cosméticos, a
ANVISA por meio da Resolu¢céo da Diretoria Colegiada - RDC N° 528, de 4 de
agosto de 2021 “Dispbde sobre a lista de substancias de ag&do conservante
permitidas para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes e
internaliza a Resolugdo GMC MERCOSUL N° 35/20”, que inclui as limitagoes e
concentracfes maximas permitidas do conservante acido para-hidroxibenzéico,
seus sais e ésteres. A recomendacdo para concentracdo maxima permitida
desses compostos € de 0,4%, expresso como &cido, do composto individual e
0,8%, expresso como acido, para misturas de sais ou ésteres de metil e
etilparabeno, assim como, para os ésteres de propil e butilparabeno e seus
sais, expresso como &cido, a soma das concentragdes individuais desses
compostos ndo deve exceder a 0,14%. Nesta Resolucéo, foram estabelecidas
as limitacdes, condicdes de uso e adverténcias dessas substancias (Ministério
da Saude, 2021).

A seguranca dos ingredientes usados em cosmeéticos nos EUA é
regulamentada pela Lei Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos de
1938, direcionada para rotulagem e seguranca dessas categorias de produtos.
A lei ndo exige que os produtos e ingredientes cosméticos sejam aprovados
pelo FDA, exceto os aditivos corantes (U.S. Congress. Federal Food, Drug and
Cosmetic Act, 1934).

Os produtos que ndo sdo assegurados por essa lei sdo avaliados e
revisados por meio do Painel de Especialistas em Revisdo de Ingredientes
Cosmeéticos (CIR), iniciado em 1976 pelo Conselho de Produtos de Cuidado
Pessoal com apoio da Federacdo dos Consumidores da América (CFA) e do
FDA, sem efeito normativo. E um organismo cientifico independente, sem fins
lucrativos. A avaliacdo é feita por esses especialistas por meio de uma vasta
revisdo técnica cientifica de coletas de dados nas fontes de informacgdes

literarias. Na auséncia dessas informagcbes € solicitado as industrias
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informacé&o adicional com dados publicados e ndo publicados, a fim de garantir
uma compilagdo de dados completos sobre a seguranca dos ingredientes. O
CIR emite um relatério de status do ingrediente com estudos fornecidos do
DART (Developmental And Reproductive Toxicity) para concluir a avaliacdo da
seguranca dos ingredientes usados em cosméticos.

O CIR envia essas avaliagoes de seguranca para publicacdo em edi¢gbes
especiais no Jornal Internacional de Toxicologia. (United States of America,
2018).

Ndo foram encontrados registros normativos que informem as
concentracOes, limitagcbes e condicdes de uso dos compostos parabenos em
cosmeéticos nos EUA.

Ja o controle regulatério de parabenos em produtos e cosméticos na
Europa, o SCCS por meio dos Regulamentos (EU) N° 1004 de 18 setembro
2014 e (EU) N° 358 de 9 abril 2014, estabeleceu a concentracdo maxima do
uso de parabenos em 0,4% para um Unico éster e 0,8% para misturas desses
compostos (metil e etilparabeno e seus sais). Para os ésteres de propil e
butilparabeno e seus sais, o limite estabelecido é de 0,14% para a soma das
concentracOes individuais. Para produtos de cuidados pessoais destinados a
criancas menores de trés anos, a Comissdo proibiu o uso desses parabenos
(European Union 2014a; European Union, 2014Db).

Neste mesmo Regulamento, (EU) N° 358 de 09 de abril de 2014, a
Comissédo proibiu a utilizacdo de outros cinco parabenos em produtos
cosmeéticos: o0 isopropilparabeno, o isobutilparabeno, o fenilparabeno, o
benzilparabeno e o pentilparabeno (European Union, 2014b).

No setor alimenticio, os aditivos mais empregados sdo o metilparabeno
e o etilparabeno, sendo o propilparabeno proibido desde 2008. A eficacia
inibitéria desses dois conservantes € contra bolores e leveduras (Ministério da
Saude, 2008).

As normas internacionais estabelecidas pelo Codex Alimentarius, em
parceria com o Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA), definem os
limites aceitaveis de parabenos como aditivo para cada tipo de produto
alimenticio, por meio do Codex General Standard for Food Additives- GSFA
amparados pelo banco de dados do Codex Stan 192-1995, revisado em 2021.
Os compostos incluidos nesses documentos séo os esteres metilico e etilico do

acido para-hidroxibenzoico. Dentre os paises que adotam suas normas e
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diretrizes relacionadas a alimentos, assim como as disposi¢cdes pertinentes
sobre aditivos alimentares, estdo o Brasil por meio da ANVISA, os EUA por
meio do FDA e a Unido Europeia pela Autoridade Europeia para a Seguranca
dos Alimentos (AESA) por meio do Regulamento (EU) N° 257 de 25 de marco
de 2010 (Food and Agriculture Organization of the United Nations and World
Health Organization, 1995; European Union, 2010).

O Brasil participa do Programa ha mais de 40 anos, com a criacdo do
Comité Codex Alimentarius em 1980. Isso garante ao pais um
acompanhamento das atualizacbes dos conservantes em outros paises e a
harmonizacao regulatéria com os demais paises, que contribuiu para maior
seguranca dos produtos utilizados pela populagcédo (Ministério da Saude, 2008;
Aun et al., 2011).

Na induastria farmacéutica nacional, a autorizacdo para fabricacdo é
concedida pela ANVISA desde que atendam aos requisitos minimos
estabelecidos pelas Boas Praticas de Fabricacdo, para que a qualidade do
medicamento seja assegurada (Ministério da Saude, 2022a).

As descricdes dos excipientes usados nas formulacdes farmacéuticas
estdo dispostas nos compéndios oficiais da Farmacopeia Brasileira,
Farmacopeia Americana e Farmacopeia Europeia e os critérios de selecao,
aguisicao, rastreabilidade, controle de qualidade e quantidade suficiente para
seu uso (gsp) sao estabelecidos pelo fabricante detentor do registro de acordo
com o desenvolvimento da formulagcdo do medicamento (Ministério da Saude,
2022a).

Na Unido Europeia, 0s conservantes aprovados para uso em
medicamentos s&o publicados em Guidelines em consonéancia com a Diretiva
2001/83 EC do Parlamento Europeu que estabelece um cédigo comunitario
relativo aos medicamentos para uso humano (European Union, 2001).

Nos EUA, o uso de conservantes para formulacdes farmacéuticas segue
0S mesmos critérios estabelecidos para cosméticos, amparados por
especialistas qualificados para avaliar a seguranca dos medicamentos (U.S.
Congress. Federal Food, Drug and Cosmetic Act, 1934).

Nos bancos de informacgéo citados neste trabalho, ndo foi encontrada
legislacdo nacional e internacional que estabeleca o limite maximo de

conservantes parabenos permitido nas formulagdes farmacéuticas.
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Alguns pesquisadores relatam que, o critério de aceitacdo para o uso de
parabenos em produtos farmacéuticos varia de acordo com o tipo de
medicamento ou produto e geralmente a concentracdo nédo excede a 1% (Soni,
Carabin e Burdock, 2005; Rowe, Sheskey, Quinn, 2009).
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1.3 Parabenos e os possiveis efeitos sobre o organismo humano

No cenério cientifico, alguns pesquisadores identificaram a relacdo
existente entre os excipientes e as reacdes adversas (Silva et. al., 2008; Araujo
e Borin, 2012; Nascimento, Santana e Silva, 2019; Tonazio et. al., 2011).

Esses pesquisadores observaram que varios casos de reacdes alérgicas
a parabenos foram relatados, em especial as reagfes de hipersensibilidade
imediata ou tardia (Soni, Carabin e Burdock, 2005; Araudjo e Borin, 2012;
Nascimento, Santana e Silva, 2019; Tonazio et. al., 2011).

Os parabenos sdo conservantes de acdo antibacteriana e antifingica,
sendo os mais usados: metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e
butilparabeno. Esteres de parabenos e seus sais sdo amplamente utilizados
em cosméticos, alimentos e produtos farmacéuticos. O monitoramento de
reacoes alérgicas aos parabenos por meio de triagem e testes cutaneos é
realizado desde 1940. A literatura relata que essa classe de conservantes
possui baixa toxicidade, baixo custo e sdo seguros devido seu longo histérico
de uso (Hasan et. al., 2016; Ma et. al., 2016; Fransway et. al., 2019).

Embora os parabenos sejam considerados seguros quando utilizados
dentro dos limites de concentracdo especificados, preocupacdes com o0
potencial de toxicidade em altas concentracdes e exposicdo cronica foram
relatados no meio cientifico, tornando-os alvo de investigacdo dos
pesquisadores (Susann, Kreiling e Sauer, 2021).

Todas essas informacfes norteiam os possiveis efeitos causados pela
exposicao aos parabenos relacionado a toxicidade aguda em concentracdes
baixas no organismo humano. Até o momento, ndo ha informacdes sobre a
toxicidade crénica causada pelas baixas concentracfes e 0s possiveis efeitos
que os parabenos podem causar, principalmente no sistema enddécrino.

No entanto, alguns pesquisadores relatam que o uso dos parabenos
estd cada vez mais incerto, além de provocar reacdes alérgicas cutaneas e
sistémicas agudas, esse grupo de substancia quimica apresenta um potencial
desregulador endodcrino devido a similaridade de suas moléculas com o
estrogénio endoégeno 17B-estradiol, podendo acarretar danos irreparaveis a
saude do individuo, principalmente o infantil, uma vez que, esse sistema tem
como principal agdo manter o sistema homeostatico por meio das condi¢des de

equilibrio interno corporal das incessantes interacbes dos processos
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reguladores que ele realiza. (Soni, Carabina e Burdock, 2005; Moreira, 2014,
Ma et. al., 2016; Gabb, Blake, 2016; Nowak et.al., 2018).

Os o6rgaos regulatérios tém emitido pareceres técnicos quanto as
concentracbes maximas desses compostos permitidos em alguns produtos
cosmeéticos, incluindo os produtos de higiene pessoal e alimenticios, de acordo
com as ocorréncias notificadas (Ministério da Saude, 2012; European Union,
2001; Food and Agriculture Organization of the United Nations and World
Health Organization, 1995; Ministério da Saude, 1999).

Para produtos infantis dentro das matrizes de producéo, alguns grupos
ésteres e seus sais foram proibidos por medida de precaucédo, estabelecendo
uma faixa etaria para 0 uso ou consumo desses compostos. Os efeitos
toxicoldégicos no corpo humano em especial no infantil dependem do nivel de
parabenos em sua forma livre presente no organismo (European Union, 2011).

Além da exposicdo aos produtos e medicamentos, outras fontes de
exposicdo estdo sendo pesquisadas em virtude dos potenciais toxicol6gicos
que esses compostos podem provocar.

Alguns estudos relatam altas concentracbes de parabenos encontradas
no meio ambiente, na urina humana, tecido placentario e tecido tumoral de
mama (Okubo et al., 2001; Bledzka, Gromadzinska e Wasowicz, 2014; Ma et
al., 2016).

Pesquisas dos efeitos ecotoxicolégicos dos parabenos tém sido
realizadas por alguns pesquisadores. Moreira, 2014; Vilela, Pinheiro e Souza,
2018, relataram que a presenca de parabenos em mananciais pode ser
atribuida por descargas de efluentes advindos das estacfes de tratamento de
esgoto e das industrias. As analises realizadas apontaram variacbes de
concentracbes de parabenos em rios associados aos despojos dos esgotos
urbanos e industriais, gerando possiveis riscos a vida aquatica (Moreira, 2014;
Vilela, Pinheiro e Souza, 2018).

No ambiente aquatico, algumas espécies apresentaram sensibilidade
aos testes toxicologicos em exposicdo aos parabenos, principalmente ao
metilparabeno e propilparabeno. Por meio dessa avaliacdo, a pesquisadora
Spadoto, 2017, observou que os parabenos podem gerar riscos ecolégicos
nessa biota. A pesquisadora sugere que, uma forma de amenizar esses riscos
€ a implantacdo de regulamentos quanto as concentracées dos parabenos no

ambiente (Spadoto, 2017).
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1.4 Validacdo de Metodologia Analitica

Validagdo de método analitico compreende o processo de avaliacdo ou
verificagdo de desempenho de um método analitico que confirme a
performance do sistema por meio de estudos experimentais dos parametros
analiticos com as devidas consideracdes estatisticas, a fim de demonstrar que
0o método analitico proposto é adequado ao que se propde (Ministério da
Saude, 2017b).

Para garantir que o método analitico seja validado, as normas e 0s
critérios de aceitacdo devem ser estabelecidos pelo érgdo vigente de ambito
nacional ou internacional. No Brasil, os organismos responsaveis para verificar
a competéncia de laboratorios de ensaios analiticos sdo a ANVISA e o Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO). Por meio de
resolucdes e recomendacdes para procedimento de validacdo de métodos
analiticos, respectivamente, a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 166,
de 24 de julho de 2017, a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
NBR ISO/IEC 17025 de 2017 e o documento orientativo do INMETRO DOQ-
CGCRE-008 de 2020, estabelecem parametros de validacdo que atendam as
exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados.

As agéncias reguladoras dos EUA, Europa e do Japdo definem
parametros, requerimentos e, em alguns casos, metodologias para validacao
dos métodos analiticos por meio de guias internacionais estabelecido pela
International Conference on Harmonisation (ICH), tendo como escopo
harmonizar as diferentes aplicacbes nos processos de validacdo de método
analitico nesses paises. Como um marco importante, a ANVISA em 2019
tornou-se membro do Comité Gestor do Conselho Internacional de
Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos de Uso
Humano (International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use — ICH), contribuindo de forma significativa nos
processos regulatorios e implementacéo das diretrizes do ICH as autoridades
reguladoras e industrias farmacéuticas (International Conference on
Harmonisation, 2005; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019).

