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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
PARA DETERMINACAO DE IMPUREZAS NO IODIXANOL.

Este trabalho descreve pela primeira vez um método isocratico em uma
Unica corrida analitica para quantificacdo das impurezas deacetil iodixanol (iodixanol
composto relacionado C), iopentol (iodixanol composto relacionado D) e iodixanol
ciclizado (iodixanol composto relacionado E) na matéria-prima iodixanol. lodixanol é
um composto dimerico, n&o-idnico, solivel em agua, usado para contraste para
raios X com administragao intravascular. As impurezas A e B ndo foram avaliadas
neste trabalho, uma vez que ndo existem padrdes disponiveis comercialmente dos
mesmos. O método também foi validado para a quantificacdo de teor, uma vez que
nao existe método cromatografico descrito no compéndio atual da USP para o teor.
Estas impurezas podem ser formadas durante a sintese do iodixanol, e a
importancia da quantificacdo destas esta relacionada a toxicidade. Neste trabalho
foram avaliados os modos de eluicdo reverso e por interacao hidrofilica (HILIC). O
modo HILIC foi o selecionado, pois ofereceu boa eficiéncia cromatografica com boa
seletividade. Em ambos os modos, o uso de colunas de tecnologia fused-core foi
empregado, por apresentar alta eficiéncia devido a sua melhor transferéncia de
massa em comparagcdo com as colunas analiticas convencionais. A separacao
cromatografica foi conduzida utilizando-se a coluna analitica kinetex® HILIC (150 x
4,6 mm; 2,6 um) a 20 °C e acetonitrila—acido férmico (pH 3,2; 1,0 mmol-L™) (92:08,
v/iv) com 0,8 mL/min de vazdo. Os compostos foram monitorados a 243 nm e o
tempo total de analise foi de 45 min. Os métodos foram validados em acordo com as
recomendacdes atuais do ICH para a determinacdo de impurezas, nas quais incluem
seletividade, linearidade, exatidao, precisao, limites de quantificacdo e de deteccéo,
e robustez. Os limites de quantificagdo foram de 0,479; 0,0606 e 0,133 pg/mL para
as impurezas C, D e E, respectivamente. Deste modo, os métodos validados foram
aplicados em amostras de iodixanol. Os resultados para a analise de impurezas e

teor nestas amostras sao, portanto, apresentados e discutidos.
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ABSTRACT

ANALYTICAL METHOD DEVELOPMENT BY HIGH PERFORMACE LIQUID
CHROMATOGRAPHY FOR DETERMINATION OF IMPURITIES IN IODIXANOL

This work describes for the first time an isocratic method in a single
analytical run to quantify deacetyl iodixanol (iodixanol related compound C), iopentol
(iodixanol related compound D) and cyclized iodixanol (iodixanol related compound
E), as impurities in iodixanol. lodixanol is a drug substance, dimeric, nonionic, water-
soluble, used as a radiographic contrast medium, which is administered by
intravascular injection. The impurities A and B were not evaluated in this work, since
they are not commercially available as standards. The method was also validated for
the quantitative assay, since there is no chromatographic method described in the
current USP compendium for the assay. The impurities can be formed during the
synthesis process of iodixanol, and it is important to quantify them due to their related
toxicity. In this work, the reverse and hydrophilic interaction (HILIC) modes of elution
were evaluated. The hydrophilic elution mode was selected due to good efficiency
and selectivity. In both modes of elution, columns having the technology fused-core
were used, since they demonstrate high efficiency due to their better mass transfer in
comparison to conventional HPLC columns. The chromatographic separation was
carried out on a kinetex® HILIC column (150 x 4.6 mm; 2.6 ym) at 20 °C using
acetonitrile-formic acid (pH 3.2; 1.0 mmol-L™") (92:08, v/v) at a flow rate of 0.8
mL/min. The compounds were monitored at 243 nm and the total time of analysis
was 45 min. The method was validated in accordance with the current ICH guidelines
for determination of impurities which include selectivity, linearity, accuracy, precision,
limits of quantification and detection and robustness. The limits of quantification
(LOQ) were 0.479; 0.0606 and 0.133 pg/mL for the impurites C, D and E,
respectively. Furthermore, the validated methods were tested in iodixanol samples.
The test results of the analyses of impurities and assay in those samples are

presented and discussed accordingly.
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1. INTRODUCAO

1.1. lodixanol

lodixanol, 5,5'-[(2-hydroxy-1,3-propanediyl)bis (acetylimino)]bis[N,N'-
bis(2,3-dihydroxypropyl)-2,4,6-triiodo-1,3-benzenedicarboxamide], é um agente
dimerico, ndo-ibnico, solivel em agua, composto organoiodado e usado para
contraste para raios X com administragcao intravascular. Inje¢des intravasculares de
iodixanol tornam opacas as vias sanguineas no caminho de seu fluxo, facilitando a
visualizacdo radiografica de estruturas internas do corpo humano até a ocorréncia

de diluicdes e eliminacgdes. *

Os agentes de contraste de raios X geralmente contém atomos
pesados, como iodo, que absorvem a radiacdo, e apresentam grupos hidrofilicos,
como acidos carboxilicos, carboxamidas ou grupos hidroxilas, para permitir boa
solubilidade em &gua. O tipo de grupo hidrofilico permite a classificacdo de
compostos aromaticos triiodatados como agentes de contraste iGnico (primeira
geracdo) ou nao-ibnico (segunda geracdo). Agentes de contraste de raios X de
terceira geracdo, como o caso do iodixanol, sdo compostos dimeros n&o-ibnicos
aromaticos triiodatados. S&o usados como solucdes isotbnicas e isoosméticas com o

sangue.?

Uma solucdo € considerada isosmética quando possui uma
concentracdo de solutos por unidade de volume igual a solu¢do padrdo (ou de
referéncia; neste caso 0 sangue), independentemente da natureza do soluto.
Isotonia € um estado de equilibrio osmético entre dois meios separados por um tipo
gualquer de fronteira. Neste caso, a solucao isotbnica tem a mesma concentracao
de soluto dentro e fora da célula, ou seja, a concentracdo extracelular de solutos
incapazes de atravessar a membrana plasmatica é igual a intracelular, ndo havendo

variacdo do volume celular. 3



1.1.1.Estrutura e estereoisdbmeros do iodixanol

O iodixanol é comercializado sendo composto por uma mistura de trés
estereoisdmeros, em que os trés possuem atividade farmacologica (FIGURA 1.1).
Os trés estereoisbmeros podem ser resolvidos por cromatografia liquida no modo
reverso de eluicdo: exo-exo, exo-endo, e endo-endo que, em equilibrio a
temperatura  ambiente, constituem a mistura  estereoisomérica em,

aproximadamente, 60, 37 e 3%, respectivamente. *

As palavras endo e exo sao utilizadas para indicar uma estereoquimica
relacionada as dos compostos biciclicos como os norboranos. Um substituinte em
uma ponte € denominado exo se ele for anti (trans) em relacdo a maior das outras
duas pontes, e recebe a denominacéo endo se for sin (cis) em relacdo a maior das

outras duas pontes. >
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FIGURA 1.1: Estrutura molecular do iodixanol e os respectivos estereoisémeros exo-

exo, exo-endo, e endo-endo.



1.2. Impurezas do iodixanol

As impurezas do lodixanol tém origem no processo de sintese ou
degradacao do mesmo. Trés eventuais impurezas que podem ser formadas, e foram
estudadas por PRIEBE et. al,  sdo: N-acetil iodixanol ciclizado, deacetil iodixanol
(composto relacionado C) e iodixanol ciclizado (composto relacionado E). Suas
estruturas moleculares estéo representadas respectivamente nas FIGURAS 1.2 a
1.4.
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FIGURA 1.2: Estrutura molecular do N-acetil iodixanol ciclizado
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FIGURA 1.3: Estrutura molecular do deacetil iodixanol (composto relacionado C)
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FIGURA 1.4: Estrutura molecular do iodixanol ciclizado (composto relacionado E)
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A perda parcial de acido acético de iodixanol pode geralmente ocorrer

sob condicdes de hidrolise ou solvolise para formar deacetil iodixanol.

PRIEBE et. al ? relatou que N-acetil iodixanol ciclizado é formado
guando iodixanol é exposto a condicfes basicas em temperaturas elevadas ou a
temperatura ambiente, por exemplo, quando uma solucdo de iodixanol € deixada em
contato por muito tempo com uma resina fortemente basica de troca ibnica. Sob as
condicbes de sua formacdo, N-acetil iodixanol ciclizado é essencialmente
desacetilado e forma iodixanol ciclizado. Esta segunda reacéo diminui drasticamente
a concentracao de N-acetil iodixanol ciclizado remanescente e torna necessaria uma

abordagem diferente de sintese.

Devido a baixa concentracdo de N-acetil iodixanol ciclizado
remanescente do processo de sintese de lodixanol, esta impureza né&o foi

guantificada pelo método analitico desenvolvido neste projeto.

Em contrapartida, em outro artigo publicado posteriormente por
PRIEBE et. al, ° foi relatado que mesmo sob condicdes extremamente acidas ou
basicas, iodixanol é estavel. Menos de 1% de iodixanol se decompde sob condi¢des
basicas (pH 11, 20 °C, 5 dias), condicbes acidas (pH 0,4, 80 °C, 5 dias), em
solugbes aquecidas (140 °C, 2 dias) e na presenca de oxigénio (presséo

atmosférica, 100 °C, 3 dias), indicando alta estabilidade quimica.

Na patente nlimero 6974882 ’ esta descrita a rota de sintese proposta
e apresentada no ESQUEMA 1.1.
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ESQUEMA 1.1: Esquema reacional de sintese de iodixanol descrito na patente

numero 6974882

Outra impureza que pode ser formada no processo de sintese do
iodixanol, na presenca de metanol em meio alcalino (pH 11,5), é o iopentol
(composto relacionado D; FIGURA 1.5). Na patente nimero 5840967 ® esta descrita

a rota de sintese proposta e apresentada no ESQUEMA 1.2.
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FIGURA 1.5: Estrutura molecular do iopentol (composto relacionado D)
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ESQUEMA 1.2: Proposta de formacdo do iopentol (composto relacionado D), como

subproduto no final do processo de sintese de iodixanol.



1.2.1.Desafios analiticos para quantificacdo de impurezas

Uma revisdo dos artigos publicados para quantificacdo/andlise de
lodixanol demonstrou que os trabalhos, em sua maioria, envolvem cromatografia
liguida no modo reverso de eluicdo, e colunas cromatograficas de fase estacionaria
de octadecilsilano (C18). Algumas referéncias citam o0 uso de colunas
aminopropilsilano (NH,), sendo esta também utilizada no método analitico atual da
USP36 — NF31.