Desta forma, esses Orgaos como ICH, ISO, ANVISA, INMETRO

promulgam que a validacdo de meétodos analiticos deve ser um requisito
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fundamental para assegurar a qualidade dos medicamentos e demonstrar a

competéncia técnica dos laboratérios de ensaios analiticos.

1.4.1 Estudo de validacao e parametros analiticos

O estudo de validacdo contribui de forma sistematica na escolha de
técnicas empregadas para analise de validacdo de testes, na definicdo dos
parametros de validacdo e os critérios de aceitacdo para cada parametro.
Auxilia na verificacdo de desempenho dos equipamentos e as compatibilidades
exigidas pelo método em estudo, no planejamento dos experimentos de
validacao, incluindo o tratamento estatistico a ser utilizado e na realizagédo de
analise critica dos resultados esperados, considerando os critérios de
aceitacdo. Assim é possivel avaliar se o método analitico proposto sera
adequado ao uso pretendido durante sua realizacdo (Ministério da Saude,
2017b; Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, 2020).

1.4.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico deve ser demonstrada dentro de
um determinado intervalo, a sua capacidade de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra
(Ministério da Saude, 2017b; Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia, 2020).

1.4.3 Especificidade

A avaliacdo da especificidade pode ser conduzida durante a validagéo
de ensaios de testes de identificacdo do analito e da determinacdo de
impurezas. O procedimento usado para demonstrar a especificidade dependera
do objetivo pretendido da analise. Quando nao for possivel demonstrar que um
procedimento analitico é especifico para um determinado analito (discriminacao
completa), é recomendado realizar uma combinacdo de dois ou mais
procedimentos analiticos para atingir o nivel necessario de discriminacéo

(International Conference on Harmonisation, 2005).
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1.4.4 Adequacéo do Sistema — System Suitability

O teste de adequagdo do sistema é parte integrante de um
procedimento realizado previamente a uma corrida analitica, para demonstrar
que o sistema esta apto para o uso pretendido. Os testes baseiam-se no
conceito de que os equipamentos eletrbnicos, operacbes analiticas e as
amostras a serem analisadas constituem um sistema integral que pode ser
avaliado como um todo. Os parametros desse procedimento devem ser
definidos durante o desenvolvimento e validacdo do método. A Farmacopeia
USP de 2019 estabelece alguns parametros para determinar a adequacao do
sistema, sendo eles: Numero de pratos tedricos (N), Resolucdo (Rs), Fator de
retencdo (K), Fator de Simetria ou Assimetria (As), Fator de cauda (T) Tempo
de retencdo (Rt) (Ministério da Saude, 2017b; International Conference on
Harmonisation, 2005; United States Pharmacopoeia, 2019).

1.4.5 Exatidao

A exatiddo de um meétodo analitico pode ser avaliada por meio do grau
de concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em
relacdo a um valor aceito como verdadeiro, ou um valor de referéncia aceito e o
valor encontrado. Sendo uma determinacdo que representa o grau de
concordancia entre os resultados individuais encontrados, o nUmero de ensaios
varia de acordo com a legislacdo, diretriz adotada e com as caracteristicas dos
compostos em estudo. A ANVISA e o ICH estabelecem o minimo de nove
determinacdes com trés diferentes niveis de concentracdo, por exemplo,
ensaios em triplicata para trés niveis de concentracéo para quantificar o analito
na matriz, com exatidao satisfatéria. Os processos mais utilizados para avaliar
a exatiddo de um método sao: materiais de referéncia, comparacdo de
métodos, ensaios de recuperacdo e adicdo de padrdo (Ministério da Saude,

2017b; International Conference on Harmonisation, 2005).
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1.4.6 Precisédo - Repetibilidade e Intermediaria

O ensaio de precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos
por meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método
analitico a ser validado. Pode ser investigada em trés condi¢des: por meio da
repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade. A
repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cbes de
medicdo, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento usado
sob as mesmas condi¢cdes e mesmo local. A intermediaria atesta as mesmas
condicbes descritas para a repetibilidade, porém, com analistas e dias
diferentes. A determinacdo da reprodutibilidade é aplicAvel em ensaios
interlaboratoriais, em estudos colaborativos ou na padronizacdo de métodos
analiticos para inclusdo desses em compéndios oficiais, mediante testes
estatisticos adequados. (Ministério da Saude, 2017b; International Conference

on Harmonisation, 2005).

1.4.7 Seletividade

A seletividade do método analitico é a forma de demonstrar por meio da
sua capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse,
distintamente, a presenca de componentes como impurezas, diluentes e
compostos da matriz que podem estar presentes na amostra. Em métodos
cromatograficos, esse desempenho deve ser comprovado por meio da pureza
cromatografica do sinal do analito. Para isso, todos os componentes e a matriz
da amostra devem ser expostos a condi¢cdes extremas (calor, luz, &cido, alcali,
oxidacao, oxirreducao e umidade relativa) para determinar possiveis produtos
de degradacédo (Ministério da Saude, 2015; Ministério da Saude, 2017b).

4.1.8 Limite de Deteccao

O limite de deteccdo de um procedimento analitico pode ser
demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado, sob
as condicdes experimentais estabelecidas. Esse parametro pode ser

determinado por meio de método visual, da razdo sinal-ruido com valor maior
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ou igual a 2:1, baseado na determinacao do branco ou em parametros da curva
analitica pelo célculo da férmula expressa abaixo, ou considerando as
particularidades do método analitico utilizado (Ministério da Saude, 2017b;
International Conference on Harmonisation, 2005).

3,3.s
S

LD =

Considera-se s a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser

estimado pelo desvio padrdo do branco, da equacédo da linha de regressao ou

do coeficiente linear da equacdo. S é a inclinagdo ou “slope”, podendo ser

também estimado pelo coeficiente angular da curva analitica (Ribani, et al.,
2004).

1.4.9 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo é um parametro de ensaio quantitativo para
determinar a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis, sob as condicbes
experimentais estabelecidas. Além disso, é usado para a determinacdo de
impurezas ou produtos de degradacao.

A avaliacdo desse parametro segue 0s mesmos critérios estabelecidos
para a determinacédo do limite de deteccao, sendo que, para a razao sinal-ruido
o valor deve ser no minimo de 10:1 e para parametros da curva analitica, o
calculo é realizado pela férmula expressa a seguir (Ministério da Saude, 2017b;

International Conference on Harmonisation, 2005).

LQ = 10.s
S
Onde, s é a estimativa do desvio padrao da resposta, podendo ser por
meio do desvio padréo do branco, da equacao da linha de regressao ou do
coeficiente linear da equagédo, e a inclinacdo da curva analitica (S), em niveis

préoximos ao limite de quantificacao (Ribani, et. al., 2004).
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1.4.10 Robustez

A robustez € um parametro para verificacdo de desempenho realizado
no desenvolvimento do método analitico, que indica a sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variacées das condi¢cdes analiticas e fornece
uma indicacdo de sua confiabilidade durante o uso normal. Dentre os
parametros que contemplam a avaliagdo da robustez destaca-se: estabilidade
das solu¢Bes analiticas, tempo de extragdo, compatibilidade de filtros, variacdo
do pH da solucéo, diferentes lotes ou fabricantes de solventes e colunas,
variacdo do pH da fase movel, variacdo na composicdo da fase movel. Esse
pardmetro deve demonstrar o atendimento as caracteristicas de verificagdo do
sistema para assegurar que a validade do procedimento analitico seja mantida
sempre que utilizado (Ministério da Saude, 2017b; International Conference on

Harmonisation, 2005).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver e validar um método analitico para determinar e quantificar
a presenca de parabenos no medicamento paracetamol nas formas

farmacéuticas solucéo e suspensao orais.

2.2 Objetivos Especificos

e |dentificar os grupos ésteres de parabenos no medicamento paracetamol

nas formas farmacéuticas solucao e suspensao orais;

e Determinar a concentracdo de parabenos nas formulagbes solucdo e

suspensao orais;
e Verificar os critérios de aceitacdo e limites de concentragdo para cada

conservante presente nas formulagdes farmacéuticas de acordo com a

legislacao vigente nacional e internacional.
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3. Material e Métodos

3.1 ldentificacdo dos grupos ésteres de parabenos no medicamento
paracetamol na apresentagéo solugéo e suspensao oral

Para a identificacdo dos grupos ésteres de parabenos na formulacdo do
medicamento paracetamol na apresentacdo solucdo e suspensdo oral, o
criterio de escolha para cada amostra comercial foi a presenca de
metilparabeno, etilparabeno e propilparabeno na formulacdo. Quanto ao
etilparabeno, a pesquisa realizada por meio das bulas do medicamento, da
literatura e pelo site da ANVISA, na aba bulario eletrénico, ndo foi possivel
encontrar formulacdes com a presenca desse éstere. Algumas formulacdes
infantis apresentavam a informagéo da presenca do butilparabeno, ndo sendo
este o conservante escolhido para o estudo, pois a prevaléncia dos grupos
metilparabeno e propilparabeno é mais frequente em formulacfes
farmacéuticas, especificamente nas formula¢des liquidas.

Algumas amostras comerciais apresentavam na bula o descritivo da
presenca de metilparabeno e propilparabeno, outras somente a presenca de
propilparabeno, especificamente nas apresentacdes em suspensoes,

destinados para uso pediatrico.

3.1.1 Anédlises Estatisticas

Para os célculos e andlises estatisticas dos dados, foi utilizado o
programa estatistico Minitab. A analise de variancia foi realizada por meio do
Teste ANOVA e Teste F, com nivel de significancia p <0,05. O Desvio Padréao
Relativo (DPR) foi definido como aceitdvel quando <5%, coeficiente de
correlagdo acima de 0,990 e coeficiente angular diferente de zero.

3.1.2 Reagentes e insumos

Para a validagdo do método analitico por CLAE foi utilizado solvente
Metanol grau cromatografico (Vetec®). Os reagentes utilizados foram: acido
fosforico e acido cloridrico (Merck®), hidroxido de sédio (Synth®), peréxido de
hidrogénio (Dinamica®), cloreto de ferro lll (LabSynth®). Para o preparo do
placebo da amostra na forma farmacéutica solucdo, selecionaram-se o0s

seguintes reagentes: acido citrico (Vetec®), ciclamato de sodio (Merck®),
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corante amarelo tartrazina (Brastokio®), metabissulfito de soédio (Vetec®),
macrogol conhecido por polietilenoglicol 400 — PEG 400 (Synth®) e sacarina
sédica (Synth®). Para o preparo do placebo da amostra na forma farmacéutica
suspensao, 0s reagentes selecionados foram: ciclamato de sédio (Merck®),
diéxido de titanio (Metallchemie®), glicerol ou glicerina como é conhecido (MV
Quimica ®), goma xantana (Doremus®), propilenoglicol (Aromas e Artes®),
sacarina sodica (Synth®), sucralose (Synth®), sorbitol (Synth®), aroma artificial
de frutas roxas (Aromas e Artes®), acido citrico (Vetec®), citrato de sodio
(Vetec®) e sulfito de sddio (Carbonor®).

Para filtracdo de fase mével e amostras (precedida a injecao), foram
utilizadas membranas Durapore PVDF com poros de 0,45um de diametro e
unidades filtrantes com poro de 0,45um, ambas da marca Millipore®.

No desenvolvimento da metodologia analitica foram testadas diferentes
colunas em fase reversa e capeadas: Zorbax Eclipse XDB-C18 4,6 x 150mm,
5um; Zorbax Eclipse Plus C18 4,6 x 250mm, 5um; Poroshell HPH-C18 4,6 x
150mm, 4um e Zorbax Eclipse XDB-CN 4,6 x 150mm, 5um (todas da marca
Agilent®). As colunas cromatograficas foram disponibilizadas pelo Nucleo de
Ensaios Fisicos e Quimicos em Medicamentos (NFQM) do Instituto Adolfo Lutz
(IAL).

3.1.3 Padrbes analiticos e amostras comerciais

Foram adquiridas oito amostras de paracetamol nas formas
farmacéuticas solucdo e suspensdo de uso oral de estabelecimentos
farmacéuticos de setor publico, Sistema de Vigilancia Sanitaria Municipal, e
privado, redes varejistas e farméacias de bairros do municipio de S&o Paulo,
com base na lista de medicamentos de referéncia e genérico registrados na
ANVISA. Dentre as oito amostras comerciais de paracetamol, cinco foram
medicamentos genéricos, denominados G1, G2, G3, G4 e G5, e trés foram
medicamentos similares denominados S1, S2 e S3, de diferentes fabricantes. A
substancia quimica de referéncia do paracetamol (lote 3009, pureza de 99,9%)
foi proveniente da Farmacopeia Brasileira - Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), concedida pelo Nucleo de Ensaios Fisicos e
Quimicos em Medicamentos (NFQM) do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Os padrbes

de Metilparabeno (lote R098BO, pureza de 99,8%) e Propilparabeno (lote
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ROO2FO, pureza de 99,9%) foram adquiridos da Farmacopeia Americana -
USP.

3.1.4 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: balancas analiticas Mettler Toledo®
MT5 e AL 204, ultrassom Unique Ultrassonic Cleaner®, agitador mecéanico da
Burrell®, estufa de secagem Binder® e pHmetro Fisher Scientific® AE150.
Para o preparo das solucdes foi utilizada agua ultra purificada em sistema
Purelab Classic DI Elga®. Micropipetas Eppendorf (100-1000uL e 500-5000uL)
foram usadas para efetuar as medidas de volume.

Para o desenvolvimento do método analitico para identificar e quantificar
parabenos no medicamento paracetamol: cromatégrafo Shimadzu Solvent
Delivery System®, com injetor automatico, forno de coluna e detector UV, sinal
de saida monitorado e integrado com o software CLASS VP 10 (Shimadzu

Corporation, Japéo), localizado no laboratério do NFQM.

3.1.5 Condic¢des cromatograficas

Para obter um método analitico proposto no presente trabalho, realizou-
se varios testes até alcancar a melhor otimizacdo do método. Foram testadas
véarias fases moveis, com diferentes combinacdes de tampdes, acidos, sais e
solventes, diferentes comprimentos de onda, fluxos, temperatura da coluna,
volume de injecdo e pH. As corridas foram testadas em modo isocratico e
gradiente. Com base nas tentativas acima, a eluicAo em modo isocratico
demonstrou melhor resolucao e reduziu o tempo necessario para separar 0s
componentes relativamente polares usando uma coluna analitica Zorbax
Eclipse XDB-CN 4,6x150mm, 5um.
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3.1.6 Preparo do Padréo e Diluente

Para o preparo de solucdo estoque, 50mg de paracetamol foram
pesados com exatiddo, adicionados em baldo volumétrico de 25mL, dissolvidos
em metanol, obtendo uma concentracdo teérica de 2mg.mL™>. Transferiu-se
dessa solucdo 2mL para um baldo volumétrico de 10mL, completando o
volume com o diluente, obtendo uma concentragao tedrica final de paracetamol
em 400ug.mL™.

Para o preparo do metilparabeno e do propilparabeno, foram pesados
20mg com exatidao, adicionados em baldo volumétrico de 100mL, dissolvidos
em metanol, obtendo uma concentracéo teérica de 0,2mg.mL™. Transferiu-se
da solugdo de MP 1mL para um baldo volumétrico de 10mL, completando o
volume com o diluente. A partir desta segunda diluicdo, transferiu-se 3mL para
um baldo volumétrico de 10mL, completando o volume com o diluente,
obtendo-se concentracdo teérica final de metilparabeno em 6ug.mL™. O
mesmo aplicou-se para o preparo de propilparabeno, transferiu-se da solucéo
estoque 1mL para um baldo volumétrico de 10mL, completou-se o volume com
o diluente. A partir desta segunda diluicdo, transferiu-se 1mL para um bal&o
volumétrico de 10mL, completando o volume com o diluente, obtendo-se
concentracdo tedrica final de propilparabeno em 2ug.mL™.

Cada um dos compostos foi analisado individualmente para a
confirmacédo do tempo de retencéo.

O diluente utilizado para todas as amostras do estudo foi a mistura de
metanol com agua na propor¢éo de 1:1(v/v).

Em um baldo volumétrico de 10mL, uma solucdo padrdo combinada do
baldo estoque de paracetamol (2mL) da primeira diluicio com 0s conservantes
de MP (3mL) e PP (1mL) a partir da segunda diluicdo foi preparada,
completando o volume com o diluente. A concentracao teoérica final obtida foi

400pg.mL™ para o PCM, 6ug.mL™ para o MP e 2ug.mL™ para o PP.
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3.1.7 Preparo das Amostras

As amostras usadas para validacdo do método foram nomeadas em
Amostra Al (solugdo) e Amostra A2 (suspenséo). Para o preparo das
amostras, pesou-se o equivalente a 400mg de paracetamol e foi adicionado em
baldo volumétrico de 100mL. Os frascos das amostras foram agitados
manualmente para garantir a distribuicdo uniforme dos ingredientes antes da
transferéncia. Adicionou-se 40mL do diluente e levou-se a ultrassom por 10
minutos. Em seguida, o baldo permaneceu por mais 10 minutos em agitacao
mecanica. Apos esse preparo, completou-se o volume do baldo com o diluente.
Transferiu-se dessa solugdo 5mL para um baldo volumétrico de 50mL,

obtendo-se concentragao tedrica final de paracetamol em 400ug.mL™.

3.1.8 Preparo dos Placebos das Amostras Al e A2

Para o desenvolvimento das formulagdes farmacéuticas, a escolha dos
excipientes passa por uma selecao criteriosa e fundamentada em compéndios
oficiais e documentos cientificos para fins de registro do produto acabado, para
garantir a seguranca desses ingredientes. No entanto, a divulgagdo da
quantidade usada nas formulac6es nédo € declarada, legitimada pelo termo de
confidencialidade dos fabricantes e por documentos avaliados pelos 6rgaos
competentes.

Para a formulacdo dos placebos, as informacfes concernentes a
composicao dos excipientes foram baseadas nas bulas dos medicamentos.

A quantidade usada para preparar o placebo das amostras Al e A2 foi
baseada no ‘Inactive Ingredient Search for Approved Drug Products”
preconizado pelo FDA, onde sédo declarados os limites permitidos de acordo
com as poténcias maximas por dose unitaria ou exposicdo maxima diaria dos
excipientes de uma formulagéo, conforme descricdo nas tabelas 2 e 3 (Food
and Drug Administration, 2019).
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Tabela 2- Quantidade méxima de excipiente para o preparo do placebo da amostra Al de

acordo com a poténcia maxima por dose unitaria

Excipiente Via de administracéo R PRGN [ERIHE [0
P & farmacéutica dose unitaria (mg)
Acido citrico Via oral Solucéo 52,8
Ciclamato de sddio* Via oral Solugao 0,34
Corante amarelo Via oral Solucéo 2,0
tartrazina
Metabissulfito de Via oral Solugéo 64,0
sodio
Polietilenoglicol 400 Via oral Solugao 2.400,0
Sacarina sodica Via oral Solugéo 44,8
Total 2.563,94mg

Legenda: * Dado coletado do Handbook excipients 62 ed.
Fonte: Food and Drug Administration, 2019.
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Tabela 3- Quantidade maxima de excipiente para o preparo do placebo da amostra A2 de

acordo com a poténcia maxima por dose unitaria

Forma Poténcia maxima por

Excipiente Via de administracéo farmacéutica dose unitaria (mg)

Ciclamato de sédio* Via oral Suspenséo 0,48
Dioxido de titanio Via oral Suspenséo 11,2
Glicerol Via oral Suspenséo 2.620,8,0
Goma xantana Via oral Suspenséo 14,8
Propilenoglicol Via oral Suspenséo 2.712,0
Sacarina so6dica Via oral Suspenséo 400,0
Sucralose Via oral Suspensao 26,4
Sorbitol Via oral Suspenséo 4.500,0
Acido citrico Via oral Suspenséo 288,0
Citrato de sddio Via oral Suspenséo 27,5
Sulfito de sédio Via oral Suspenséo 2,3
Aroma artificial de Via oral Suspenséo 0,05
frutas roxas
Total 7.982,73mg

Legenda: * Dado coletado do Handbook excipients 62 ed.

Fonte: Food and Drug Administration, 2019
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Para ambos os placebos, foi realizada a soma da poténcia maxima por
dose unitaria de cada excipiente (Food and Drug Administration, 2019).

A dose unitaria do medicamento paracetamol foi estabelecida em 1
grama de acordo com a dose usual preconizada na literatura. Todos o0s
excipientes da Tabela 2 e 3 foram pesados em sua poténcia maxima e
misturados em baldo volumétrico de 100mL para a formulacdo de uma dose
unitaria.

A quantidade de agua purificada usada para a formulacao do placebo da
amostra Al foi de 1.994,0mg, para o placebo da amostra A2 a quantidade de
agua purificada foi de 2.847,4mg.

A massa dos excipientes na forma farmacéutica liquida (propilenoglicol,
sorbitol, PEG 400, glicerina e a agua) foi corrigida individualmente com base na
densidade, e pipetados no baldo volumeétrico.

O preparo dos placebos seguiu 0s mesmos critérios do item 3.1.7
Preparo das Amostras, a partir da segunda diluicdo transferiu-se 2mL para o

baldo volumétrico de 50mL, completando o volume com o diluente.
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3.2 Validacédo do Método Analitico

3.2.1 Parametros de desempenho para Validacdo do Método

Para o propésito deste estudo, a determinacgéo e a quantificagdo do ativo
paracetamol e dos conservantes metilparabeno e propilparabeno por CLAE
foram validadas pelas diretrizes da ANVISA (RDC N° 53 de 2015 e RDC N° 166
de 2017) com auxilio dos guias do ICH - Q2R1, da WHO TRS 929 — Anexo 3 e
do INMETRO DOQ-CGCRE-008 de 2020, dentro dos contextos descritos a

seqguir.

3.2.1.1. Linearidade
O teste de linearidade foi realizado em triplicata usando cinco
concentracOes diferentes da SQR de PCM, MP e PP na faixa de 16% a 150%
relativo aos seus valores tedricos (PCM 400ug.mL™, MP 6ug.mL” e PP
2ug.mL™). Solugbes correspondentes a cada nivel de concentracdo foram
injetadas e a andlise de regressao linear das areas de pico de PCM, MP e PP
(y) versus concentracdo de PCM, MP e PP (X) foi obtida por correlacao pelo

método dos minimos quadrados.

3.2.1.2 Limites de Deteccao e Quantificacao
Para determinar o Limite de Quantificacdo e o Limite de Deteccao, os
calculos foram estimados com base nos dados da regresséo linear da curva
analitica com aplicacdo da equacédo LQ = (10 x intercepto / coeficiente angular).
Para o limite de deteccéo, o calculo foi baseado no valor encontrado do LQ,
dividindo o LQ por 3,3.

3.2.1.3 Especificidade
Para determinacdo da especificidade, foi injetado o branco, os
componentes de interesse separadamente e em conjunto (PCM, MP, PP), e as
amostras. Nenhuma interferéncia significativa foi observada no tempo de

retencdo dos componentes de interesse.
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3.2.1.4 Adequacéo do sistema

Os parametros selecionados para avaliacao da adequacéo do sistema, o
System Suitability foram os Pratos tedricos (N), Assimetria, Tempo de retencéo
(Rt), Resolucdo (R) e Altura equivalente a um prato tedrico (HEPT). Todos
foram calculados e comparados com os critérios de aceitacdo para confirmar a
adequacao do método desenvolvido.

Para determinar a exatidao e precisdo do sistema, foram injetadas cinco
injecbes em replicatas de solu¢gbes padrao combinadas de PCM, MP e PP. Os

valores para cada parametro estédo descritos na tabela 4.

Tabela 4. Resultados da avaliagdo da adequabilidade do sistema para as substancias

quimicas de referéncia do Paracetamol, Metilparabeno e Propilparabeno

Parametros Paracetamol Propilparabeno Critérios de
DPR* (%) DPR (%) aceitacao

Pratos 7402,46 13513,01 18108,48 >2000
tedricos (N) 0,80 0,28 0,156
Assimetria 1,36 1,26 1,10 <2
1,12 1,01 0,53
Tempo de 2,311 3,245 4,807 >1
retengéo 0,07 0,05 0,04
Resolucéo 2,45 3,30 4,76 >2
0,77 0,26 0,098
HETP** 0,1013 0,0555 0,0414 >0.012

Legenda: *DPR - Desvio Padréo Relativo

**Height equivalent of a theoretical plate (HETP) = 5 L/N, onde L é o comprimento da
coluna.
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3.2.1.5 Exatidao

Nesse estudo, a exatidao foi avaliada nos termos de recuperagdo da
quantidade conhecida da SQR de PCM, MP e PP adicionado no placebo. A
verificacdo foi realizada com nove determinacdes, contemplando o intervalo
linear do procedimento, ou seja, trés concentracdes baixa com percentual de
80%, média em 100% e alta com 120%, com trés réplicas em cada nivel. O
preparo das amostras foi a partir dos baldes estoque das SQR, conforme
descrito no item 3.1.6 Preparo do Padrao e Diluente estando em acordo com o
artigo 44 da RDC N° 166 de 2017, obedecendo aos critérios de diluicdo e o0 uso

do mesmo diluente.

3.2.1.6 Precisdo- Repetibilidade e Intermediéria

O ensaio de precisdao para repetibilidade foi conduzido com seis
determinacdes independentes de 400mg de paracetamol das amostras Al e A2
adicionadas em baldo volumétrico de 100mL. O preparo das amostras seguiu
0S mesmos critérios descritos no item 3.1.7 Preparo das Amostras obtendo-se
concentracéo tedrica final de paracetamol em 400pg.mL™. Para determinar a
precisdo intermediaria, o ensaio foi conduzido com o emprego das mesmas
amostras, mesmas condicbes de operacdo e instrumentacdo no mesmo
laboratorio, porém, em dias diferentes e analistas diferentes. O preparo das
amostras contemplou as mesmas condicdes, mesmas concentracdes e

mesmas determinac¢des descritas no ensaio da repetibilidade.