Apenas um artigo descreve a analise de dois dos compostos formados
durante a sintese de iodixanol: deacetil iodixanol (composto relacionado C) e
iodixanol ciclizado (composto relacionado E). > O modo de eluicdo usado foi 0 modo
reverso com colunas de octadecilsilano (C18) e aminopropilsilano (NH>). A impureza
iopentol (composto relacionado D) ndo é descrita neste artigo.

CHITNIS e AKHLAGHI ° desenvolveram um método simples, robusto e
rapido para quantificacéo de iodixanol em plasma humano por cromatografia liquida.
Neste método, foi utilizada a coluna cromatografica C18 EPS (Alltech Associates; 3
um; 150 x 4.6 mm), empregando eluicdo gradiente com fase movel composta de
solucédo tampéo a 0,1% de formiato de sédio de pH 7,4 (solvente A) e acetonitrila
como solvente B, com deteccdo UV. Embora lodixanol exista em trés formas
isoméricas, a composicao de fase movel no gradiente foi ajustada de modo que os
trés estereisdbmeros fossem co-eluidos em uma Unica banda cromatografica em

torno de 9,3 min de tempo de retencéo.

DENIS et. al ¥ também quantificaram iodixanol em plasma humano,
empregando eluicdo gradiente, com fase movel composta de acido férmico a 0,1%
(A) e acetonitrila (B). Espectrometria de massa foi empregada para deteccéo. Zorbax
Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies; 5 um; 150 mm x 4,6 mm) foi a coluna

analitica utilizada.

JACOBSEN et. al * utilizaram a coluna Brownlee Spheri-5 RP-18
(Applied Biosystems; 5 um; 250 x 4,6 mm), empregando eluicdo gradiente com fase
movel composta de agua (A) e acetonitrila (B), com deteccdo UV. Variacdes na forga
da fase movel e adi¢cbes de metanol ou tetraidrofurano foram testadas para otimizar

as separacdes. O iodixanol foi quantificado em plasma, urina e figado de ratos da



espécie Sprague-Dawley, de cachorros da espécie Beagle e de macacos da espécie
Cynomolgus.

PRIEBE et. al ? quantificaram os subprodutos provenientes da sintese
de iodixanol: N-acetil iodixanol ciclizado, deacetil iodixanol (composto relacionado C)
e iodixanol ciclizado (composto relacionado E), com dois métodos analiticos
diferentes. Um dos métodos utilizando a coluna Brownlee OD-5A (Brownlee Labs; 5
pum; 250 mm x 4.6 mm), empregando, como nos casos anteriores, eluicdo gradiente
com fase mével composta de agua (A) e acetonitrila (B), com deteccdo UV; e outro
método com a coluna Supelcosil LC-NH2 (Supelco; 5 pum, 250 mm x 4,6 mm),
empregando eluicdo gradiente com fase mével composta de dgua e acetonitrila, com
deteccdo UV.

O desafio analitico que justifica o desenvolvimento de métodos para
estes compostos € que a USP 36 preconiza dois métodos distintos para analisar as
impurezas conhecidas C, D e E. Os métodos utilizam o modo reverso de eluicéo,
com eluicdo gradiente, para o método 1 é utilizado uma coluna analitica do tipo C18
e no método 2 uma coluna do tipo amino. Os problemas destacados nestes métodos
sdo que ambos apresentam bandas mal resolvidas nas condicbes descritas (perda
de seletividade), ilustrado nos cromatogramas das FIGURAS 1.6 e 1.7. Outra
caracteristica negativa dos mesmos € que o modo gradiente ndo € indicado para

compostos com fatores de retencéo proximos.

o] = lodixanol

=~ Impureza C
Impureza D

002 = |mpureza E

nnnnn
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FIGURA 1.6: Cromatograma representativo do método 1 de impurezas descrito na
USP 36.
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FIGURA 1.7: Cromatograma representativo do método 2 de impurezas descrito na
USP 36.

Devido a mistura de estereoisdbmeros presente nesses compostos, nos
cromatogramas do iodixanol e de suas impurezas C, D e E € possivel observar mais
de um pico para cada um deles. Em relacdo as demais impurezas do iodixanol, a
impureza A nao esta descrita no método compendial da USP 36; e a impureza B [5-
(acetylamino)-N,N’-bis(2,3-dihydroxypropyl)-2,4,6-triiodo-1,3-
benzenedicarboxamide], apesar de descrita na USP 36 como impureza, ndao €
disponibilizada como padréo farmacopeico. Portanto, ambas as impurezas A e B nao

foram avaliadas no presente trabalho.

Neste trabalho foi também desenvolvido e validado um método para
guantificacdo de teor da matéria prima iodixanol. A justificativa para este método é
gue o descrito no compéndio da USP 36 é um método de titulacdo potenciométrica,
apesar de existirem métodos publicados onde a quantificacdo de iodixanol em

matrizes biologicas é efetuada por cromatografia liquida.

1.3. Ortogonalidade

“Ortogonalidade” ¢ um termo utilizado em cromatografia na aplicacao
de métodos que apresentam diferencas significativas de seletividade. ' Métodos

“ortogonais” sado frequentemente aplicados com o intuito de se obter uma melhora
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em seletividade. Diversos parametros cromatograficos podem ser alterados e assim
bandas com co-elui¢Bes sao resolvidas. As co-eluicdes podem estar presentes tanto
durante o desenvolvimento de um método como em uma analise de rotina. Em
ambos 0s casos, 0 objetivo € alcancar uma separacdo ortogonal e atestar esta
possibilidade. ** Podemos citar os métodos ortogonais descritos, por exemplo, na
identificacdo e quantificacdo de solventes residuais da USP 36. '

Com a finalidade de se avaliar a seletividade como objetivo principal,
primeiramente, mudancas efetivas do método considerado “ortogonal” devem ser
amplas na nova condi¢cdo cromatografica avaliada. Em segundo lugar, o método
“ortogonal” final deve prover separagao satisfatoria de todas as bandas provenientes
da amostra (resolucéo linha de base, idealmente Ry > 1,5, calculado de acordo com
a EQUACAO 1.1).

k
(1+k)

1
Rg = (Z) x (@ — 1)N/2 x [
EQUACAO 1.1: Resolucdo entre dois picos adjacentes, onde a é o fator de

separacdo, N é eficiéncia da coluna, e k é o fator de retenc&o da primeira banda. **

O termo “ortogonalidade” é também utilizado em outras areas

cientificas, que podem ser sumarizados da forma a seguir.

Em matematica, é descrito como a propriedade que dois vetores
possuem quando sdo perpendiculares um ao outro. Cada vetor avanca
indefinidamente no espaco, nunca se cruzando. Ja em estatistica, de maneira
simplificada, define dois conjuntos de varidveis que s&o estatisticamente
independentes. Analogamente, o termo aplicado em cromatografia € definido de
forma que existam diferentes condi¢cdes entre dois métodos distintos, onde o0s
tempos de eluicdo/retencdo podem ser tratados estatisticamente de maneira
independente, alcancando diferencas significativas de seletividade e na interacao

soluto — fase moével/fase estacionaria. 4 *°

Uma variedade de métricas tem sido usada para determinar o grau de

ortogonalidade, de modo simples, métodos ortogonais sao aqueles onde os
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compostos apresentam diferencas significativas em tempos de eluicdo, de modo que

atinjam os seguintes objetivos: *2

I.  Melhoria de resolucao
ii. Expor bandas co-eluidas
iil.  Cromatografia em duas dimensdes (2D)

Diversas condicfes experimentais podem afetar a seletividade, como
resumido na TABELA 1.1. As primeiras cinco variaveis sédo eficazes para qualquer
tipo de amostra, neutra ou ionizada, enquanto que as variaveis de seis a nove
afetam principalmente a seletividade para as amostras que contém compostos
ionizaveis (acidos ou bases). Como em alguns casos as amostras ndo apresentam
compostos ionizaveis, ou a composicdo da mesma ndo pode ser completamente
conhecida, um procedimento geral para o desenvolvimento de um método
“ortogonal” pode ser aplicado, baseando-se principalmente nas primeiras cinco

variaveis. 1*
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TABELA 1.1: CondigOes experimentais que afetam seletividade em cromatografia no
modo reverso. As condi¢gfes de 1 a 5 sdo consideradas efetivas para qualquer tipo
de amostra, enquanto que as de 6 a 9 afetam a seletividade de compostos

ionizaveis. *

Condicao

1.1 Concentracao de solvente (%B)
2.1  Eluicdo gradiente
a. Inclinacédo do gradiente
3.1 Temperatura
4.1  Modificador organico
a. Acetonitrila
b. Metanol
c.  Tetraidrofurano (THF)
5.1 Coluna (fase estacionaria)
6.1 pH dafase movel
7.1  Composicdo quimica da solucao
tampéo / concentracéo
8.1  Aditivos (aminas)

9.1 Reagentes de pareamento idnico

A maneira classica de se conseguir diferencas em seletividade &,
efetuando-se alteracbes nas composicdes de fase movel, sendo o mais usual

realizar através da mudanca de tipo de solventes.

O triangulo da seletividade como delineado por SNYDER et. al.. 1% 1718

€ usado para alterar os modificadores organicos da fase movel, e assim obter-se

uma melhoria no espacamento das bandas.

No modo reverso, a alteracdo da seletividade do solvente € afetada
pela forca do mesmo e também por outras caracteristicas como, por exemplo, de um

solvente acido para um basico ou com interacdes de dipolo.

Outro estudo que pode ser conduzido no modo reverso de eluicdo é

através da selecdo de fase estacionaria de acordo com o critério de comparacéao de
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seletividade de colunas descritas por MARCHAND et. al. ** Os parametros no modo

reverso de eluicdo sdo determinados por cinco caracteristicas:

e hidrofobicidade (H),

e resisténcia estérica (S*),

e acidez (A) de ligacao de hidrogénio (H-B),

e basicidade (B) de ligagao de hidrogénio (H-B),

e capacidade de troca catidnica (C)

Esses cinco parametros afetam diretamente a seletividade no modo
reverso de eluicdo estdo ilustrados na FIGURA 1.8, adaptado do trabalho de
MARCHAND et.al. ?° As interacdes - e dipolo—dipolo estdo também ilustradas

nessa figura.
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a) Hidrofébica

b) Resisténcia estérica

c) Ligacdo de hidrogénio

d) Ligacdo de hidrogénio

c) Troca catiénica

f) n—m L 5 N Is)
\/\C//‘ \/\0

g) Dipolo-dipolo -

FIGURA 1.8: llustragBes de diversos tipos de interacdes analito-fase estacionaria no
modo reverso, modificada de MARCHAND et.al. %
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A diferenca na seletividade entre duas colunas de alquisilano podem
ser descritas em termos da EQUACAO 1.2 através da funcgdo Fs, que é igual a
distancia ponderada entre duas colunas 1 e 2, cujos valores de H, S *, etc, sdo

tracados em 5 dimensées: **

Fg = {[12,5(H, — H,)]* + [100(S; — S7)]* + [30(4, — A1)]* + [143(B, — By)]?
+[83(C, — G2

EQUACAO 1.2: Funcdo de distancia ponderada entre duas colunas 1 e 2, cujos
valores de H, S*, A, B, C, sdo plotados em cinco dimensoes.

Duas colunas que, em comparacao, apresentarem menores valores de
F (ou Fs) possuem seletividade similar e devem, portanto, fornecer separacdes
similares de determinada amostra nas mesmas condi¢cdes cromatograficas; duas

colunas com maiores valores de F serao muito diferentes em seletividade.

Diversos artigos atestaram as diferencas de seletividade com solutos
ionizados e n&o ionizados, * 2% 2% 23 24 25 ham como o emprego apropriado dos
parametros F e F(-C) para previsao de seletividade de fase para cada tipo de soluto.
Para amostras com ambos o0s solutos ionizados e nao ionizados, uma melhor

previsdo pode ser obtida utilizando estes dois parametros em conjunto. *

Com o intuito de se atingir a ortogonalidade, e tendo em mente as
diferencas de seletividade a serem atingidas, sdo necessarias diversas condicdes
cromatograficas para tal finalidade. O modelo descrito pela EQUACAO 1.2
supracitada € atualmente a abordagem mais relevante para a caracterizacdo de

colunas para o modo reverso de eluicao.

Os valores de F podem ser obtidos através da ferramenta de
comparacao disponivel no site da United States Pharmacopeia, como podemos
visualizar no exemplo da coluna de marca Zorbax Eclipse XDB—C18® na TABELA
1.2. % Ao selecionar a coluna desejada, o valor de F para esta é definida como 0

(zero) e as demais sdo comparadas em relagdo a mesma.
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TABELA 1.2: Comparac¢do de colunas através de valores de F, adaptada de USP

Column Equivalency Application — PQRI Database. %°

C(2,8)

C(7,0)

Tipo

Designacgéo

Classificagédo F Coluna H S* A B “ “ - - Fabricante
da usp ™
Zorbax Eclipse .
0 0 1,077 0,024 -0,063 -0,033 0,055 0,088 B L1 Agilent
XDB-C18
1 0,95 Ultra Il C18 1,041 0,021 -0,037 -0,015 0,264 0,181 B L1 Restek
Kromasil 100 5
2 1,17 c1s 1,051 0,035 -0,07 -0,022 0,039 -0,057 B L1 Akzo Nobel
Pinnacle DB
3 1,2 c18 1,014 0,025 -0,033 -0,005 0,364 0,28 A L1 Restek
Advanced
78 2.94 Halo C8 0.913 0.028 -0.132 -0.008 -0.011 0.188 B L7 Materials
Technology
Kinetex C18
79 3.03 100A 0.963 0.009 -0.137 -0.011 0.007 0.125 B L1 Phenomenex
Hitachi High-
80 3.05 LaChrom C18 0.993 0.013 -0.151 -0.006 -0.278 -0.12 B L1 Tech
ecl
Prevail Select Grace/
363 9.7 0.822 0.029 -0.368 0.141 -1.057 0.455 B L1
C18 Alltech
Acclaim Polar .
364 9.74 0.855 -0.068 -0.116 0.023 -0.27 0.357 EP L60 Dionex
Advantage
Alltima HP C18 Grace/
365 9.8 X 1.08 -0.066 0.066 -0.04 -0.322 -0.244 B L1
High Load Alltech
BioBasic Thermo/
629 32.35 0.493 -0.233 -0.671 0.217 0.014 0.39 phenyl L11 .
Phenyl Hypersil
Microsorb-MV Agilent/
630 36.65 0.357 -0.241 -0.852 -0.029 0.148 0.785 CN L10 .
100 CN Varian
631 43.99 Inertsil ODS-EP 0.8 0.06 -1.52 0.05 -0.62 -0.07 EP L60 GL Sciences

Legenda: F = Func¢édo de distancia ponderada entre duas colunas, H = hidrofobicidade, S* = resisténcia estérica,

A = acidez de ligacao de hidrogénio, B= basicidade de ligacéo de hidrogénio, C = capacidade de troca catiOnica.

[ os valores entre os parénteses refletem o pH em qual s&o efetuadas as medidas de C.

Il tipo de coluna avaliada. A = baseada em silica gel convencional (mais acida); B = baseada em silica gel

ultrapura; EP = fase com um grupo polar inserido; phenyl = fenil; CN = ciano

[l classificacdo de colunas de acordo com a fase estacionaria do compéndio da USP 36: L1 = octadecilsilano
(C18); L7 = octilsilano (C8); L10 = ciano (CN); L11 = fenil; L60 = alquilamida. %’

Um valor de F menor ou igual a 3 significa “equivalente” seletividade de

colunas em quase todos os casos, enquanto um valor de F entre 3 e 10 sugere que

as duas colunas séo apenas satisfatoriamente semelhantes para a separacao de

diversas amostras. Valores de F maiores que 10 significam que duas colunas

possuem seletividades distintas. *°
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A mudan¢ca do modo de eluicdo, uma vez promovendo mudancas
drasticas de fase estacionéaria e fase movel, pode também ser utilizada com o intuito

de propiciar alteracdes na seletividade e o proposito de atingir a ortogonalidade.

1.4. Cromatografia por interacéo hidrofilica (HILIC)

O modo de eluicdo normal em cromatografia liquida € um modo em
gue a fase estacionaria € mais polar do que a fase mével. O termo fase normal é
utilizado para distinguir do modo de eluicdo de fase reversa, em que a fase
estacionaria € menos polar do que a fase mével. O modo de eluicdo por interacao
hidrofilica, ou simplesmente HILIC (Hydrophilic Interaction Llquid Chromatography),
€ um modo de elui¢édo distinto, tendo em comum com o modo de eluicdo normal o
fato de utlizarem fases estacionarias polares, sendo inclusive utlizado para a
separacdo de compostos muito polares, com fatores de log P (coeficiente de
particdo em sistema de agua/octanol, EQUACAO 1.3) negativos. %2

[SOlutO]octanol >

log P, ; =lo ——
&% octanol/agua g<[solutfo néo ionizadosgyq

EQUACAO 1.3: log P (coeficiente de particdo em sistema de agua/octanol)

Uma das grandes vantagens do modo de eluicdo por interacao
hidrofilica € o fato de ser indicado quando se utiliza o detector de espectrometria de
massas (LC/MS), uma vez que sao utilizadas altas concentracdes de solventes
organicos e baixas concentracbes de solucbes aquosas, facilitando a
evaporacao/ionizacdo de analitos, e de alta compatibilidade com a técnica
supracitada. ? Do mesmo modo, o modo HILIC é citado em diversas referéncias

com aplicacdo em LC/MS. 29:30:31:32

O mecanismo de separacdo do modo HILIC foi primeiramente
comparado ao modo normal eluicdo por motivos historicos. Entretanto, estudos
recentes revelaram que o HILIC é considerado mais complexo que o modo normal.

% O mecanismo de retencdo para o modo de eluicdo por interacdo hidrofilica é
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sugerido como uma particdo do analito entre o eluente e uma camada rica em agua,

parcialmente imobilizada na fase estacionaria. ** As FIGURAS 1.9 e 1.10 ilustram o

mecanismo sugerido.

HZO H H3C_CN
HsC——CN H;C—CN
. H;C—CN
H,0 '\ H,0
H0 : Fase mével
o Subcamada H3G——CN predominantemente
Fase estacionaria ' organica
polar aquosa o HsC——CN
H,0 HaC——CN H20
H,0 : HzC—CN
' HsC—CN
Ho 9
: H;C—CN
HzC—CN i HC—CN
8 : HsC——CN
® H,0 H0
HaC——CN

FIGURA 1.9: Representacdo grafica do micro ambiente ao redor da superficie da

fase estacionaria no modo por interacao hidrofilica, modificada de SIELC — HILIC. %
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Si M : H,0
— '
O H----- e} .
\H . : R
o) NH; : NH
| _ H,O '
_-0 H :
o—" —— : HsC——CN
AN ~ H;C—CN
/ [e) O/ H 3
/Si/ N .~ H.0
. I _
| o ) HaC——CN
\ o) Si
\S_/ l\o P
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\ | / Ny 9 Hy,C—CN
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FIGURA 1.10: llustracdo de interacdo analito/fase estacionaria no modo

interacdo hidrofilica, modificada de Waters — Atlantis HILIC columns. *

por
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DINH et. al. * inferiu em seu estudo que o mecanismo dominante no
modo de eluicdo por interacdo hidrofilica é o de particdo, sendo a troca idnica um
poderoso fator de seletividade. Este Ultimo pode ser utilizado simultaneamente com
o conteudo de &gua, e também combinado a diferentes concentracdes de eletrdlitos
para avaliacdo da retencao de solutos ionizaveis.

Artigos recentes publicados sobre o modo de eluicdo por interacao
hidrofilica tém relatado que colunas classicas de silica e do tipo amino séo limitadas
pela escolha dos analitos, devido aos fendmenos de forte adsor¢cdo de compostos
com funcionalidades especificas. Entretanto, colunas de silica ndo derivada ainda
sdo as mais utilizadas como fase estacionaria neste modo, apesar do surgimento de

diversos outros tipos de fases, citados a seguir. 3¢ 37 38

Colunas de silica de base polimérica apresentam boa retencdo para
uma ampla variedade de analitos, porém pobre eficiéncia de separacdo. Colunas do
tipo amida também apresentam boa retencédo para uma ampla variedade de analitos,
e apresentam boa eficiéncia com tamanhos de particula reduzidos (3um) para
compostos altamente polares. Colunas com grupo funcional sulfoalquillbetaina
podem ser utilizadas na separacdo de varios analitos, mas a vazao otimizada é
relativamente mais baixa se comparada com as demais, e assim sendo nao
adequada para cromatografia rapida. Colunas do tipo ciano e diol também podem
ser utilizadas no modo por interacdo hidrofilica, entretanto, necessitam um maior
estudo dos compostos a serem analisados. Finalmente, colunas do tipo monolito n&o

apresentaram separacoes eficientes no modo por interacao hidrofilica.

Em determinadas condicdes de testes, as colunas utilizadas no modo
HILIC se encaixaram em quatro grupos funcionais em relacdo a sua seletividade

principal, apresentado na TABELA 1.3. 3¢
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TABELA 1.3: Classificagdo de colunas utilizadas no modo HILIC em relacdo a
seletividade principal.