3.2.1.7 Seletividade
Para avaliar o grau de interferentes nas amostras do estudo, o ensaio de
degradacédo forcada foi realizado com a exposicdo do padrdo, amostras e
placebos formulados, nas condi¢cdes de estresse, com base na RDC N° 53 de
2015, que estabelece parametros para a verificagdo de produtos de

degradagdo em medicamentos, conforme descrito na Tabela 5.
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Tabela 5. Modelo experimental do estudo de degradacdo forcada para

determinacgéo da seletividade do procedimento analitico

Condicao de Condicdo de Temperatura Tempo de Coleta
Estresse degradacéao
Hidrélise acida Solucédo de HCI** Ambiente D*0, D3, D6 e D10
alM

Hidrélise basica Solucdo de NaQH*** Ambiente DO, D3, D6 e D10

a0,1M™m
Termolitica Estufa 60°C DO, D3, D6 e D10
Oxidacéao Solucéo de HyOpue Ambiente DO,D1eD3
a 3,0%
Oxidorreducéao Solucéo de FeClguwm« Ambiente DO, D1
a 0,05M
Fotolitica Exposicao solar Ambiente DO,D1eD3

Legenda: *D - Dias de coleta
*HCI (acido cloridrico), ***NaOH (hidréxido de sédio), ****H,0, (peréxido de

hidrogénio) e *****FeCl; (cloreto de ferro Ill)

O preparo do padrdo seguiu 0s mesmos procedimentos descritos no
item 3.1.6 Preparo do Padréo e Diluente. Para o preparo das amostras, ambas
foram preparadas conforme item 3.1.7 Preparo das Amostras, com quantidade
equivalente a 400mg de paracetamol, adicionado em baldo volumétrico de
100mL. Os placebos seguiram os mesmos critérios de preparo descritos no
item 3.1.8 Preparo dos Placebos das Amostras Al e A2.

Os ensaios foram conduzidos de acordo com o desenho experimental
estabelecido no estudo de degradacdo dos compostos de interesse. As
condicdes de estresse hidrolitica (acida e basica), oxidacdo, e ions metalicos
foram preparadas com acréscimo de 10% da solucdo degradante (HCI 1M,
NaOH 0,1M, H,0O, 3,0%, FeCl; 0,05M) no volume do baldo volumétrico de
100mL. O grupo de Baertschi et. al.,, 2011, recomenda ndo neutralizar as
amostras degradadas por hidrdlise para evitar a formacdo de compostos
secundarios, de igual modo para a degradacédo oxidativa, recomenda-se utilizar

10% de metanol com a mesma finalidade citada (Baertschi et al., 2011).
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Para a condicdo termolitica, os bal6es foram acondicionados em estufa
a 60°C. Para a degradacao fotolitica, os bal6es foram acondicionados proximo
a janela do laborat6rio por 3 dias consecutivos com temperatura controlada na
faixa de 25,0 £ 5,0°C. Devido as caracteristicas catalisadoras ou promotoras de
reacoes dos degradantes, todas as etapas de procedimento foram realizadas
sob protecédo da luz, exceto para degradacao fotolitica.

As realizagbes das coletas foram feitas de acordo com o tempo de
exposicao e coleta proposto na Tabela 5. Na coleta inicial (tempo zero - DO), os
balbes volumétricos do padrdo, amostras e placebos foram preparados com
adicdo de 40mL de diluente, levados em ultrassom por 10 minutos,
posteriormente levados a agitacdo mecanica por 10 minutos. Completou-se o
volume com o diluente conforme descrito no procedimento item 3.1.7 Preparo
das Amostras. Para os demais baldes, aguardou-se atingir o tempo da coleta
para diluicdo completa da solucdo, com adi¢do do diluente. Todas as amostras
foram analisadas por CLAE dentro do tempo estimado para cada condi¢do de
estresse. Foi preparada uma solucdo padrdo de controle com auséncia de
agentes degradantes para o0 monitoramento da degradacdo e para o controle
sobre a faixa desejada de degradacdo, sendo o minimo de 10% do ativo
degradado. (Ministério da Saude, 2015).

O tempo necessario para contemplar as condicbes de exposicao
maxima (endpoints) para o estudo de degradacéo forcada foi definido por meio
do guia da WHO TRS 929 — Anexo 3 da World Health Organization, 2005.
(Anexo 1)

3.2.1.8 Robustez
Para determinar a robustez do método analitico proposto, as variaces
das condi¢des analiticas avaliadas foram: pH da fase movel, inicialmente 6,5,
5,5 e ajustado para 5,0. A temperatura também foi avaliada na faixa de 30°C,
25°C e finalizado com 20°C. Os picos cromatograficos foram analisados em

equipamentos cromatograficos distintos, com a mesma coluna.
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4. Resultados

4.1 Identificacdo dos grupos esteres de parabenos nas amostras
comerciais do medicamento paracetamol na apresentacdo solucdo e
suspensao oral

O paracetamol € uma substancia ativa usada em combinacdo com o0s
conservantes parabenos disponivel nas formulacdes farmacéuticas solucdo e
suspensao orais.

O critério de selecdo das amostras comerciais baseou na presenca de
parabenos declarado na bula do medicamento paracetamol, prioritariamente os
gue continham a presenca dos excipientes metilparabeno e propilparabeno na

formulagéo.

4.1.2 Condicfes cromatograficas estabelecidas para o método analitico
Concluido o desenvolvimento do método, as condic6es cromatograficas

estabelecidas para o método analitico por CLAE seguem descritas na Tabela 6.

Tabela 6- Condi¢des cromatogréficas finais para determinacao de parabenos no
medicamento paracetamol por CLAE

Condig¢6es cromatogréficas

Cromatografo Shimadzu Solvent Delivery System®
Coluna Zorbax Eclipse XDB-CN 4,6 x 150 mm, 5 pm
Temperatura da coluna 20°C
Detector 245nm
Fase movel Acido fosférico (0,1%) e Metanol (65:35 v/v)
Fluxo ImL/min
Vol. Injecdo 20pL

60



A coluna selecionada apresentou retencéo seletiva dos compostos pelo
mecanismo de interagdo dipolar devido suas caracteristicas fisico-quimicas,
conferindo maior eficiéncia cromatogréfica. A interacdo intermolecular entre o
analito e a fase estacionaria da coluna com grupo ciano pode ser observada de

forma ilustrativa na Figura 4.

Figura 4. Representacgéo ilustrativa da forga intermolecular entre o analito e a fase
estacionaria no modo reverso de eluicdo. Adaptado de Rondon, 2013.

Alguns ensaios exploratérios iniciais foram realizados a fim de
determinar a melhor condicdo cromatogréfica para a validacdo do método. O
comportamento dos compostos analisados pode ser observado nos
cromatogramas da Figura 5, dentro das condicbes estabelecidas para cada
ensaio. Diante do exposto, € possivel observar os picos cromatograficos das
etapas de otimizacdo do método analitico em funcéo da melhor resposta obtida
nos termos de resolucdo, tempo de retencdo, fase moével e seletividade. O
cromatograma D apresentou a melhor condicdo para separacdo dos

componentes.
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5,015

Figura 5: Cromatogramas representativos da etapa de otimizacdo do método analitico
Legenda: Cromatograma A: Fase movel: tampdo KH,PO4+MeOH (54:46 v/iv) em pH
7,0, coluna Zorbax Eclipse XDB-C18, a 30°C, com fluxo de 0,8mL.min™* em 252nm.

Cromatograma B: Fase movel: tampdo NaH,PO+MeOH+Trietilamina
(56:44:5 viviv) em pH 7,5, coluna Zorbax Eclipse Plus-C18, a 30°C com fluxo de
1,0mL.min* em 252nm

Cromatograma C: Fase movel: 4cido fosférico 0,1% + MeOH (55:45 v/v) em
pH 5,5, coluna Zorbax Eclipse Plus-C18, a 40°C com fluxo de 1,8mL.min"* em 246nm.

Cromatograma D: Fase movel: 4cido fosférico 0,1% + MeOH (65:35 v/v) em
pH 5,0, coluna Zorbax XDB-CN, a 20°C com fluxo de 1,0mL.min"* em 245nm.

Os testes de especificidade do método produziram uma resposta
satisfatéria nos critérios de separacdo e tempo de retencdo dos analitos
conforme a apresentacdo dos cromatogramas descritos na Figura 6, obtidos

nas condi¢cdes cromatograficas expressas na tabela 6.

(1) Diluente
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; (5) Padrdes PCM, MP e PP
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Figura 6: Cromatogramas representativos do Diluente (1), da sustancia quimica de
referéncia do Paracetamol (2), do Metilparabeno (3), do Propilparabeno (4), da solugéo

combinada dos padrdes Paracetamol, Metilparabeno, Propilparabeno (5), da Amostra
A1(6) e Amostra A2(7).

Legenda: Rt - Tempo de Retencéo
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4.1.3 Robustez

Os resultados do tempo de retencédo dos analitos em estudo, do PCM,
do MP e do PP mantiveram entre 2,3 minutos, 3,2 minutos e 5,0 minutos,
respectivamente. O DPR do tempo de retencdo e das areas dos
cromatogramas foi inferior a 2%, demonstrando confiabilidade analitica do

método proposto.

4.1.4 Curva Analitica do Paracetamol, Metilparabeno e Propilparabeno

A linearidade do método foi estabelecida com o preparo de cinco
concentracdes da SQR de PCM (100,0pg.mL™*, 200,0pg.mL™*; 300,0 pg.mL™;
400,0pg.mL™ e 500,0pg.mL™?), de MP (1,0pg.mL™; 3,0pg.mL?; 5,0pg.mL™:
7,0ng.mL™ e 9,0pg.mL™) e PP (1,0pug.mL™; 1,5pug.mL™:; 2,0pg.mL™?; 2,5pg.mL™
e 3,0pg.mL™) em triplicata, de maneira independente. Conforme representacao
grafica das respostas da area em funcdo da concentracdo do analito, a
equacdo da reta e o coeficiente de determinacdo obtidos foram: y =
39838x+490560 e R? 0,9994 para PCM, y = 97159x-12085 e R? 0,9992 para
MP e y = 91805x-2661,8 e R? 0,9997 para PP. O coeficiente de correlacéo foi
satisfatorio, indicando uma associacdo linear entre os dados analisados,

conforme apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Curva analitica da sustancia quimica de referéncia do Paracetamol,
Metilparabeno e Propilparabeno.

4.1.5 Limite de Deteccéo e Quantificacao

Os resultados obtidos do LD e LQ, por meio dos parametros da curva
analitica foram: LQ do PCM, MP e PP: 57,09ug.mL™*; 0,066pg.mL™ e
0,010pug.mL™, respectivamente. Para o LD os valores obtidos foram:
18,84pg.mL™ para PCM; 0,021pg.mL™ para MP e 0,003pug.mL™ para PP.

4.1.6 Exatidao

Para a quantificacdo dos compostos de interesse (PCM, MP e PP),
foram adicionadas no placebo quantidades conhecidas dessas SQR. Os
resultados obtidos no Placebo Al para os compostos PCM, MP e PP foram:
101,7%, 100,0% e 98,4%; 98,9%, 103,4% e 100,4% e 98,4%, 98,4% e 101,3%
na ordem crescente das concentracdes (baixa, média e alta), respectivamente.
O valor do DRP entre as injecdes foi inferior a 2%, com valores de 0,64 para

PCM, 0,20 para MP e 0,42 para PP. Da mesma forma, os resultados obtidos no

67



Placebo A2 para os compostos PCM, MP e PP foram: 100,9%, 100,4%, 98,2%;
98,7%, 103,7%, 100,0% e 98,0%, 98,5%, 101,2% para as concentracdes baixa,
média e alta, respectivamente. Os valores do DRP obtidos foram: 0,24 para
PCM; 0,33 para MP e 0,73 para PP.

Considerou-se a média individual dos valores encontrados para cada
concentragdo individual dos analitos em estudo. Os resultados apresentados
nas Tabelas 7 e 8 permaneceram enquadrados na faixa estabelecida para
recuperacdo esperada em funcdo da concentracdo da substancia analisada
para medicamentos (entre 98% a 102% para PCM e 95% a 105% para MP e
PP) conforme descrito no guia orientativo do INMETRO DOQ-CGCRE-008 de
2020. (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, 2020).

Tabela 7- Resultados do procedimento analitico da Exatiddo do ativo paracetamol, dos

conservantes metilparabeno e propilparabeno na Amostra 1

Recuperacéo — Concentracao

Amostral (Médias)
80% 100% 120% DPR*
Paracetamol 101,7 100,0 98,4 0,64
- 98,9 103,4 100,4 0,20
Propilparabeno 98,4 98,4 101,3 0,42

Legenda:*DPR Desvio Padrédo Relativo

Tabela 8 - Resultados do procedimento analitico da Exatiddo do ativo paracetamol,

dos conservantes metilparabeno e propilparabeno na Amostra 2

Recuperacéo — Concentracéo

Amostra 2 (Médias)
80% 100% 120% DPR*
Paracetamol 101,9 100,4 98,2 0,24
- 98,7 103,7 100,0 0,33
Propilparabeno 98,0 98,5 101,2 0,73

Legenda:*DPR Desvio Padréo Relativo
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4.1.7 Precisao - Repetibilidade e Intermediaria

Os resultados do ensaio de precisdo em termos de repetibilidade e
precisdo intermediaria demonstraram que houve concordancia entre o0s
resultados do mesmo analito nas concentragcfes teodricas especificadas para o
produto acabado (90% a 110%), realizado sob condicbes de medidas
alteradas, com valor de desvio padréo relativo menor que 2%, conforme critério
de aceitacdo mencionado nas diretrizes do guideline do ICH. A aplicacdo do
teste F nos resultados para paracetamol, metilparabeno e propilparabeno
apresentaram F calculado menor que F critico e p-valor superior a 0,05%,
atestando que ndo houve diferenca estatistica entre os valores de
repetibilidade e de precisé@o intermediéria. (Tabela 9 e 10).