Seletividade principal Grupo funcional da coluna
Troca catibnica silica ndo modificada
Troca anidnica colunas com funcionalidade amino

Dipolo-dipolo e mdltiplas liga¢des de ] o o
_ . sulfobetaina polimérica e similares
hidrogénio

. i hidroxil, diol, amida, e anfotérico
Intera¢Bes pouco especificas o
monomérico

1.5. Colunas de cromatografia liguida de tecnologia nucleo

fundido (fused-core)

As colunas que contém fase estacionaria de tecnologia fused-core séo
desenvolvidas com particulas de tamanho reduzido, cerca de 2,7 um de diametro,
consistindo de uma camada porosa de 0,5 um fundida a uma particula sélida de 1,7
um de silica no ndcleo. Essas particulas apresentam eficiéncias comparaveis as
particulas porosas de sub-2 um, entretanto apresentando pressdes de retorno mais
moderadas, devido a uniformidade de sua distribuicdo granulométrica. Desta forma,
permitem uma melhor transferéncia de massa dos analitos se comparada com

39; 40; 41

colunas convencionais (termo C na equacéo de van Deemter), otimizando a

difusdo dos analitos, conforme ilustrado na FIGURA 1.11. Propicia-se, assim, alta
eficiéncia em sistemas cromatogréaficos convencionais (HPLC ao invés de UHPLC),

permitindo, inclusive, a operacdo em maiores vazées. ** 2
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Fused- core Micleo poroso

FIGURA 1.11: llustracdo da comparacao da difusdo de um analito entre colunas
contendo particulas do tipo fused-core e convencionais (nucleo poroso), modificada

de Phenomenex - Kinetex 1.7 & 2.6 um Core-Shell Technology. *?

SALISBURY “° relatou uma comparacéo entre colunas de tecnologia
fused-core de 2,7 um e de particulas porosas de sub-2 pm. Os compostos
selecionados como objeto de estudo foram um farmaco denominado de torcetrapibe
e impurezas relacionadas ao mesmo, incluindo um diastereoisémero, de dificil
separacdo. Foi reportado um método por cromatografia liquida convencional
(HPLC), utilizando uma coluna de dimensdes 100 x 4,6 mm, 2,7 um de tamanho de
particula, e vazado de 2,75 mL/min, considerada elevada; entretanto, passivel de
escalonamento para uma vazao mais adequada de 1,0 mL/min, ao utilizar colunas
de diametro 2,1 ou 3,0 mm, comercialmente disponiveis. O tempo final de andlise do

método foi de 5,0 min e a presséo de retorno da coluna analitica cerca de 4500 psi.

Na comparacdo com um sistema de UHPLC e coluna de dimensfes
100 x 2,1 mm, 1,7 um de tamanho de particula totalmente porosa, um ganho na
eficiéncia de coluna em cerca de 15% foi observado. Em contrapartida, um aumento

de pressao de retorno de coluna em cerca de duas vezes maior foi reportado.

No estudo, foram, portanto, construidas curvas de van Deemter para
efetuar uma comparacéo mais detalhada entre colunas porosas e as de fused core.

Segundo SALISBURY “°, a coluna fused core apresentou um formato de curva
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similar aos de particula porosa, e cerca de 80% de eficiéncia em comparacdo com
as colunas sub-2 pm. Entretanto, foi relatado pelo autor que as colunas de
tecnologia fused core permitem separacoes eficientes mesmo em altas vazdes sem
sacrificar a resolucdo, apresentando também, como vantagem, alta robustez

cromatografica.

1.6. Validagc&o do método analitico

A validacdo de um método analitico é definida como sendo o processo
em que as caracteristicas do mesmo sédo desafiadas a fim de satisfazer os requisitos
de desempenho para as aplicacdes almejadas. Assim sendo, 0 objetivo da validacéo
consiste em demonstrar que o método analitico proposto é adequado para a sua

finalidade. ***

O método analitico proposto neste trabalho foi validado de acordo com
as figuras de mérito descritas no capitulo geral da USP 36 <1225> VALIDATION OF
COMPENDIAL PROCEDURES para quantificacéo de impurezas. ** A USP 36 define
guatro tipos de categorias e quais sédo as figuras de mérito especificas para cada
classificacdo. No caso de quantificacdo de impurezas, o método analitico proposto é
classificado na Categoria 1l — procedimentos analiticos para determinacdo de
impurezas em principios ativos ou compostos de degradacdo em produtos

farmacéuticos acabados. As figuras de mérito sdo detalhadas na TABELA 1.4.
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TABELA 1.4: Figuras de mérito requeridas de acordo com a categoria, adaptada de
USP 36, General Chapter: <1225> VALIDATION OF COMPENDIAL PROCEDURES.

44
. Categorialll _ _
Flgl{rg de Categoria | _ Categoria Categoria
meérito . Ensaio " v
Quantitativo oo
Limite

o . : ® *) ~
Exatiddo Sim Sim _ _ N&ao
Precisdo Sim Sim N&o Sim N&o
Seletividade Sim Sim Sim _ v Sim
Limite de ~ = . *) ~
deteccio Nao Nao Sim — Nao
L|m|tg Qe N Nao Sim Nao _ 0 N&o
guantificacdo
Linearidade Sim Sim N&o _ 0 N&o

. . ®) * ~
Intervalo Sim Sim — — Nao
Pode ser requerido, dependendo da natureza do teste em questao.
Legenda:
Categorias: | — teor de ativos; Il — impurezas: quantificacéo e ensaios limite; 11l — testes de performance

(ex.: dissolucéo); IV — testes de identificagao.

Dessa forma, as figuras de meérito avaliadas sao: exatidao, precisao,

seletividade, limite de quantificacdo, linearidade e intervalo. Mesmo ndo sendo

requerida na USP 36, a figura de mérito de limite de deteccdo também foi avaliada

no presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

Realizar o desenvolvimento e validacdo de um novo método analitico
por cromatografia liquida para a andlise de teor e de um novo método para a
determinacdo de deacetil iodixanol, iopentol e iodixanol ciclizado, sendo as
impurezas denominadas de composto relacionado C, composto relacionado D e
composto relacionado E, respectivamente, na matéria prima iodixanol.

Aplicar os métodos desenvolvidos e validados de teor e determinagéo
de impurezas supracitadas em diferentes lotes de matéria prima iodixanol.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Generalidades

Todos os experimentos analiticos foram realizados nos laboratérios da
United States Farmacopeia Brasil Ltda.

Os solventes organicos usados foram grau HPLC e foram adquiridos
das empresas, respectivamente: acetonitrila, metanol, etanol e acetato de etila:
Mallinckrodt Baker (St Louis, EUA); tetraidrofurano (THF): Sigma-Aldrich (St Louis,
EUA).

A agua usada para a fase movel foi purificada através de um sistema
Milli-Q (Millipore, S&o Paulo, Brasil). Os padrdes de impurezas C, D e E e o padréao
de iodixanol foi adquirido da United States Pharmacopeia (Rockville, EUA). Todos os
outros reagentes foram de grau analitico, adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis,
EUA). As amostras de iodixanol foram adquiridas da United States Pharmacopeia
(Rockville, EUA; lotes #1 e #2) e da Toronto Research Chemicals (North York,
Canada; lote #3).

As colunas analiticas avaliadas na primeira etapa do desenvolvimento,
no modo reverso de eluicdo, de fases estacionarias C8; C18; fenil; fenil-hexil,
pentafluorfenil, amino, e ciano, foram adquiridas das seguintes empresas: Thermo
Fisher Scientific (Waltham, EUA); Sigma-Aldrich (St Louis, EUA); Showa Denko
America (New York, EUA); Phenomenex (Torrance, EUA); Waters Corporation
(Milford, EUA); e Agilent Technologies (Santa Clara, EUA). A coluna analitica
utilizada na etapa final de desenvolvimento e posteriores valida¢des, no modo de
eluicdo por interacdo hidrofilica: Kinetex® HILIC fused-core, dimensdes: 150 x 4,6
mm; 2,6 um de tamanho de particula e 100 A de tamanho de poro, foi adquirida da

Phenomenex (Torrance, EUA).

Para a pesagem dos reagentes, padroes e amostras foi utilizada uma
balanga analitica modelo XS205DU DualRange com precisdo de 0,01 mg e uma
balanga microanalitica modelo MX5 com precisdo de 0,001 mg, ambas de marca

Mettler Toledo® (Langacher, Suica).
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As micropipetas utilizadas no preparo das solu¢des da validacao foram
de marca HandyStep®.

As vidrarias volumétricas utilizadas em todos os preparos de solucfes
séo classe A e aferidas segundo as normas RBC-Inmetro de pela empresa TecLabor
(Séo Paulo, Brasil).

Os métodos analiticos foram validados nos seguintes sistemas

cromatograficos:

Sistema 1: Sistema de Cromatografia liquida de alta eficiéncia da
marca Waters modelo Alliance composto de um mdédulo integrado modelo 2695
contendo bomba quaternaria, degaseificador, auto-injetor, compartimento
termostatizado de amostras e compartimento termostatizado de coluna; detector
espectrofotométrico de absor¢cdo no UV visivel, de comprimento de onda variavel,
modelo 2489. Os cromatogramas foram registrados pelo software Empower 2

Network.

Sistema 2: Cromatografo analitico liquido de alta eficiéncia da marca
Waters modelo Alliance composto de um moddulo integrado modelo 2695 contendo
bomba quaternéaria, degaseificador, auto-injetor, compartimento termostatizado de
amostras e compartimento termostatizado de coluna; detector espectrofotométrico
de absorcdo no UV visivel com arranjo de fotodiodos modelo 2998. Os

cromatogramas foram registrados pelo software Empower 2 Network.

Sistema 3: Cromatdgrafo analitico liquido de alta eficiéncia da marca
Agilent modelo 1100 composto de bomba quaternaria modelo G1311A,
degaseificador modelo G1322A, auto-injetor e compartimento termostatizado de
amostras modelo G1329A, compartimento termostatizado de coluna modelo
G1316A,; detector espectrofotométrico de absorcdo no UV visivel, de comprimento
de onda variavel, modelo G1314B. Os cromatogramas foram registrados pelo

software Empower 2 Network.

Sistema 4: Cromatégrafo analitico liquido de ultra eficiéncia da marca
Waters modelo Acquity UPLC HClass composto de bomba quaternaria modelo QSM
contendo degaseificador integrado, auto-injetor e compartimento termostatizado de

amostras modelo SM-FTN, compartimento termostatizado de coluna modelo CMP;
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detector espectrofotométrico de absor¢cdo no UV visivel com arranjo de fotodiodos
modelo UPL. Os cromatogramas foram registrados pelo software Empower 2
Network.

O método analitico desenvolvido para a quantificacdo de impurezas
conhecidas C, D e E em iodixanol foi validado nos sistemas cromatogréaficos 1 a 3. O
sistema 1 foi utilizado nas figuras de mérito adequabilidade de sistema, linearidade,
precisao inter e intradia, exatidao, limites de quantificacéo e de deteccéo, estudos de
robustez, e estudos de estabilidade de solucdes preparadas. O sistema 2 foi
utilizado para a figura de mérito seletividade. O sistema 3 foi utilizado na figura de
mérito estudos de robustez.