4.1.7.1 Dados da Amostra 1

Para a amostra Al, os resultados obtidos para o ensaio de repetibilidade
foram a média das concentra¢cbes do ativo PCM e dos conservantes MP e PP,
respectivamente nos seguintes valores: 373,48mg.mL™, 0,057mg.mL™ e
0,0021mg.mL™. No ensaio da precisdo intermediaria, os resultados da média
das concentraces foram: para PCM 372,72mg.mL™; MP 0,057mg.mL™ e para
o PP 0,0021mg.mL™. A seguir, na Tabela 9 seréo apresentadas as médias das
concentracbes em porcentagem e do DPR da avaliacdo da repetibilidade e

precisao intermediaria.
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Tabela 9 — Resultados das médias das concentracbes em porcentagem e do DPR do
procedimento analitico da Preciséo - Repetibilidade e Intermediaria com Teste F do

paracetamol, metilparabeno e propilparabeno na Amostra 1

Precisao

Amostra 1 Repetibilidade L Teste F
Intermediaria
Média DPR* Média DPR* F* ok p-
(%) (%) calculado critico valor****
Paracetamol 93,37 0,62 93,18 0,63 3,4711 4,2596 0,0747
- 0,95 0,37 0,95 0,64 0,6227 4,2596 0,4377
Propilparabeno 0,10 1,48 0,10 1,40 1,1892 4,2596 0,2863

Legenda:*DPR - Desvio Padrao Relativo

**E calculado - Raz&o entre variancias calculada

***E critico - Razdo entre variancias critica

****P valor - Probabilidade com significancia menor ou igual a 0,05

4.1.7.2 Dados da Amostra 2
O mesmo calculo aplicou-se para a amostra A2. Os resultados obtidos

para o ensaio de repetibilidade foram a média das concentracfes do ativo PCM
e dos conservantes MP e PP nos seguintes valores: 373,60mg.mL™ para PCM;
0,077mg.mL™ para MP e 0,0024mg.mL™* para PP. No ensaio da precisdo
intermediaria, os resultados da média das concentracfes foram: para PCM
372,64mg.mL™; MP 0,077mg.mL™ e para o PP 0,0024mg.mL™. Na Tabela 10
estdo descritas as médias das concentracbes em porcentagem e do DPR da

avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediaria.
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Tabela 10 — Resultados das médias das concentracdes em porcentagem e do DPR do
procedimento analitico da Preciséo - Repetibilidade e Intermediaria com Teste F do

paracetamol, metilparabeno e propilparabeno na Amostra 2

Amostra 2 Repetibilidade PreC'S’?‘? . Teste F
Intermediaria
Média DPR*  Média DPR* F* o p-
(%) (%) calculado critico valor****
Paracetamol 93,40 0,19 93,16 0,96 3,1050 4,2596 0,0907
- 1,28 041 1,28 0,29 0,3388 4,2596 0,5659
Propilparabeno 0,12 0,64 0,12 0,28 0,5433 4,2596 0,4681

Legenda:*DPR - Desvio Padréo Relativo
**FE calculado - Razao entre variancias calculada
***E critico - Raz&o entre variancias critica

****p-valor - Probabilidade com significAncia menor ou igual a 0,05

4.1.8 Seletividade

Para complementar o estudo do desempenho do método analitico, as
amostras foram estressadas nas condi¢Oes estabelecidas, a fim de verificar
possiveis interferéncias causadas pelos componentes da matriz que se
sobrep6em ou coeluem com os analitos de interesse. Os calculos foram
estimados com os valores da amostra controle.

Os resultados do teor da amostra controle, bem como dos teores do
ativo paracetamol e seus conservantes, metilparabeno e propilparabeno
obtidos apds o tempo de exposicdo maxima nas condicées degradantes, estédo

descritos nas tabelas 11 e 12.
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Tabela 11- Resultados da quantificacdo em porcentagem do ativo PCM e dos conservantes MP
e PP na amostra Al apos a degradacdo oxidativa, fotolitica, hidrolitica, termolitica e por ions

metélicos no tempo maximo de exposi¢ao

Teor do ativo e Amostra Oxidacdo Fotolise Hidrélise Hidrolise Termolise fons
conservantes controle acida basica metalicos

(%) ALOE) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Degradacdao do ativo e dos conservantes (%)

Paracetamol 94,19 81,45 94,75 82,17 80,95 92,90 91,34

12,74 0,56 12,02 13,24 1,29 2,85

0,90 0,78 0,91 0,75 0,70 0,90 0,87

0,12 0,01 0,15 0,2 0,00 0,03

Propilparabeno 0,10 0,08 0,10 0,08 0,08 0,10 0,10

0,02 0 0,02 0,02 0 0

Condicdo do estudo: A degradacdo dos compostos foi calculada pelo valor do teor de
paracetamol, metilparabeno e propilparabeno da amostra controle subtraido pelo valor do teor
de paracetamol, metilparabeno e propilparabeno sob condic&o de estresse.

Fator e condicdo de estresse: Oxidacdo com H,O, 3%; Fotblise com luz solar; Hidrélise acida
com HCI 1M; Hidrdlise basica com NaOH 0,1M; Termélise em 60°C e ions metalicos com FeCl,
0,05M.

Tabela 12- Resultados da quantificagdo em porcentagem do ativo PCM e dos conservantes MP
e PP na amostra A2 ap0s a degradagdo oxidativa, fotolitica, hidrolitica, termolitica e por ions

metélicos no tempo maximo de exposi¢ao

Teor do ativo e Amostra Oxidacdo Fotélise Hidrolise Hidrdlise  Termolise fons
conservantes controle acida basica metélicos
(%) A2(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Degradacdo do ativo e dos conservantes (%)
Paracetamol 95,86 79,84 95,38 74,06 72,96 94,43 91,55
16,02 0,48 21,8 22,9 1,43 4,31
1,22 0,98 1,22 0,89 0,87 1,21 1,22
0,24 0 0,33 0,35 0,01 0
Propilparabeno 0,12 0,09 0,12 0,09 0,09 0,12 0,12
0,03 0 0,03 0,03 0 0

Condicdo do estudo: A degradacdo dos compostos foi calculada pelo valor do teor de
paracetamol, metilparabeno e propilparabeno da amostra controle subtraido pelo valor do teor
de paracetamol, metilparabeno e propilparabeno sob condic&o de estresse.
Fator e condicdo de estresse: Oxidacdo com H,O, 3%; Fotolise com luz solar; Hidrélise acida
com HCI 1M; Hidrélise basica com NaOH 0,1M; Termdlise em 60°C e ions metalicos com FeCls,
0,05M.
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Nos cromatogramas obtidos no estudo de degradacéo forcada, Figura 8,
€ possivel observar diferentes graus de degradacdo, com variabilidade na
estabilidade tedrica do medicamento. As substancias relacionadas ndo foram
identificadas e quantificadas neste estudo.
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{| D - Hidrélise basica

664
0,852
1,249
1,616
1872
Metilparabeno 3,157
Propilparabeno 4,582

| —
Paracetamal 2,302

E - Termélise

0,900

1315

1,774
| Metilparabeno 3,413
Propilparabeno 5,179

F - Oxidorredugéo

Palae}amol 2307

0,665

1,121
Metilparabeno 3157
Prepilparabeno 4,561

1,608
1870

Figura 8. Cromatogramas representativos da degradacao forcada na amostra A2 em
10 dias nas condi¢cBes de estresse: A: Oxidacdo (H,O, 3%); B: Fotdlise (luz solar); C:

Hidrolise acida (HCI 1M); D: Hidrélise basica (NaOH 0,1M); E: Termdlise (estufa a
60°C); F: Oxidorreducéo (FeCl; 0,05M).
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A seguir, o gréafico 1 representa os resultados dos testes de degradacéao
forcada do PCM, MP e PP comparados com o valor da amostra controle, no
tempo maximo estimado para cada condicdo de estresse estabelecida para a

amostra Al.
Paracetamol M Metilparabeno Propilparabeno
81,45 82,17 80,95
0,90 ‘ 078 0,91 ‘075 ‘ 0.70 0,90 0.87
0,10 0,08 0,10 0,08 0,10 0,10
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S o RC & @ <@ 0
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Gréfico 1 - Resultados obtidos em porcentagem da Amostra 1 da degradacao forcada
do paracetamol, metilparabeno e propilparabeno comparados com a amostra controle,
sob condicdes de estresse estipuladas no tempo maximo de exposicao.

Legenda: D - Dias de coletas

Fator e condicdes de estresse: Oxidacdo D3 em H,0, 3%; Fotdlise D3 em luz solar;
Hidrolise acida D10 em HCI 1M; Hidrélise basica D10 em NaOH 0,1M; Termolise D10
em estufa a 60°C e fons metélicos D1 em FeCl; 0,05M.

Os graficos 2, 3 e 4 representam a maior variabilidade da estabilidade
do ativo Paracetamol e dos conservantes Metilparabeno e Propilparabeno na

degradacdo forcada por estresse oxidativo, hidrélise acida e béasica.
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Paracetamol

= Oxidacdo = Hidrdlise acida = Hidrdlise basica

Gréfico 2 - Resultados obtidos da degradacédo forcada com variacdo da estabilidade
acima de 10% em comparacdo com a amostra controle do ativo paracetamol sob
condicdes de estresse oxidativo e hidrolitico no tempo maximo de exposi¢do de 10
dias na amostra Al.

Fator e condicdes de estresse: Oxidagcdo D3 em H,0, 3%; Hidrolise acida D10 em HCI
1M; Hidrélise basica D10 em NaOH 0,1M.

Metilparabeno

= Oxidacao = Hidrolise acida = Hidrdlise basica
Gréfico 3 - Resultados obtidos da degradacao forcada com variacao da estabilidade
acima de 10% em comparacao com a amostra controle do conservante metilparabeno,
sob condicdes de estresse oxidativo e hidrolitico no tempo maximo de exposi¢ao de 10
dias na amostra Al.
Fator e condicdes de estresse: Oxidagdo D3 com H,O, 3%; Hidrolise 4cida D10 com
HCI 1M; Hidrolise basica D10 com NaOH 0,1M
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Propilparabeno

= Oxidacdo = Hidrdlise acida = Hidrdlise basica

Gréfico 4 - Resultados obtidos da degradacédo forcada com variacdo da estabilidade
acima de 10% em comparacdo com a amostra controle do conservante
propilparabeno, sob condi¢des de estresse oxidativo e hidrolitico no tempo maximo de
exposicao de 10 dias na amostra Al.

Fator e condi¢des de estresse: Oxidacdo D3 com H,0, 3%; Hidrdlise acida D10 com
HCI 1M; Hidrélise basica D10 com NaOH 0,1M

Da mesma forma, a amostra A2 foi avaliada sob as mesmas condi¢gbes
de estresse estipuladas neste estudo, em comparacdo com a amostra controle,
com o tempo maximo de dez dias, produzindo os seguintes resultados

apresentados no grafico 5.
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Paracetamol M Metilparabeno Propilparabeno

95,86 95,38 94,43 9155

79,84

Gréfico 5 - Resultados obtidos em porcentagem da Amostra 2 da degradacao forgada
do paracetamol, metilparabeno e propilparabeno comparados com a amostra controle,
sob condi¢des de estresse estipuladas no tempo maximo de exposigao.

Legenda: D - Dias de coletas

Fator e condi¢cdes de estresse: Oxidacdo D3 em H,0, 3%; Fotolise D3 em luz solar;
Hidrolise acida D10 em HCI 1M; Hidroélise basica D10 em NaOH 0,1M; Termoélise D10

em estufa a 60°C e ions metélicos D1 em FeCl; 0,05M.

Os gréaficos 6, 7 e 8 representam as condi¢cdes de estresse com maior
variabilidade na estabilidade do ativo Paracetamol e dos conservantes
Metilparabeno e Propilparabeno no estudo de degradacdo forcada, com os

degradantes para oxidacao e hidrélise acida e basica.

78



Paracetamol

= Oxidacdo = Hidrdlise acida = Hidrdlise basica

Gréfico 6 - Resultados obtidos da degradacédo forcada com variacdo da estabilidade
acima de 10% em comparagdo com a amostra controle do ativo paracetamol, sob
condicdes de estresse oxidativo e hidrolitico no tempo maximo de exposi¢do de 10
dias na amostra A2.

Fator e condi¢des de estresse: Oxidagdo D3 com H,0, 3%; Hidrdlise acida D10 com
HCI 1M; Hidrélise basica D10 com NaOH 0,1M.

Metilparabeno

= Oxidacdo = Hidrdlise acida = Hidrdlise basica
Gréfico 7 - Resultados obtidos da degradacédo forcada com variacdo da estabilidade
acima de 10% em comparag¢do com a amostra controle do conservante metilparabeno,
sob condi¢des de estresse oxidativo e hidrolitico no tempo méaximo de exposi¢édo de 10
dias na amostra A2.
Fator e condi¢des de estresse: Oxidagdo D3 com H,0, 3%; Hidrdlise &cida D10 com
HCI 1M; Hidrolise basica D10 com NaOH 0,1M.
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Propilparabeno

= Oxidacdo = Hidrdlise acida Hidrdlise basica
Gréfico 8 - Resultados obtidos da degradacdo forcada com variagdo da estabilidade
acima de 10% em comparacdo com a amostra controle do conservante propilparabeno
sob condi¢des de estresse oxidativo e hidrolitico no tempo méaximo de exposi¢édo de 10
dias na amostra A2.
Fator e condi¢des de estresse: Oxidacdo D3 com H,0O, 3%; Hidrolise acida D10 com
HCI 1M; Hidrdlise basica D10 com NaOH 0,1M.

Para as demais condicdes de estresse nas amostras Al e A2, a
fotolitica, a termolitica e a oxidorreducdo, todas apresentaram pequenas
variacfes néo significativas do ponto de vista de degradacéo, apresentando um
range menor que 10%.

Os picos cromatograficos de PCM, MP e PP apresentaram pureza
espectral satisfatoria no medicamento paracetamol, indicando nao haver
coeluicdo com os produtos de degradacdo, como demonstrado nas Figuras 9 e
10. Assim, a eficacia conhecida do Detector por Arranjo de Diodos (DAD) na
confirmacéo da identidade dos picos foi Gtil para a identificacdo inequivoca dos

compostos analisados.
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Figura 9. Cromatogramas representativos da pureza espectral do produto acabado,
amostra Al. A: Cromatograma do Paracetamol; B: Cromatograma do Metilparabeno;
C: Cromatograma do Propilparabeno.

Legenda: *The purity factor is within the threshold limit (O fator de pureza esta dentro
do limite).
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Figura 10. Cromatogramas representativos da pureza espectral do produto acabado,
amostra A2. D: Cromatograma do Paracetamol; E: Cromatograma do Metilparabeno;
F: Cromatograma do Propilparabeno.

Legenda: *The purity factor is within the threshold limit (O fator de pureza esta dentro
do limite).
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4.1.9 Ensaio de Doseamento do medicamento paracetamol e dos
respectivos conservantes metilparabeno e propilparabeno nas amostras
comerciais

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (FB 62 ed.), a
especificacdo do teor de paracetamol na forma farmacéutica solucdo
compreende a faixa de 90,0% a 110,0% da quantidade declarada no rétulo e o
limite maximo de metilparabeno e propilparabeno em medicamentos nas
formas farmacéuticas solucdo e suspensao orais recomendado no Handbook
excipientes 62 edicdo € de 0,02% a 0,04% e 0,01% a 0,02% respectivamente
(Farmacopeia Brasileira, 2019; Rowe, Sheskey e Quinn, 2009).

As amostras comerciais de paracetamol solu¢cées e suspensdes orais
nomeadas em G1l, G2, G3, G4 e G5, correspondem a classificacdo
farmacéutica para medicamentos genéricos designado pela Denominacao
Comum Brasileira (DCB) de acordo com a politica de medicamentos
implantadas no Brasil. As amostras S1, S2 e S3 correspondem a nomeacao
dos medicamentos similares.

Os resultados da concentracao do teor do ativo PCM e seus respectivos
conservantes MP e PP nas amostras genéricas G1, G2, G3, G4 e G5 e nas
amostras similares S1, S2 e S3 estéo resumidos na tabela 13.
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Tabela 13 — Teor de Paracetamol, Metilparabeno e Propilparabeno nas formas

farmacéuticas solugéo e suspensao orais nas amostras comerciais

Amostras Forma Pa-rrae(?ertgrenol -
Farmacéutica )
Gl suspensao 362’(%%’%%)”‘ L -
G2 solucao 372’(79%?%-? L 0,06(51%% ) mL*
G3 suspensao 372’&%(1%‘? L -
G4 suspensao 376’(‘:)3(“1%)”‘ L -
G5 solugéo 379’(%"21%96? L 0,0?Sl,rgg).m Lt
S1 suspensdo 378,(%2’,“7%-? L 0,0Zf,r;\g).mL'l
S2 suspensao 382,(%%?17%.)m L -
S3 solucéo 366*(%%%%“ Lt 0,0?g,rgg).m L?

Teor de

Propilparabeno
(%)

0,0098mg.mL™
(0,49)

0,002mg.mL*
(0,10)

0,0094mg.mL™
(0,47)

0,0092mg.mL™
(0,46)

0,002mg.mL™*
(0,10)

0,0024mg.mL™
(0,12)

0,0038mg.mL™
(0,19)

0,0038mg.mL™
(0,19)

Condicdes do estudo: Foram selecionadas amostras comerciais com a presenca de

metilparabeno e propilparabeno declarados nas bulas. As amostras com trago

representam auséncia do metilparabeno na formulagdo, conforme informado nas

bulas, individualmente.

Especificacdo do teor de paracetamol: 90,0% a 110,0% (FB 62 ed.)

Especificacéo do teor de Metilparabeno: 0,02% a 0,04% (Handbook excipients 62 ed.)

Especificacéo do teor de Propilparabeno: 0,01% a 0,02% (Handbook excipients 62 ed.)

Legenda: G- Medicamentos genéricos

S- Medicamentos Similares
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5. Discusséo
5.1 Paracetamol e Parabenos — objetos de estudo

O paracetamol é um medicamento amplamente usado pela populacao
mundial, estando em uma classificacdo dentre os medicamentos mais
consumidos. Comercializado sob varias marcas e formas farmacéuticas, a
solugdo e suspensédo de uso oral foram os objetos de estudo para esse
trabalho.

Por se tratar de um medicamento isento de prescricdo médica, seu uso
se torna indiscriminado pelas pessoas adeptas ao tratamento paliativo para
dores com baixa ou média intensidade. Além disso, esse medicamento ndo tem
restricdo de uso para gestantes, puérperas e crian¢as, desde que obedeca a
concentracdo permitida para esses grupos.

A literatura relata que o paracetamol pode acarretar agravos a saude do
individuo por apresentar toxicidade comprovada no organismo humano,
quando usado em doses acima do permitido.

Para garantir a conservacdo das formulacdes liquidas, o emprego de
agentes conservantes é imprescindivel para a seguranca desses produtos.

Os parabenos séo excipientes conservantes usados por longos anos e
presentes em todas as categorias de produtos, como no setor de cosméticos,
alimenticio e farmacéutico, sendo que esses conservantes abrangem um perfil
de consumidor sem restricdo de idade.

O uso de alguns parabenos foi proibido em produtos cosméticos, assim
como o emprego do aditivo propilparabeno foi proibido em alimentos, de acordo
com a RDC N° 8 de 2008.

Os compéndios oficiais fornecem metodologia analitica para identificar e
quantificar o ativo paracetamol, especificando sua faixa de aceitagcdo na
concentracdo permitida na formulacdo, atestando sua satisfatoriedade em
termos analiticos (Farmacopeia Brasileira, 2019). Para o0s parabenos,
especificamente o metilparabeno e o propilparabeno os mais frequentemente
usados, ndo foi encontrada metodologia analitica oficial que identificasse ou
quantificasse esses conservantes em formulacdes de paracetamol nas formas
farmacéuticas solucdo e suspensao orais.

De acordo com os estudos levantados, 6rgados nacionais e internacionais

estabeleceram concentracfes de parabenos permitidos em alguns produtos de
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uso e consumo da populagéo, no entanto, para formulagdes farmacéuticas nao
houve critérios de recomendacédo por parte desses 0rgaos.

Neste estudo, foi utilizado a base de dados do Handbook excipientes 62
edicdo, considerando os limites de concentracdo de 0,02% a 0,04% para
metilparabeno e 0,01% a 0,02% para propilparabeno para fins de comparacao

de resultados.

5.1.2 Avaliagdo da performance do método analitico comparado a literatura
5.1.2.1 Otimizacdo do método analitico

Existem diversos métodos analiticos disponiveis na literatura para a
determinacao e quantificacdo de MP, PP, simultaneamente com outros ativos
ou isoladamente, seja por CLAE ou outras técnicas analiticas (Carnevale,
1983, Ghulam, 2004; Shabir, 2004; Kokoletsi, Kafkala e Tsiaganis, 2005; Bosch
et. al., 2006; Kulikov e Verushkin, 2008; Ghulam e Shafique, 2011; Hasan et.
al., 2016; Elrefay et. al., 2011).

As propriedades fisico-quimicas do composto em estudo, como valor de
pKa, logP, solubilidade, polaridade, volatilidade e absorgdo maxima (A) do ativo
devem ser conhecidas (Blessy et al., 2014).

Para a otimizacdo do método, a escolha da coluna Zorbax Eclipse XDB-
CN foi concludente devido possuir maior seletividade para o desenvolvimento
do método, ou seja, a fase estacionaria possui substancias quimicas ligadas
aos grupos funcionais ciano e estdo diretamente ligados a superficie da silica
por meio de um espacador propila (lkegami et al., 2008). O empacotamento
sdo grupos de nitrilo quimicamente ligados a particulas de silica porosa, de
5um de didmetro. A natureza da sua fase estacionaria promove seu uso em
fase reversa ou fase normal, de acordo com as propriedades quimicas do
componente a ser analisado.

Por meio de uma revisao dos artigos publicados para quantificacdo de
PCM, MP e PP, observou-se que os trabalhos, em sua maioria, sdo por CLAE
no modo reverso de eluicdo e colunas cromatograficas de fase estacionaria
com grupo octadecilsilano (C18) (Ghulam e Shafique, 2011; Hasan et. al.,
2016, Zor e Donmez, 2018).

As substancias analisadas (PCM, MP e PP) sdo compostos aromaticos

com carater polar devido a grande quantidade de grupos funcionais polares,
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apesar de haver um anel aromatico que é totalmente apolar. Barber e Joseph,
2004, descrevem que a coluna Zorbax Eclipse XDB-CN (fase estacionaria
ciano) reduz o tempo de retencdo dos analitos apolares, mantendo uma boa
retencdo dos analitos mais polares, favorecendo a separacdo das amostras
gue contém componentes polares e ndo polares.

Nos ensaios iniciais, foram testadas colunas com diferentes fases
estacionarias para garantir a eficiéncia cromatografica nas separagdes dos
compostos. Optou-se por colunas com interagcbes aromaticas hidrofilicas e
hidrofébicas, devido a lipofilicidade individual do PMC, MP e PP.

Diante do exposto, a coluna selecionada foi a Zorbax Eclipse XDB-CN
para a validacdo do método, por apresentar separacao rapida e completa dos
compostos estudados em menos de 8 minutos com vaz&o de 1,0mL.min" .

A selecdo do comprimento de onda foi definida apds a realizacdo de
uma leitura em varredura UV de 190 a 400nm. Observou-se que a leitura em
245nm apresentou maior absorcao para o PCM, MP e PP.

Com relacdo a temperatura, inicialmente optou-se por trabalhar com
temperaturas na faixa de 20°C a 40°C. Conclui-se que a temperatura em 20°C
apresentou melhores resultados em termos de resolucdo entre 0s picos
cromatograficos do PCM, MP e PP com resolu¢do maior que 1,5.

A literatura relata que quando ocorrem mudancgas na temperatura de um
procedimento analitico, o fator de retencdo para solutos com maior entalpia é
mais afetado do que para solutos com menor valor de entalpia, fornecendo
diferentes seletividades em diferentes temperaturas. O uso de temperaturas
elevadas pode influenciar na estabilidade térmica tanto da fase estacionaria
quanto dos compostos a serem analisados. A maior parte das fases
estacionarias utilizadas em CLAE tem como base a silica, como por exemplo:
colunas C-18, C-8, Amino, Ciano entre outras, sdo estaveis proximo de 60°C.
Outro fator a ser considerado é o uso de agua na fase movel, associado a
temperaturas elevadas, favorecendo a ocorréncia de hidrélise e,
consequentemente, a perda da estrutura ligante da coluna. A resolucdo dos
picos cromatograficos depende de dois parametros operatérios: a seletividade
e a eficiéncia da coluna, esse ultimo esta diretamente relacionado com o efeito
da temperatura na retencdo cromatografica (Lancas, 2012).

Os modificadores da fase organica foram separados de acordo com as

propriedades dos solventes: acidez, basicidade e polaridade. Mediante essa
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selecdo, foram analisadas as interacbes dos compostos com a fase
estacionaria em conjunto com o0s solventes organicos: Acetonitrila (ACN),
Metanol (MeOH) e Tetraidrofurano (THF) e posteriormente foi empregada a
melhor otimizacdo para o0 sistema de separacdo (metanol e agua). A agua
auxilia no ajuste da forca cromatografica da mistura dos compostos. Os
estudos foram intensificados com a avaliagao de diferentes faixas de pH, forga
ibnica do eluente, vazao, eluicdo gradiente e isocratica. As propriedades fisico-
quimicas das moléculas dos compostos do estudo conferem substancias
polares, apresentando os seguintes valores de Coeficiente de particdo: PCM
0,91, MP 1,67 e PP 2,55 previamente demonstrado na Tabela 1. Em raz&o
dessa avaliacdo, os compostos apresentaram boa retencdo no modo de
eluicdo isocratica por interacdo hidrofilica, sendo, portanto, o modo escolhido
para seguimento do estudo.

Os compostos organicos que contém grupos &cidos ou basicos, a
variacdo do pH na fase moével contribui para o deslocamento da reagéo de
equilibrio quimico de ionizacéo e, consequentemente, para o fator de retencéo
do analito. (Kazakevich e Lobrutto, 2007).