O meétodo analitico desenvolvido para a quantificacdo de teor em
iodixanol foi validado no sistema cromatografico 4. O sistema 4 foi utilizado nas
figuras de mérito adequabilidade de sistema, seletividade, linearidade, precisdo inter
e intradia, exatidao, seletividade, limites de deteccdo e quantificacdo, estudos de

robustez, e estudos de estabilidade de solucdes preparadas.

3.2. Preparo das amostras para a analise de impurezas conhecidas

Apoés determinar as condicbes cromatograficas para separacdo das
impurezas conhecidas, o método cromatografico foi validado e determinaram-se 0s
parametros de linearidade, precisdo, inter e intradia, exatidao, limites de
guantificacdo e deteccdo, estudos de robustez, e estudos de estabilidade. Os
conteludos de impurezas conhecidas foram mensurados, utilizando a equacao de

regressao linear obtida por meio de curva analitica.

3.2.1.Preparo das solucdes utilizadas na validagcao de impurezas

Solucdo de acido férmico 1 mmol-L™* pH 3,2: foram transferidos
cerca de 150 mL de &gua ultrapura para um béquer de 250 mL e adicionou-se 1,7
mL de acido formico 88%. Foi homogeneizado e ajustado o pH desta solugdo com
hidréxido de ambnio para pH 3,20 + 0,05. Esta solucao foi transferida para um baléo

volumétrico de 200 mL e o volume completado com agua ultrapura. Foram
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transferidos 5.0 mL desta solugdo para um baldo volumétrico de 1000 mL, e
completado o volume com agua ultrapura. Foi ajustado o pH desta solu¢cdo com
acido férmico diluido para pH 3,20 + 0,05 e homogeneizado.

Fase Mével: foi preparada uma mistura de solucdo de acido férmico 1
mmol-L* pH 3,2 e acetonitrila na proporcdo de 08:92, vlv, respectivamente. Foi
homogeneizada e filtrada em membrana 0,45 pum, e desgaseificada.

Diluente: foi preparada uma mistura de agua ultrapura: acetonitrila na

proporcao de 2:8, v/v, respectivamente, e homogeneizada.

Solucéo estoque de impurezas para adequabilidade (Solucédo S;):
foram pesados em balanca microanalitica 4,959 mg de impureza C, 2,495 mg de
impureza D, 3,763 mg de impureza E em um baldo volumétrico de 50 mL. Foi
dissolvido e completado o volume com &agua. Concentragdes: 99,2 pg/mL de
impureza C, 49,9 pg/mL de impureza D, 75,3 ug/mL de impureza E.

Solucéo estoque de iodixanol para adequabilidade (Solucéo S,): foi
pesado em balanca microanalitica 2,446 mg de iodixanol para um bal&o volumeétrico
de 5 mL. Foi dissolvido e completado o volume com agua. Concentracdo: 489 pug/mL

de iodixanol.

Solucédo para adequabilidade final: foram transferidos 5,0 mL da
solucdo S;, 1,0 mL da solucédo S,, e 24 mL de acetonitrila para um baldo volumétrico
de 100 mL, o volume do baldo completado com diluente, e homogeneizado.
Concentracdes: 4,96 pg/mL de impureza C, 2,50 ug/mL de impureza D, 3,76 pug/mL

de impureza E, e 4,89 pg/mL de iodixanol.

Solucéo de trabalho de impurezas (Solugcdo Sjz): foram transferidos
10,0 mL da solucédo S; para um baldo volumétrico de 50 mL, adicionados 40 mL de
acetonitrila, o volume do baldo completado com diluente, e homogeneizado.
Concentracfes: 19,8 ug/mL de impureza C, 9,98 pg/mL de impureza D e 15,1 pg/mL

de impureza E.

Solugéo de trabalho de impureza C (Solugcao S,): foi pesado em
balanga microanalitica 4,785 mg de impureza C para um baldo volumétrico de 50
mL. Foi dissolvido e completado o volume com &gua. Concentracdo: 95,7 pug/mL de

impureza C.



30

Solugéo de trabalho de impureza D (Solugédo Ss): foi pesado em
balangca microanalitica 3,028 mg de impureza D para um baldo volumétrico de 100
mL. Foi dissolvido e completado o volume com &gua. Concentracao: 30,3 pug/mL de

impureza D.

Solucéo de trabalho de impureza E (Solucdo Sg): foi pesado em
balanca microanalitica 2,653 mg de impureza E para um baldo volumétrico de 50
mL. Foi dissolvido e completado o volume com agua. Concentracao: 53,1 ug/mL de

impureza E.

Solucdo de trabalho diluida de impurezas (Solugdo S;): foram
transferidos 5,0 mL da solucdo S4, 2,0 mL da solucéo Ss, 2,5 mL da solugéo Se, e 38
mL de acetonitrila para um baldo volumétrico de 100 mL, o volume do baldo
completado com diluente, e homogeneizado. Concentragbes: 4,79 pg/mL de
impureza C, 0,606 pg/mL de impureza D e 1,33 pg/mL de impureza E.

A partir das solucdes de trabalho de impurezas (solucdo S3) e de
trabalho diluida de impurezas (solucdo S;), foram preparadas, em triplicatas, as
solucdes da curva analitica (1 a 8), as de controle de qualidade (baixa, média e alta)
e a de trabalho para limite de deteccéo, utilizando diluicbes adequadas das mesmas,

nas respectivas concentracoes:

Solucédo curva analitica 1 (utilizada também para o limite de
guantificacao): 0,479 pg/mL de impureza C, 0,0606 pg/mL de impureza D, e 0,133
pug/mL de impureza E.

Solucédo curva analitica 2: 0,992 ug/mL de impureza C, 0,499 ug/mL
de impureza D, e 0,753 pg/mL de impureza E.

Solucgédo curva analitica 3: 1,98 pg/mL de impureza C, 0,998 ug/mL de

impureza D, e 1,51 pg/mL de impureza E.

Solucédo curva analitica 4: 2,48 pg/mL de impureza C, 1,25 pg/mL de

impureza D, e 1,88 pug/mL de impureza E.

Solucéo curva analitica 5: 3,47 pg/mL de impureza C, 1,75 pug/mL de

impureza D; e 2,63 pg/mL de impureza E.
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Solucéo curva analitica 6: 3,97 pg/mL de impureza C, 2,00 ug/mL de

impureza D, e 3,01 pg/mL de impureza E.

Solugédo curva analitica 7: 4,96 pg/mL de impureza C, 2,50 pg/mL de
impureza D, e 3,76 pg/mL de impureza E.

Solucao curva analitica 8: 5,95 pg/mL de impureza C, 2,99 ug/mL de
impureza D, e 4,52 pg/mL de impureza E.

Solucédo controle de qualidade baixa (CQB): 0,574 pg/mL de
impureza C, 0,0727 pg/mL de impureza D, 0,159 pg/mL de impureza E.

Solugdo controle de qualidade meédia (CQM): 2,98 pg/mL de
impureza C, 1,50 pg/mL de impureza D e 2,26 pg/mL de impureza E.

Solugéo controle de qualidade alta (CQA): 4,46 ug/mL de impureza
C, 2,25 pg/mL de impureza D e 3,39 pug/mL de impureza E.

Solucédo de trabalho para limite de deteccdo: 0,191 pg/mL de
impureza C, 0,0242 pug/mL de impureza D, e 0,0531 pug/mL de impureza E.

Solucdo teste para seletividade: foi pesado em balanca
microanalitica 1,236 mg de iodixanol para um baldo volumétrico de 1 mL. Foi
adicionado 200 puL de agua, e dissolvido. Foi completado o volume com acetonitrila,

e homogeneizado. Concentracao: 1,24 mg/mL de iodixanol.

Solucéo estoque de impureza C para seletividade (Solucado Sg): foi
pesado em balanca microanalitica 4,754 mg de impureza C para um balédo
volumétrico de 50 mL. Foi dissolvido e completado o volume com agua, e

homogeneizado. Concentracdo: 95,1 pg/mL de impureza C.

Solucéo estoque de impureza D para seletividade (Solucdo Sy): foi
pesado em balanca microanalitica 2,429 mg de impureza D para um balédo
volumétrico de 50 mL. Foi dissolvido e completado o volume com agua, e

homogeneizado. Concentracdo: 48,6 pg/mL de impureza D.

Solugéo estoque de impureza E para seletividade (Solugcéao Sip): foi
pesado em balanca microanalitica 3,585 mg de impureza E para um baldo
volumétrico de 50 mL. Foi dissolveu-se e completado o volume com agua, e

homogeneizado. Concentragéo: 71,7 pg/mL de impureza E.
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Solugéo estoque de iodixanol para seletividade (Solugcdo Si;): foi
pesado em balanca microanalitica 2,389 mg de iodixanol para um baldo volumétrico
de 5 mL. Foi dissolvido e completado o volume com agua, e homogeneizado. Foi
transferido 1,0 mL desta solugdo a um baldo volumétrico de 5 mL, completado o
volume com 4gua, e homogeneizado. Concentracao final: 95,6 pg/mL de iodixanol.

A partir das solugbes estoque de impureza C para seletividade
(Solucdo Sg), estoque de impureza D para seletividade (Solugdo Sg), estoque de
impureza E para seletividade (Solugéo Sip) e estoque de iodixanol para seletividade
(Solucdo Si1), foram preparadas as solugcdes de trabalho para seletividade,

utilizando diluicdes adequadas das mesmas, nas respectivas concentragoes:

Solucéo de trabalho de impureza C para seletividade: 4,75 pug/mL
de impureza C.

Solucéo de trabalho de impureza D para seletividade: 2,43 pug/mL

de impureza D.

Solucéo de trabalho de impureza E para seletividade: 3,59 pug/mL

de impureza E

Solucéo de trabalho de iodixanol para seletividade: 4,78 pg/mL de

iodixanol.

Solugcdo de trabalho de iodixanol com impurezas para
seletividade: foi pesado em balanca microanalitica 1,186 mg de iodixanol para um
baldo volumétrico de 1 mL. Foram transferidos 50 yL da Solucdo Sg, 50 uL da
Solucdo Sy, 50 pL da Solucédo Sip e 50 pL de agua. Foi dissolvido, completado o
volume com acetonitrila, e homogeneizado. Concentracdes: 4,75 pg/mL de impureza
C, 2,43 pg/mL de impureza D, 3,59 ug/mL de impureza E, e 1,19 mg/mL de

iodixanol.