A selecdo da proporcdo da fase moével, forca ibnica e fluxo foram
avaliados pelas condicoes de eluicdo testadas nos ensaios iniciais.
Primeiramente a fase movel foi composta por tampédo fosfato de potassio
monobasico (KH,PO,), (0,05M - pH 7,0), com metanol (MeOH) na proporcao
(54:46 viv) respectivamente. A coluna usada foi a Zorbax Eclipse XDB-C18, na
temperatura de 30°C, com fluxo de 0,8mL.min™, em leitura de 252nm. A
solucdo tampdo apresentou uma coeluicdo com o pico cromatografico do
analito PCM e maior tempo de retencdo para o analito PP (eluicdo tardia).
Outra fase movel foi constituida de tampéo fosfato de sédio monobasico
(NaH,PO), (0,05M — pH 7,5), com adi¢&o do aditivo trietilamina (0,5%) e MeOH.
Utilizado a coluna Zorbax Eclipse Plus-C18, com proporcdo de fase moével
(56:44:5 viviv) respectivamente, mesma temperatura e com fluxo de 1,0mL.min"
! e comprimento de onda em 252nm. A resolucéo do pico cromatogréfico do
PCM diminuiu, porém apresentou uma coeluicdo e n&do houve melhora
significativa no tempo de retengcdo do composto PP. Seguiram-se os testes
com o preparo de uma nova fase mével constituida de agua acidificada
ajustada com acido fosforico a 0,1% (pH 5,5) e MeOH na proporgéo (55:45 v/v)

respectivamente. Utilizada a mesma coluna anterior a esse ensaio, em fluxo de
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1,8mL.min™! com temperatura a 40°C no comprimento de onda em 246nm. O
tempo de retencdo do composto PP aumentou para cerca de 15 minutos.
Diante desses resultados, observou-se coeluicdo com o pico cromatografico do
PCM, ndo havendo uma separacao eficiente e maior interacdo do analito PP
com a fase estacionaria da coluna. Por fim, as condicbes que se mostraram
mais adequadas para a seletividade foram a preparacdo de agua acidificada
ajustada com &cido fosforico a 0,1% (pH 5,0) e MeOH na proporcéo (65:35 v/v)
com o uso da coluna Zorbax XDB-CN em fluxo de 1,0mL.min™. A temperatura
mostrou-se ideal em 20°C, com comprimento de onda na faixa de 245nm. O
tempo de retencdo foi alcangado em um tempo inferior a 8 minutos. Esses
resultados podem ser observados na Figura 5.

O resultado final obtido € decorrente da seletividade da coluna por
apresentar uma interacdo intermolecular dipolar, interagindo com porcdes
polares dos analitos. O grupo ciano possui um dipolo forte, sua natureza
eletrostatica permite a fase estacionaria interagir com por¢cbes polares

encontradas na maioria dos analitos (Kazakevich e Lobrutto, 2007).

5.1.3 Analise dos resultados da Curva Analitica

A curva analitica € um parametro de modelo linear que avalia a relacao
entre duas variaveis. Essa linearidade pode ser avaliada pela curva analitica
padrdo ou pela curva analitica padrdo em uma matriz, a depender do efeito
matricial do método analitico (Marsona et al., 2020).

Para determinar a linearidade como parametro de desempenho
analitico, os niveis de concentracdo devem ser preparados a partir de um
padrao de referéncia (SQR), ponderados individualmente de um ensaio, ou
preparar uma curva a partir da solugéo estoque preparada. As quantidades dos
niveis de concentracdo para determinar a linearidade ndo dispéem de registros
nas diretrizes dos 6rgaos reguladores, esses niveis podem ser preparados na
escala de cinco ou seis concentragfes, podendo ser mais abrangentes, de
modo que permita uma maior representatividade na curva analitica com
intervalos maiores (Marsona et. al., 2020).

A aceitabilidade dos dados de linearidade é frequentemente analisada
por meio do coeficiente de correlagdo e a interceptagdo “y’ da linha de

regressao linear, sendo a funcdo da resposta da area do cromatograma versus
89



concentracdo do analito. O coeficiente de correlacdo >0,990 geralmente &
considerado como evidéncia de ajuste aceitavel dos dados para a linha de
regressado. Os critérios de aceitagdo da interceptacao “y” e do DPR dependem
da faixa de linearidade que esta sendo testada (Kazakevich e Lobrutto, 2007).

O limite de identificacdo foi definido no ponto 100% da curva analitica.
Considerando 100% de 400mg.mL™ (concentracdo nominal) correspondente a
concentracdo de trabalho do ativo PCM (401,99ug.mL™), os pontos definidos
foram de 25,12%, 50,24%, 75,37%, 100,49%, 125,62%. Para o analito MP a
concentracdo nominal de trabalho em 100% foi de 6mg.mL™>. Considerando
essa concentracdo (6,25ug.mL™) a faixa de trabalho, os pontos definidos foram
de 16,5%, 49,56%, 82,62%, 115,68%, 148,73%. Da mesma forma, adotaram-
se 0s mesmos critérios para o analito PP. Considerou-se 100% de 2mg.mL™
(concentracdo nominal) correspondente a sua concentracdo de trabalho (2,06
ug.mL™), os pontos definidos foram: 50,14%, 75,24%, 100,33%, 125,24%,
150,53%. O valor do coeficiente de correlacdo de cada analito descrito na
Figura 7 atendeu aos critérios estabelecidos pelos 6rgdos reguladores
(Ministério da Saude, 2017b; Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia, 2020).

5.1.4 Analise dos resultados da Exatidao e Precisédo

5.1.4.1 Exatidao

A exatidao é o pardmetro analitico que avalia a concordancia entre o
resultado encontrado pelo método analitico avaliado, tendo o valor teérico
aceito como verdadeiro ou como referéncia. Pode ser expressa em termos do
erro absoluto ou erro relativo. Esse parametro pode ser demonstrado por meio
de vérios procedimentos analiticos. A escolha pode depender do tipo de
amostra, analise técnica, ensaios de recuperacdo, adicdo de padrao,
disponibilidade de materiais de referéncia ou métodos de referéncia. A exatidao
pode ser inferida da precisao, linearidade e especificidade. Os resultados do
meétodo que esta sendo validado podem ser comparados aos resultados de um
método independente, porém, bem caracterizado (Kazakevich e Lobrutto, 2007,
Skoog, West e Crouch,2008; Marsona et al., 2020).

Como definicdo, o ensaio de recuperacao (ou fator de recuperacgao), € a

proporcao da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada
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na porcao analitica do material teste, da qual é extraida e passivel de ser
guantificada (Marsona et. al., 2020).

Para o método proposto, foi aplicado o ensaio de recuperacdo em trés
niveis de concentracfes diferentes. Uma quantidade conhecida de SQR dos
analitos PCM, MP e PP foi adicionada ao placebo e submetida a analise por
CLAE. Os resultados demonstraram a acuracia do método. As recuperacoes
percentuais dos analitos encontram-se dentro dos limites das diretrizes
analiticas, conforme apresentados nas Tabelas 7 e 8. A analise estatistica ndo
mostrou diferenca significativa entre os resultados obtidos sob as condi¢cbes

analiticas estabelecidas para o método.

5.1.4.2 Precisao

Preciséo € a proximidade de concordancia entre resultados obtidos dos
testes independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrées, sob condicbes estipuladas. Geralmente ¢é
especificado em termos de desvio-padrao, variancia e o coeficiente de variacdo
de diversas medicdes. Esse parametro fornece uma indicagcdo de erros
aleatérios e pode ser dividida em repetibilidade e precisdo intermediaria. Os
métodos que quantificam compostos em maior quantidade requerem um DPR
de 1% a 2% (Kazakevich e Lobrutto, 2007; Marsona et al., 2020). A
concordancia entre os resultados obtidos pode ser demonstrada pelos testes
de hip6teses como o teste F seguido do teste t, podendo ser usados como
critério de comparacao.

A precisdo do método apresentou coeréncia entre os resultados dos
testes individuais da repetibilidade e intermediaria conforme descrito nas
Tabelas 9 e 10, amparados nos critérios de validacdo de método analitico do
ICH e ANVISA.
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5.1.5 Andlise dos resultados do Limite de Deteccao e Quantificagdo

Os métodos cromatograficos de separagdo possuem uma concentracao
minima de deteccéo e quantificagdo com um nivel de confianga estimado.

Estatisticamente, o limite de deteccéo (LD) € expresso para um pico com
resposta relacéo sinal-ruido com cerca de 3: 1, e o limite de quantificacdo (LQ)
€ expresso para um pico com resposta relagéo sinal-ruido com cerca de 10:1.

Para CLAE, a faixa normal para LD e LQ esta entre 0,01% e 0,2% para
produtos néo relacionados a peptideos e/ou proteinas, do contrario o intervalo
LD e LQ é tipicamente entre 0,1% e 0,5% (Kazakevich e Lobrutto, 2007).

O calculo do LD e LQ pode ser estimado nos parametros da curva
analitica, sendo estatisticamente confidvel (Marsona et. al., 2020).

Os resultados apresentados no estudo de deteccdo e quantificacédo
foram estatisticamente satisfatorios. Os valores do ativo paracetamol
apresentaram maior grandeza de LD e LQ devido a alta concentragdo do
analito usado para este estudo, com o proposito de proporcionar maior
visibilidade aos picos cromatograficos do metilparabeno e propilparabeno, uma
Vez que esses conservantes apresentam baixa concentracdo na formulacao do

medicamento paracetamol.

5.1.6 Analise dos resultados da Seletividade

5.1.6.1 Estudo de degradacdo forcada do ativo paracetamol e dos
conservantes metilparabeno e propilparabeno

A degradacéo forcada € um processo que envolve a degradacdo do
ativo, excipientes e outras matrizes da formulacdo do medicamento, em
condicbes mais severas do que as condi¢cdes aceleradas para estabilidade e,
assim, gerar produtos de degradacéo que podem ser estudados para delinear o
perfil da estabilidade da molécula (Hasan et. al., 2016).

O estudo de degradacdo forcada ou teste de estresse é uma parte
essencial da atividade de desenvolvimento de medicamentos que enriquece a
compreensao do comportamento de decomposicéo dos ativos e seus produtos,
da estabilidade intrinseca da molécula, das vias de degradagcdo e corrobora
para a validagdo dos procedimentos usados como indicadores de estabilidade

(Hasan et. al., 2016; Sengupta, Chatterjee e Tekade, 2018).
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Os orgaos regulatérios recomendam por meio de suas diretrizes, a
realizacdo de estudo de degradacao forcada para a identificagdo de impurezas
resultantes da degradacéo do ativo farmacéutico ou substancias relacionadas,
entretanto, nenhuma das diretrizes especificou a condi¢cao exata, concentracao,
quantidade ou duracdo das tensdes a serem empregadas (Sengupta,
Chatterjee e Tekade, 2018).

Todas as condi¢cdes de degradacgéo forcada foram implantadas para o
presente estudo, a fim de demonstrar especificidade na estabilidade dos
compostos em analise, porém o estudo de estresse por umidade néo foi
realizado por se tratar de uma formulacgé&o liquida.

A segquir, serdao destacados o0s estudos que apresentaram menor
estabilidade no processo de degradacédo for¢cada, para as demais condicfes de
estresse, observou-se que nos processos termolitico, fotolitico e ions metélicos
ndo ocorreram perdas significativas no que se refere a estabilidade dos
compostos.

5.1.6.1.1 Degradacéo forcada por Hidrélise Acida e Basica

A decomposicao de farmacos por hidrélise ocorre na presenca de agua.
Grupos ionizaveis das moléculas dos ativos e seus compostos sao
responsaveis por participar de sua hidrolise catalisada por acido ou base. A
instabilidade do farmaco devido a hidrélise ocorre principalmente em grupos
ésteres. Diversos medicamentos possuem agua em sua formulagéo, fazendo
com que a hidrolise seja uma degradacdo muito comum de ocorrer.
Normalmente as industrias farmacéuticas priorizam o estudo de degradacéo
com a condicdo de hidrélise acida e basica em preparacdes de solucdes e
suspensdes (Baertschi, Alsante e Reed, 2011; Sengupta, Chatterjee e Tekade,
2018).

Neste estudo, ap6s 10 dias de exposicdo em meio acido, (HCI 1M), os
produtos acabados (Al e A2) apresentaram degradacdo de 12,02%, 0,15%,
0,02%; 21,8%, 0,33%, 0,03% para PCM, MP e PP, respectivamente,
demonstrando alta vulnerabilidade do ativo e dos compostos nesta formulacao
em meio 4cido. O paracetamol sofre reacdo de descarboxilagdo apos hidrélise,
de igual modo, os parabenos, MP e PP, sendo uma derivacédo da esterificacao

do acido para-hidroxibenzoico apresentam grupos carboxilicos, passiveis de
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hidrolise. Em outros estudos, a hidrélise acida mostrou-se estavel para os
mesmos componentes, porém, o grupo de Hasan et. al., 2016, relatou que
seria necessario maior tempo de exposicdo para obter resultados concisos ao
comportamento molecular diante a condicdo de estresse aplicada (Hasan et.
al., 2016).

Na hidrolise béasica, apds 10 dias de exposicdo em meio bésico (NaOH
0,1M), foi observado o mesmo comportamento mediante ao estresse por meio
acido, porém com maior degradacdo nos dados obtidos, sendo para a amostra
Al 13,24%, 0,20% e 0,02% e A2 22,9%, 0,35%, 0,03% para o ativo PCM e
seus compostos MP e PP respectivamente. Os mesmos pesquisadores do
grupo de Hasan et. al., 2016, explicam que esse processo € atribuido a
sensibilidade oxidativa provocado pelo grupo funcional amida, presente na
molécula do PCM, sendo um retirador de elétrons. Para os parabenos, MP e
PP, o mesmo comportamento em meio acido se aplica ao meio basico,

apresentando também maior degradacdo em meio alcalino.