Solucéo estoque de impurezas para robustez (Solucdo S;»): foram
pesados em balanca microanalitica 4,893 mg de impureza C, 2,414 mg de impureza
D, 3,752 mg de impureza E em um baldo volumétrico de 50 mL. Foram dissolvidos
em &gua e o volume completado com o mesmo solvente. Concentracfes: 97,9

ug/mL de impureza C, 48,3 ug/mL de impureza D, 75,0 pg/mL de impureza E.
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Solucédo estoque de iodixanol para robustez (Solugcdo Si3): foi
pesado em balangca microanalitica 2,434 mg de iodixanol para um baldo volumétrico
de 5 mL. Foi dissolvido e completado o volume com agua. Concentracao: 487 pg/mL
de iodixanol.

Solucédo de trabalho para robustez: foram transferidos 5,0 mL da
solugcdo Siz, 1,0 mL da solucdo Si3, e 24 mL de acetonitrila para um bal&o
volumétrico de 100 mL, o volume do baldo completado com diluente, e
homogeneizado. Concentracdes: 4,89 pg/mL de impureza C, 2,41 pg/mL de
impureza D, 3,75 pg/mL de impureza E, e 4,87 pug/mL de iodixanol.

3.2.2.Preparo das solucdes utilizadas na aplicacdo do método de

Impurezas

Os preparos de solucéo de &cido férmico 1 mmol-L™ pH 3,2, fase mével
e diluente foram conduzidos conforme descritos anteriormente no item 3.2.1 (p. 28 e
29).

Solucéo estoque de impurezas para adequabilidade (Solugéo Si4):
foram pesados em balanca microanalitica 5,034 mg de impureza C, 2,473 mg de
impureza D, 3,741 mg de impureza E em um baldo volumétrico de 50 mL. Foram
dissolvidos em agua e o volume completado com o0 mesmo solvente.
Concentracfes: 100,7 pg/mL de impureza C, 49,5 pug/mL de impureza D, 74,8 pg/mL

de impureza E.

Solucéo estoque de iodixanol para adequabilidade (Solucéo S;s):
foi pesado em balanca microanalitica 2,448 mg de iodixanol para um balédo
volumétrico de 5 mL. Foi dissolvido e completado o volume com agua.

Concentracéo: 490 ug/mL de iodixanol.

Solucédo para adequabilidade final: foram transferidos 5,0 mL da
solugdo Sis, 1,0 mL da solucdo Si5, e 24 mL de acetonitrila para um bal&o
volumétrico de 100 mL, o volume do baldo completado com diluente, e
homogeneizado. Concentragbes: 5,03 pg/mL de impureza C, 2,47 pg/mL de
impureza D, 3,74 ug/mL de impureza E, e 4,90 ug/mL de iodixanol.
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Solucéo de trabalho de impurezas (Solucdo Sig): foram transferidos
10,0 mL da solucéo S;4 e 40 mL de acetonitrila para um baldo volumétrico de 50 mL,
0 volume do baldo completado com diluente, e homogeneizado. Concentragoes:
20,1 pg/mL de impureza C, 9,89 pug/mL de impureza D e 15,0 pg/mL de impureza E.

Solucéo de trabalho de impureza C (Solugcdo S;7): foi pesado em
balanca microanalitica 4,836 mg de impureza C para um baldo volumétrico de 50
mL. Foi dissolvido em &gua e o volume completado com o mesmo solvente.

Concentracao: 96,7 pug/mL de impureza C.

Solucéo de trabalho de impureza D (Solugcdo Sig): foi pesado em
balanca microanalitica 3,030 mg de impureza D para um baldo volumétrico de 100
mL. Foi dissolvido em agua e o volume completado com o mesmo solvente.

Concentracao: 30,3 pg/mL de impureza D.

Solucéo de trabalho de impureza E (Solucédo Sig): foi pesado em
balanca microanalitica 2,680 mg de impureza E para um baldo volumétrico de 50
mL. Foi dissolvido em agua o volume completado com o mesmo solvente.

Concentracao: 53,6 pg/mL de impureza E.

Solucao de trabalho diluida de impurezas (Solucdo Syy): foram
transferidos 5,0 mL da solucéo S;7, 2,0 mL da solucdo Sig, 2,5 mL da solucéo Sig, €
38 mL de acetonitrila para um baldo volumétrico de 100 mL, o volume do balédo
completado com diluente, e homogeneizado. Concentracdes: 4,84 ug/mL de

impureza C, 0,606 pg/mL de impureza D e 1,34 pg/mL de impureza E.

A partir das solucdes de trabalho de impurezas (solucdo Sis) e de
trabalho diluida de impurezas (solucdo Sy), foram preparadas, em triplicatas, as
solucdes de controle de qualidade (baixa, média e alta), utilizando-se diluicdes

adequadas das mesmas, nas respectivas concentracoes:

Solucdo controle de qualidade baixa (CQB): 0,580 pg/mL de
impureza C, 0,0727 pg/mL de impureza D, 0,161 ug/mL de impureza E.

Solucdo controle de qualidade meédia (CQM): 3,02 pg/mL de
impureza C, 1,48 ug/mL de impureza D e 2,24 ug/mL de impureza E.
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Solucao controle de qualidade alta (CQA): 4,53 pg/mL de impureza
C, 2,23 pg/mL de impureza D e 3,37 pg/mL de impureza E.

As amostras de iodixanol foram pesadas em balanca microanalitica,
com a massa nominal de 6 mg, em bal6es volumétricos de 5 mL, em duplicata.
Foram dissolvidas em diluente e os volumes completados com 0 mesmo solvente.
Concentragdes nominais: 1,20 mg/mL de iodixanol. As massas e as concentragdes
utilizadas em trés diferentes lotes de amostras de matéria prima de iodixanol dessas
amostras sao apresentadas na TABELA 3.1.

TABELA 3.1: Massas e concentracdes utilizadas na aplicagdo do meétodo de

impurezas em trés diferentes lotes de amostras de matéria prima iodixanol.

_ Massa Concentracao

Amostra Replicata #
(mg) (mg/mL)

1 5,952 1,19
Lote #1

2 6,018 1,20

1 6,007 1,20
Lote #2

2 6,017 1,20

1 6,002 1,20
Lote #3

2 6,006 1,20

3.3. Preparo das amostras para a analise de teor

De forma analoga a validacdo do método analitico de impurezas, apés
determinar as condicBes cromatogréaficas para o teor, o0 método cromatografico foi
validado e determinaram-se os parametros de linearidade, precisao, inter e intradia,
exatidao, limites de quantificacdo e deteccdo, estudos de robustez, e estudos de
estabilidade. Os contetdos de impurezas conhecidas foram mensurados, utilizando

a equacéo de regressao linear obtida por meio de curva analitica.
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3.3.1.Preparo das solucgtes utilizadas na validacao de teor

Os preparos de solucdo de &cido féormico 1 mmol-L™ pH 3,2, fase mével
e diluente foram conduzidos conforme descritos anteriormente no item 3.2.1 (p. 28 e
29).

Solucédo estoque de iodixanol para adequabilidade e curva
analitica (Solucdo S»;): foi pesado em balanca microanalitica 16,018 mg de
iodixanol para um baldo volumétrico de 20 mL. Foi dissolvido em diluente e o volume
completado com o mesmo solvente. Concentragéao: 0,801 mg/mL de iodixanol.

Solucéo para adequabilidade (Solugcéo Sy): foram transferidos 2,5
mL da solucdo S,;, para um baldo volumétrico de 10 mL, o volume do baldo
completado com diluente, e homogeneizado. Concentracdo: 0,200 mg/mL de

iodixanol.

Solucédo de trabalho de iodixanol para seletividade: utlizou-se a

solucéo Sy,, conforme descrito acima.

A partir da solucdo estoque de iodixanol para adequabilidade e curva
analitica (Solucdo S,;), foram preparadas, em triplicatas, as solu¢cdes da curva
analitica (1 a 5), utilizando diluicbes adequadas das mesmas, nas respectivas

concentragoes:
Solucédo curva analitica 1: 0,160 mg/mL de iodixanol.
Solucédo curva analitica 2: 0,180 mg/mL de iodixanol.
Solucédo curva analitica 3: 0,200 mg/mL de iodixanol.
Solucédo curva analitica 4: 0,220 mg/mL de iodixanol.
Solucédo curva analitica 5: 0,240 mg/mL de iodixanol.

Solugéo estoque de iodixanol para controle de qualidade (Solugéo
Sz3): foi pesado em balanga microanalitica 16,287 mg de iodixanol para um baldo
volumétrico de 20 mL. Foi dissolvido em diluente e o volume completado com o

mesmo solvente. Concentracao: 0,814 mg/mL de iodixanol.
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A partir da solugdo estoque de iodixanol para controle de qualidade
(Solugédo Sy3), foram preparadas, em triplicatas, as solu¢cdes de controle de
gualidade (baixa, média e alta), de trabalho para o limite de quantificacdo, de
trabalho para o limite de deteccdo, e uma replicata da de trabalho para robustez,

utilizando diluicdes adequadas das mesmas, nas respectivas concentragoes:

Solugdo controle de qualidade baixa (CQB): 0,175 mg/mL de

iodixanol.

Solucdo controle de qualidade média (CQM): 0,216 mg/mL de
iodixanol.

Solucédo controle de qualidade alta (CQA): 0,236 mg/mL de
iodixanol.

Solucgéo de trabalho para limite de quantificagdo 1: 1,00 pg/mL de
iodixanol.

Solucéo de trabalho para limite de quantificacdo 2: 0,701 pg/mL de
iodixanol.

Solucédo de trabalho para limite de deteccao: 0,300 pg/mL de
iodixanol.

Solucéo de trabalho para robustez: 0,204 mg/mL de iodixanol.

3.3.2.Preparo das soluc¢des utilizadas na aplicacdo do método de

teor

Os preparos de solucéo de &cido férmico 1 mmol-L™ pH 3,2, fase mével
e diluente foram conduzidos conforme descritos anteriormente no item 3.2.1 (p. 28 e
29).

Solugéo estoque de iodixanol para adequabilidade (Solugé&o Sys):
foi pesado em balanca microanalitica 16,012 mg de iodixanol para um balédo
volumétrico de 20 mL. Foi dissolvido em diluente e o volume completado com o

mesmo solvente. Concentracao: 0,801 mg/mL de iodixanol.
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Solugéo para adequabilidade: foram transferidos 2,5 mL da solugao
Sz4 para um baldo volumétrico de 10 mL, o volume do baldo completado com
diluente, e homogeneizado. Concentracdo: 0,200 mg/mL de iodixanol.

A partir da solucdo estoque de iodixanol para adequabilidade (Solucéo
Sz4), foram preparadas, em triplicatas, as solucdes de controle de qualidade (baixa,
média e alta), utilizando diluicbes adequadas das mesmas, nas respectivas

concentragoes:

Solugdo controle de qualidade baixa (CQB): 0,172 mg/mL de

iodixanol.

Solugdo controle de qualidade média (CQM): 0,212 mg/mL de
iodixanol.

Solucédo controle de qualidade alta (CQA): 0,232 mg/mL de
iodixanol.

As amostras de iodixanol foram pesadas em balanca microanalitica,
com a massa nominal de 2 mg, em baldes volumétrico de 10 mL, em duplicata.
Foram dissolvidas em diluente e os volumes completados com o0 mesmo solvente.
Concentracdes nominais: 0,200 mg/mL de iodixanol. As massas e as concentracdes
utilizadas em trés diferentes lotes de amostras de matéria prima de iodixanol dessas

amostras sdo apresentadas na TABELA 3.2.

TABELA 3.2: Massas e concentracdes utilizadas na aplicacdo do método de teor em

trés diferentes lotes de amostras de matéria prima iodixanol.

. Massa Concentracao

Amostra Replicata #
(mg) (mg/mL)

1 1,962 0,196
Lote #1

2 2,001 0,200

1 2,030 0,203
Lote #2

2 1,976 0,198

1 2,206 0,221
Lote #3

2 2,092 0,209
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Desenvolvimento do método

Seguindo os conceitos de ortogonalidade, e tendo como finalidade
principal atingir a seletividade, as primeiras etapas do desenvolvimento analitico
foram efetuadas através da triagem de uma série de colunas, devidamente
selecionadas de acordo com o critério de comparacao de seletividade de colunas
descritas por MARCHAND et. al., * onde os pardmetros no modo reverso de elui¢do
sdo determinados por cinco caracteristicas previamente discutidos (p. 14).

Dessa forma, efetuaram-se mudancas efetivas nos métodos avaliados
“ortogonalmente”, utilizando-se colunas de seletividades distintas (Fs = 10), no modo

reverso de eluigéo.

Durante as primeiras etapas do desenvolvimento analitico, o modo
reverso foi inicialmente avaliado, baseado em trabalhos de SNYDER et. al. ' ** Os
modificadores organicos foram selecionados de acordo com as propriedades dos
solventes: acidez, basicidade e polaridade. O uso do tridangulo de solventes implica
gue apenas trés solventes sd0 necessarios para que se consiga a seletividade
desejada. Foram, portanto, avaliadas as interacdes analito-fase estacionaria e
diferentes modificadores organicos, sendo acetonitrila (ACN), metanol e

tetraidrofurano (THF), e empregada a otimizacdo sistematica da separacdo. *°

Os estudos foram entdo intensificados pela avaliacdo de diferentes
faixas de pH, influéncia de temperatura da coluna e eluicdo gradiente, bem como a
otimizacdo da fase estacionaria — colunas do tipo fused core — de alta eficiéncia

cromatografica — foram avaliadas.

Entretanto, no modo reverso de eluicdo, os resultados obtidos de
fatores de retencao foram préximos, tanto para as impurezas conhecidas como para
o iodixanol. Desse modo, as substancias analisadas apresentaram interacoes
similares, mesmo em diversas condicdes testadas no modo reverso;

comprometendo assim o objetivo principal do método: a seletividade.
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Analisando-se as propriedades fisico-quimicas das moléculas de
iodixanol e de suas impurezas conhecidas, pode-se concluir que as substancias
apresentam alta polaridade. As impurezas conhecidas de iodixanol estudadas neste
projeto, bem como o proprio iodixanol, apresentaram o0s seguintes valores

calculados de log P, de acordo com a TABELA 4.1: *" %

TABELA 4.1: Valores calculados de log P para o iodixanol e suas impurezas

conhecidas
Substéancia log P
Deacetil iodixanol (composto relacionado C) -5,32
lopentol (composto relacionado D) -3,14
lodixanol ciclizado (composto relacionado E) -4,86
lodixanol -5,88

Dessa forma, concluiu-se que as substancias em estudo sao altamente
compativeis com o modo de eluicdo por interacao hidrofilica (HILIC), conforme pode
ser ilustrado na FIGURA 4.1. %

logP=-32 logP=-1,8 logP=-0,2 logP=0,5 logP=15 logP=27 logP=4,8

OH OH
log P do
Analito -4 -3 -2 -1 0 1 2 3

Modo de eluigdo por interagao hidrofilica (HILIC) / Modo normal de eluicéo

ACN/H,0 H,O0/ACN
Hexano/Etanol
(HILIC) R E R H,0/MeOH

Fases méveis tipicas

FIGURA 4.1: Representacao grafica dos diferentes modos em HPLC e suas
aplicacdes para a separacdo de moléculas de diferentes polaridades, adaptado de

SIELC — HILIC. ?® Quanto maior o valor de log P, mais hidrofébico é o composto.

Com o intuito de avaliar experimentalmente se as substancias do
estudo apresentavam boa retencdo no modo de eluicdo por interacdo hidrofilica

(HILIC), um gradiente exploratério indicado por fabricantes de colunas foi avaliado,
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empregando-se como marcador analitico o iodixanol, uma vez que os valores de log

P calculados sdo proximos, nas condigdes apresentadas na TABELA 4.2, 490

TABELA 4.2: Condicdes cromatogréficas exploratérias no modo HILIC®.

Tempo % Fase movel % Fase movel
. " " Evento
(min) A B
0 100 0 Eluicao isocrética inicial
2,5 100 0 Eluicéo isocratica inicial
2,5—-10 100 -0 0— 100 Eluicdo gradiente
10 0 100 Eluicao isocratica final
12,5 0 100 Eluicao isocratica final

©) vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 10 pL, comprimento de onda 243 nm. Coluna cromatogréfica:

Kinetex® HILIC fused-core, dimensdes: 150 x 4,6 mm; 2,6 um de tamanho de particula e 100 A de tamanho de

poro

3 composicdo de fase mével A: acetonitrila e formiato de amdnio 50 mmol-L™ pH 3,2; 90:10 (v/v)

™ composico de fase mével B: acetonitrila, formiato de aménio 50 mmol-L™ pH 3,2 e agua; 50:10:40 (v/v)
Nas condicOes avaliadas desta primeira etapa de desenvolvimento, o
iodixanol apresentou boa retencdo no modo de eluicdo por interacdo hidrofilica

(HILIC), sendo, portanto, o modo escolhido para as subsequentes etapas do estudo.

4.2. Otimizacdo do metodo

A condicdo inicialmente testada empregando-se uma fase movel
composta de acetonitrila e formiato de aménio 50 mmol-L™* pH 3,2; 90:10 (v/v)
demonstrou-se adequada para as etapas iniciais do desenvolvimento do método
analitico. A vazéo de 1,0 mL/min foi entdo determinada como ponto de partida para
a otimizacdo, bem como o volume de inje¢éo: 10 pL, comprimento de onda: 243 nm,
e coluna cromatografica: Kinetex® HILIC fused-core, de dimensdes: 150 x 4,6 mm;

2,6 um de tamanho de particula e 100 A de tamanho de poro.

A concentragdao nominal de trabalho de iodixanol foi estabelecida em
1,2 mg/mL e de suas impurezas C, D e E foram, respectivamente, 4,8 ug/mL, 2,4
Hg/mL e 3,6 pg/mL. Dessa forma, os estudos foram conduzidos com solugbes

contendo essas substancias nestas concentracdes, ou mais concentradas, de
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acordo com a necessidade. Em alguns casos, injecdes de solucdes de iodixanol e
de impureza C, consideradas as substancias que comp&em o par critico das

analises, foram avaliadas.

O diluente escolhido deve ser o mais compativel possivel com a fase
movel, sem a interferéncia de sais ou tampdes, e que apresentasse boa solvatacao
para estas substancias. Determinou-se a composicao de acetonitrila e agua 8:2 (v/v)
como sendo o diluente adequado.

Temperatura da coluna

A primeira variavel avaliada na otimizacdo do método foi a temperatura
da coluna cromatografica. O estudo compreendeu temperaturas entre 10 e 30°C
(FIGURA 4.2).

Concluiu-se que a melhor temperatura foi a de 20°C, pois apresentou
melhores resultados em termos de resolucdo entre as bandas de impurezas e de

iodixanol.
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FIGURA 4.2: Cromatogramas representativos da etapa de otimizacdo de método.
Condigbes cromatograficas: vazao de 1,0 mL/min; composi¢cdo de fase movel:
acetonitrila e formiato de amdnio 50 mmol-L™* pH 3,2 (90:10, v/v); variacdes de
temperatura da coluna: (i) = 10 °C; (ii) = 15 °C; (iii) = 20 °C; (iv) = 30 °C.

Modificador organico

No modo HILIC, usualmente € empregado o uso de acetonitrila como
modificador organico. Entretanto, qualquer solvente polar miscivel com agua pode

ser empregado.

Na literatura pesquisada, é citado que o acetato de etila aumenta a
retencdo e melhora a seletividade de alguns compostos, bem como o THF que
normalmente reduz a retencdo e prejudica a seletividade. A ordem de forca dos

solventes em HILIC é apresentada na TABELA 4.3, 33 5152 93:54:55: 56
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TABELA 4.3: Ordem de forga dos solventes em HILIC.

Solvente Forca do solvente em HILIC
Acetato de Etila Menos forte
THF
Acetona

Isopropanol/n-propanol

Acetonitrila !
Etanol
Dioxano
DMF/Metanol
Agua Mais forte

Com a temperatura estabelecida em 20°C, empregou-se o estudo de
diferentes modificadores orgénicos (FIGURA 4.3). Acetato de etila, THF e etanol
foram escolhidos e avaliados nas composicoes de fase movel apresentadas na
TABELA 4.4. O acetato de etila ndo demonstrou melhorias significativas na
seletividade, nado justificando a sua adicdo. Em contrapartida, a adicdo de THF e
etanol apresentaram desempenhos similares, tornando 0s compostos menos

retensivos e, dessa forma, comprometendo a seletividade.

TABELA 4.4: Composicdes de fase movel para estudo de modificadores organicos.

Composicéao

Componentes da fase movel
(viv)

85:05:10

ACN : acetato de etila : 80:10:10
formiato de aménio 50 mmol-L™ pH 3,2 R

70:20:10

ACN : THF : 85:05:10

formiato de aménio 50 mmol-L™ pH 3,2 80:10:10

ACN : etanol : 85:05:10

formiato de amédnio 50 mmol-L™ pH 3,2 80:10:10
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FIGURA 4.3: Cromatogramas representativos da etapa de otimizacdo de método.

Condicdes cromatograficas: vazdo de 1,0 mL/min; temperatura da coluna: 20 °C;

variacdes de composicao de fase movel:

(i) = acetonitrila, acetato de etila e formiato de aménio 50 mmol-L™* pH 3,2 (80:10:10,

vIv);

(ii) = acetonitrila, acetato de etila e formiato de amdnio 50 mmol-L™ pH 3,2 (70:20:10,

viIv);

(iii) = acetonitrila, THF e formiato de aménio 50 mmol-L™ pH 3,2 (85:05:10, v/v);

(iv) = acetonitrila, etanol e formiato de amdnio 50 mmol-L™ pH 3,2 (85:05:10, v/v).