5.1.6.1.2 Degradacao forcada por Oxidacao

Muitos medicamentos sdo decompostos pela reacdo de oxidacéo e,
portanto, a oxidacdo é considerada uma via importante para a degradacédo do
farmaco. O oxigénio atmosférico em temperatura ambiente € a principal causa
da degradacao oxidativa de produtos farmacéuticos durante o armazenamento.
Os mecanismos das reacfes de oxidacdo envolvem mudltiplas vias, e sendo o
oxigénio um elemento quimico com dupla ligacdo conferindo-lhe uma carga
magnética alta, a maioria das oxidacfes sao reacdes de radicais livres.

A degradacdo de farmacos por oxidacdo ocorre por meio de um
mecanismo de transferéncia de elétrons para formar ions reativos. (Sengupta,
Chatterjee e Tekade, 2018). Esses pesquisadores informam que no processo
de teste de estresse, o0 peroxido de hidrogénio (H.O;) é usado principalmente
para oxidar uma substancia medicamentosa, podendo ser huma concentracao
de 3 a 30%.

Neste estudo, a degradacdo oxidativa ocorreu com o uso de H,0, a 3%
em solucdo a temperatura ambiente. A exposicdo a solucdo de peroxido de
hidrogénio em pH neutro e temperatura ambiente por sete dias é considerada

suficiente para produzir os produtos de degradacdo necessarios durante a
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analise de estabilidade (Sengupta, Chatterjee e Tekade, 2018). Outros
pesquisadores relatam que a dindmica da reacao esta diretamente relacionada
com a quantidade de oxigénio dissolvido em solucdo. Em altas temperaturas a
velocidade de reacdo tende a diminuir em consequéncia da diminuicdo de
oxigénio dissolvido. Por esse motivo, o estudo foi realizado em trés dias, pois
decorrente a este periodo pode ocorrer perda de oxigénio na solugdo
(Baertschi, Alsante e Reed, 2011). O estudo apresentou um estresse oxidativo
na porcentagem de 12,74%, 0,12% e 0,02% para amostra Al no ativo PCM e
nos compostos MP e PP, respectivamente, e para a amostra A2 16,02% e
0,24%, 0,03% para PCM, MP e PP, respectivamente. Essa perda € justificada
pelo fato que aminas, sulfetos e fendis sofrem oxidagcdo para gerar N-6xidos,
hidroxilamina, sulfonas e sulféxido, respectivamente, portanto, dispondo o PCM
de grupos funcionais amida e fenol em sua estrutura molecular e os parabenos
MP e PP sendo compostos fendlicos, os resultados da degradacao forcada
oxidativa apontam condicdo experimental condizente com outras pesquisas
(Hasan et. al., 2016; Sengupta, Chatterjee e Tekade, 2018).

5.1.6.1.3 Degradacéo forcada por Fotdlise

O estudo de fotdlise ou fotodegradacdo € o ensaio conduzido em
camara de fotoestabilidade para determinar a degradacao do placebo, farmaco
e produto acabado submetidos em fontes de luz a um minimo de 1,2 milhées
de lux-h e de 200Wh/m2. Embora seja um ensaio experimental com as
especificacoes do ICH estabelecidas no guia Q1B, a diretriz ndo estabelece
critérios na conducdo do ensaio, apenas determina que a fonte de luz seja
capaz de produzir saidas combinadas de visivel a ultravioleta na faixa de 320 a
400nm, e os niveis de exposicdo devem ser justificados (International
Conference on Harmonisation, 1998, Blessy et. al., 2014).

Outra maneira de realizar a fotodegradacdo é por meio da luz solar. Os
produtos de interesse sdo expostos a luz por quatro dias e a formacédo de
produtos de degradagdo sdo monitorados (Sengupta, Chatterjee e Tekade,
2018).

As moléculas do paracetamol, metilparabeno e propilparabeno possuem
grupos cromoforos, capazes de absorver na regido do infravermelho,

ultravioleta ou visivel por meio do anel aromatico e carboxila. Essas moléculas
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sao passiveis de serem ativadas fotoquimicamente. Por esse motivo, 0 ensaio
foi conduzido por controle de luz ambiental em temperatura controlada.

No ensaio de fotodegradacéo, o cromatograma B expresso na Figura 8
demonstra que o ativo paracetamol e os respectivos conservantes MP e PP
nao foram sensiveis a fotélise. Ndo houve coeluicdo, picos extras ou areas
cromatograficas aumentadas. O mesmo resultado foi observado por outros
pesquisadores (Hasan et. al., 2016).

5.1.6.1.4 Degradacdao forcada por Termdlise

A degradacdo térmica, ou calor seco, € 0 estudo que emprega altas
temperaturas para a degradacao de ativos a fim de acelerar a taxa da reacéo
quimica e, consequentemente, as substancias quimicas sofrem mais
degradacédo em temperaturas elevadas. Kennon, 1964, orienta que a exposicéo
de um produto a 40°C e 75% de umidade relativa (UR) por trés meses €&
equivalente a temperatura ambiente em 24 meses. Essa mesma
recomendacdo € oriunda do guia do ICH Q1A (R2) para exposicao inicial
térmica, podendo elevar a temperatura de 10 em 10°C (Kennon, 1964;
International Conference on Harmonisation, 2003).

Alguns pesquisadores recomendam comecar com condi¢cdes extremas,
a 80°C e testar em menor duracdo analisando a amostra em intervalos de
tempo de 2h, 5h, 8h, 24h, e assim sucessivamente (Sengupta, Chatterjee e
Tekade, 2018). O grupo de Blessy, et. al., 2014 explica que, a aplicacdo do
aguecimento a seco quanto o umido € realizado para a degradacdo de
medicamentos solidos ou produtos farmacéuticos, enquanto o aquecimento
exclusivamente a seco € aplicado as formulagfes liquidas.

O estudo foi conduzido por calor seco, em estufa a 60°C no intervalo
decorrente de 10 dias, com exposicdo simultanea do placebo, produto acabado
e padrao combinado de paracetamol, metilparabeno e propilparabeno.

Esta condicdo ndo apresentou degradacéo significativa do ponto de vista
da estabilidade do produto, como relatado em estudos anteriores (Hasan et. al.,

2016).

96



5.1.6.1.5 Degradacéo forgada por Oxidorreducéo - lons metalicos

A degradacdo oxidativa do farmaco envolve um mecanismo de
transferéncia de elétrons para formar anions e cations reativos. Além da
degradacéo por decomposicao de perdxidos como citado anteriormente, pode
ser por oxidacdo direta do substrato através de um radical ou mecanismo
iGnico, ou por meio da ativacdo do oxigénio molecular por complexagcao. Metais
como Fe (ll) e Cu (l), devem ser usados para avaliar a sensibilidade do ativo a
oxidacdo catalisada por metais. As reacdes de complexacdo afetam as
propriedades fisico-quimicas dos ions metalicos, modificando a sua
solubilidade, carga e potencial redox (Baertschi, Alsante e Reed, 2011; Blessy
et al., 2014).

Por razfes técnicas, a RDC N° 53 de 2015 estabeleceu requisitos para
realizar testes com ions metalicos, sendo a uUnica norma do sistema de
harmonizacao das diretrizes internacionais a incluir essa recomendacéao.

A selecdo de um agente oxidante, sua concentracdo e condicdes
dependem da estrutura do farmaco. lons metalicos de cobre e ferro sdo
catalisadores extremamente eficazes, capazes de acelerar a reacdo oxidativa
significativamente. Sendo assim, diversas reacdes podem ocorrer na presenca
dessas substancias, podendo desta forma serem aplicadas no estudo de
degradacéo forcada (Blessy et al., 2014; Tattersall et al., 2016).

Da mesma forma que os resultados citados apresentaram variacées nao
significativas para estabilidade do farmaco, o mesmo se aplica ao estudo de
degradacéo forcada por oxidorreducdo. Embora tenha ocorrido uma pequena
alteracdo no tempo de retencdo, nenhum pico cromatografico apresentou

alteracdo na area cromatografica dos compostos analisados.
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5.1.7 Andlise dos resultados do doseamento do medicamento paracetamol e
dos conservantes metilparabeno e propilparabeno nas amostras comerciais

O ensaio de doseamento é uma ferramenta indispensavel para
identificar e quantificar o teor do ativo e seus insumos presentes na formulacao
do medicamento. Os métodos empregados e 0s critérios de aceitacdo em
conjunto com os limites de concentracdo para cada componente presente na
formulagdo podem ser encontrados em compéndios oficiais ou metodologia
analitica do fabricante (Hasan et. al., 2016).

Para a determinacdo e quantificacdo do IFA paracetamol, a FB 62%ed.
estabelece um limite de, no minimo, 90% e, no maximo, 110% da quantidade
declarada do ativo no produto acabado. Os resultados das amostras do estudo
por meio do método validado cumpriram o teste de acordo com sua
especificacao (Farmacopeia Brasileira, 2019).

Para a determinacdo e quantificacdo de parabenos, especificamente
metilparabeno e propilparabeno, os compéndios oficiais nacionais e
internacionais ndo estabelecem uma especificacdo da quantidade declarada na
formulacdo de paracetamol nas formas farmacéuticas solucdo e suspenséo
orais. Os Ilimites de aceitacdo estimados podem ser encontrados em
compéndios nao oficiais, monografias, guias farmacotécnicos ou de
formulacbes farmacéuticas, que fornece dados importantes sobre as
propriedades fisico-quimicas e informacfdes sobre seu uso e aplicacbes
seguras.

Dentre as pesquisas realizadas para o emprego da quantidade permitida
de parabenos nas formulacdes solucdo e suspensao orais, foram encontrados
valores entre 0,02% a 0,04% e 0,01% a 0,02% para metilparabeno e
propilparabeno, respectivamente, ou combinagdes desses parabenos de 0,1%
a 0,2% (Ansel, Popovich e Allen, 2000; Rowe, Sheskey e Quinn, 2009).

Outros pesquisadores definem esse valor em 0,18%; 0,05% a 0,25%
para metilparabeno e 0,02% e 0,02% a 0,04% para propilparabeno (Prista,
Alves e Morgado, 1996; Thompson e Lawrence, 2013).

O uso de um ou mais conservantes nas formulagdes farmacéuticas se
deve ao fato que, a medida que a cadeia alquil desses ésteres aumentam,
maior € a acao conservante desses agentes e 0 uso de dois parabenos, um
com cadeia curta e o0 outro com cadeia longa aumenta o sinergismo desses

conservantes, garantindo maior estabilidade dos produtos.
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O ensaio de doseamento das amostras comerciais analisadas
apresentou resultados que nao contemplaram com as especificacdes da
literatura. A presenca de propilparabeno nas formulagdes farmacéuticas
analisadas confronta com a norma citada quanto ao veto de propilparabeno,
uma vez que, esse conservante foi proibido para uso em alimentos, 100% das
amostras comerciais analisadas continham esse conservante na formulacdo e

parte delas sao formulacdes pediatricas.
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6. Concluséo

Os parabenos identificados nas amostras comerciais do medicamento
Paracetamol foram metilparabeno e propilparabeno, de acordo com o descrito
na bula do medicamento.

A determinacdo da concentracdo de parabenos no medicamento
paracetamol nas formas farmacéuticas solucao e suspensao orais foi realizada
utilizando o método analitico por CLAE que foi desenvolvido e validado de
acordo com as diretrizes da RDC N° 166 de 2017 estabelecidas pela ANVISA e
do ICH para o parametro de Especificidade.

Os valores encontrados nos resultados quantitativos nas amostras
comerciais demonstram a aplicabilidade do método para controle de
formulacbes do medicamento paracetamol solucdo e suspensdo em
laboratorios de controle de qualidade, tanto para fins de liberacdo do lote
guanto para fiscalizacao.

O ativo paracetamol possui limite de aceitacéo e limite de concentracéo
nas formulacdes do estudo, sendo este preconizado pelos 6rgdos competentes
de ordem nacional e internacional. Os parabenos, especificamente o
metilparabeno e o propilparabeno ndo possuem critério de aceitacdo ou
legislacdo nacional ou internacional que estabeleca limites de aceitacédo e
concentracdo em formulac@es farmacéuticas.

Pelo exposto, existe a necessidade de oficializacdo de ensaios analiticos
bem como especificagdes nas monografias compendiais desses conservantes

nas formulacdes farmacéuticas.
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8. ANEXO

1. Pharmaceutical development (or preformulation) studies

Table A.1

Typical stress conditions in preformulation stability studies

Stress factor Conditions Concentration of API* Time:

Heat 60*C 1:1 with diluent® 1-10 days

Hurnidity 75% relative humidity ~ Solid state 1-10 days
or greater

Acid 0.1N hydrochloric acid ~ 2:1 in 0.1N hydrochloric acid ~ 1-10 days

Base 0.1N sodium hydroxide  2:1 in 0.1N sodium hydroxide  1-10 days

Oxidation 3% hydrogen peroxide  1:1in 3% hydrogen peroxide  1-3 hours

Phatalysis Metal halide, mercury,  1:1 with diluent® 1-10 days

xenon or ultraviolet-B
fluarescent lamp
Metal ions 0.05M Fe,, or Cu,, 1:1 with solution of metal ions  1-10 days
{optional)

* When testing degradability of APls in combination, the APls should be in the same ratio as in
the FDC-FPP.

* In sach case, the diluent is either an excipient or all excipients in the formulation in the same
ratice az in the formulation. Other ratics of diluent may also be appropriate, for exampla the
approximate ratio in which the drug and excipients will be uzed in a formiulation.
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