Aditivos e pH

Os estudos de aditivos e pH ocorreram de forma concomitante uma vez

gue os aditivos estudados alteravam significativamente o pH da fase movel. Apesar

dos compostos analisados ndo apresentarem caracteristicas ionizaveis, no modo

HILIC utilizando-se colunas de silica, a fase estacionaria é suscetivel a alteracdes de

comportamento em funcdo do pH, devido as fortes interacdes -eletrostaticas

evidenciadas neste tipo de coluna. >
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As composicbes de fase mével estdo listadas na TABELA 4.5, bem
como as observagdes pertinentes ao estudo. Os cromatogramas sao apresentados
na FIGURA 4.4.

TABELA 4.5: Composicdes de fase movel para estudo de pH e aditivos.

Composicédo de fase movel Observacdes

ACN : acetato de aménio 50 mmol-L™ pH 5,7;
90:10 (v/iv)

ACN : formiato de aménio 50 mmol-L™ pH 4,5;
90:10 (v/iv)

Co-eluicbes / perda de seletividade

Co-eluicbes / perda de seletividade

Sem alteracdes significativas na seletividade.
ACN : TFA 0,1% pH 2,0; L .
Diminuicdo do tempo de retencao.

90:10 (v/v) L o
Diminuicdo da vida util da coluna.
ACN : trietilamina 50 mmol-L™ pH 3,2 Sem alteracdes significativas na seletividade.
ajuste com acido férmico; 90:10 (v/v) Diminuicdo do tempo de retencao.

Dessa forma, concluiu-se que o estudo de pH entre 45 e 5,7
interferiram negativamente na seletividade e que o uso de aditivos ndo se faz
necessario. Durante este estudo foi observado, também, que a adicdo de TFA na
fase moével acarretou na diminuicdo da vida util da coluna analitica, visualizado
através da perda de eficiéncia das bandas de iodixanol, através de injecdes
consecutivas. Dessa forma, as etapas subsequentes foram conduzidas com uma

nova coluna analitica idéntica a utilizada nestes estudos.
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FIGURA 4.4: Cromatogramas representativos da etapa de otimizacdo de método.
Condigbes cromatograficas: vazédo de 1,0 mL/min; temperatura da coluna: 20 °C;
variacdes de composicao de fase movel:

(i) = acetonitrila e acetato de aménio 50 mmol-L™* pH 5,7 (90:10, v/v);

(i) = acetonitrila e formiato de amdnio 50 mmol-L™* pH 4,5 (90:10, v/v);

(iif) = acetonitrila e TFA 0,1% pH 2,0 (90:10, v/v);

(iv) = acetonitrila e trietilamina 50 mmol-L™ ajustado com &cido férmico para pH 3,2
(90:10, viv)

Forca l6nica

Com o intuito de avaliar uma ampla faixa de forca i6nica, os estudos
compreenderam o uso de tampéao formiato de aménio em pH 3,2, nas concentracdes
de 1 mmol-L™* a 200 mmol-L™* (FIGURA 4.5). A solucdo tamp&o que se demonstrou
mais adequada em termos de seletividade foi uma preparacédo de acido formico a 1
mmol-L™? e ajustada com hidréxido de aménio para pH 3,2. A composicdo da fase
movel para todos os testes permaneceu a mesma (ACN: solucdo tampao, 90:10;

vIv).
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FIGURA 4.5: Cromatogramas representativos da etapa de otimizacdo de método.

Condigbes cromatograficas: vaz&do de 1,0 mL/min; temperatura da coluna: 20 °C;

variacdes de composicdo de fase movel:
(i) = acetonitrila e formiato de aménio 200 mmol-L™ pH 3,2 (90:10, v/v);
(i) = acetonitrila e formiato de aménio 100 mmol-L™* pH 3,2 (90:10, v/v);

(iii) = acetonitrila e formiato de aménio 50 mmol-L™ pH 3,2 (90:10, v/v);

(iv) = acetonitrila e &cido férmico 1 mmol-L™* ajustada com hidréxido de aménio para

pH 3,2 (90:10, v/v).

Proporcéao fase movel

A proporcdo de fase mével foi avaliada variando-se de 95:05 a 90:10

(v/v), contendo ACN e solucéo de &acido férmico a 1 mmol-L™* ajustada com hidréxido

de amoénio para pH 3,2, respectivamente. A propor¢cao mais adequada em termos de

seletividade foi a de 92:08 (v/v). O cromatograma obtido € apresentado na FIGURA

4.6.
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FIGURA 4.6: Cromatograma representativo da etapa de otimizacdo de método.
CondicBes cromatograficas: vazdo de 1,0 mL/min; composi¢cdo de fase movel:
acetonitrila e &cido féormico 1 mmol-L™ ajustada com hidréxido de aménio para pH
3,2 (92:08, v/v); temperatura da coluna: 20 °C.

Vazao

Variagdes na vazao entre 0,6 e 1,0 mL/min foram avaliadas. A vazao
mais adequada foi a de 0,8 mL/min, por apresentar melhores resultados de
seletividade e resolucéo entre a ultima banda da impureza C e a primeira banda de

iodixanol. Os cromatogramas sao apresentados na FIGURA 4.7.
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FIGURA 4.7: Cromatogramas representativos da etapa de otimizacdo de método.
Condicdes cromatograficas: composicdo de fase movel: acetonitrila e acido férmico
1 mmol-L™ ajustada com hidréxido de amdnio para pH 3,2 (92:08, v/v); temperatura

da coluna: 20 °C; variacdes de vazao: (i) = 0,6 mL/min; (ii) = 0,8 mL/min.
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Método final

A TABELA 4.6 apresenta as condi¢cdes cromatograficas do método
otimizado desenvolvido. Os tempos de retengdes relativos da banda principal de
cada substancia sao apresentados na TABELA 4.7, e o exemplo de um
cromatograma representativo da separacdo cromatografica de uma solucéo
contendo as impurezas C, D e E, e o iodixanol pode ser visualizado na FIGURA 4.8.

O método desenvolvido também foi aplicado como possivel substituto
ao método de teor da matéria prima iodixanol preconizado na USP 36, no qual
consiste de uma titulacdo potenciométrica.®” Um exemplo de um cromatograma do

meétodo de teor pode ser visualizado na FIGURA 4.9.

Como podem ser visualizadas nos cromatogramas, duas bandas séo

obervadas para cada composto, uma vez que cada um deles € uma mistura

estereoisomérica.

TABELA 4.6: Condi¢cbes cromatograficas do método desenvolvido.

Deteccdao: Ultravioleta (UV)
Comprimento de onda: 243 nm
Coluna: Phenomenex Kinetex® HILIC fused-core,

dimensbes: 150 x 4,6 mm; 2,6 um de tamanho de particula e

100 A de tamanho de poro

Temperatura da coluna: 20°C
Vazao: 0,8 mL/min
Modo de eluicéo: Isocratico
Volume de injecéo: 10 uL

Tempo de retengdo de lodixanol:  Aproximadamente 22 minutos (banda principal)

Tempo de corrida: 45 minutos
Diluente: Agua : Acetonitrila (20:80, v/v)
Fase mével: Solugéo de &cido férmico 1 mmol-L™ pH 3,2: Acetonitrila

(08:92, viv)
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TABELA 4.7: Tempos de Reten¢des Relativos:

Tempo de Retencgéo Relativo (TRR)

Substéncia o
(bandas principais)
Impureza C 0,8
Impureza D 0,3
Impureza E 0,5
lodixanol 1,0

Imp.DBanda 1

Imp. EBanda 1

Imp. CBanda 1

lodixanol Banda 1

Imp. C
Banda 2

lodixanol Banda 2

FIGURA 4.8: Cromatograma representativo de solucédo contendo as impurezas C, D

e E e o iodixanol no método final desenvolvido para quantificacdo de impurezas.

lodixanolBanda 1

lodixanol Banda 2

FIGURA 4.9: Cromatograma representativo de solu¢do contendo iodixanol no

método final desenvolvido para quantificacéo de teor.

4.3. Validacdo do método analitico

A validagdo do método analitico proposto compreende duas etapas

distintas: a validacdo do método de quantificacdo de impurezas conhecidas C, D e E
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na matéria prima iodixanol e a validacdo do método de quantificacdo de teor da

matéria prima iodixanol.

Como relatado anteriormente, sdo observadas duas bandas principais
para cada composto. Desta forma, as validacdes foram efetuadas com as
somatorias de areas das bandas para cada composto.

4.3.1.Validagcdo do método analitico de impurezas conhecidas

Com as condi¢cbes cromatograficas estabelecidas, o método analitico
desenvolvido para a quantificacdo de impurezas conhecidas C, D e E em iodixanol
foi validado de acordo com as normas preconizadas pela USP 36, capitulo geral
<1225> VALIDATION OF COMPENDIAL PROCEDURES, onde inclusive séo citadas
as normas do ICH. As figuras de mérito avaliadas foram adequabilidade de sistema,
seletividade, curva analitica, precisdo, inter e intradia, exatidao, limites de
guantificacdo e deteccdo, estudos de robustez, e estudos de estabilidade de

solucdes preparadas. 43 44 5859

A analise das impurezas conhecidas e a valida¢do foram conduzidas
de acordo com as condi¢cbes cromatogréaficas descritas anteriormente na TABELA
4.6 (p. 50).

Os intervalos de concentracdo utilizados na construcédo das curvas de
calibracdo foram estipulados de acordo com as especificacdes dos limites maximos
permitidos para a matéria prima iodixanol, de acordo com a monografia descrita na
USP 36. °' Essas especificacdes séo detalhadas na TABELA 4.8.

TABELA 4.8: Especificacdo dos limites maximos de cada impureza conhecida,

preconizado na monografia de iodixanol da USP 36. °’

Composto Especificacao
Impureza C Méaximo: 0,4%
Impureza D Méaximo: 0,2%

Impureza E Méaximo: 0,3%
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Adequabilidade de sistema

Testes de adequabilidade do sistema sao partes integrantes de
métodos cromatograficos e utilizados para verificar se o sistema cromatografico esta
adequado para a analise pretendida. Os testes sdo baseados no conceito de que o
equipamento, as partes eletronicas, as operacdes analiticas, e as amostras a serem
analisadas constituem um sistema integro e podem ser avaliados como tal. ®° A
adequabilidade do sistema é requerida no inicio de todos os ensaios de
guantificacdo de impurezas no iodixanol, inclusive na validacdo do método. A
TABELA 4.9 apresenta os resultados obtidos para o teste de adequabilidade de
sistema, bem como os critérios de aceitacéo; utilizando-se uma solugéo contendo as
concentracbes de 4,96 pg/mL de impureza C, 2,50 pg/mL de impureza D, 3,76
Hg/mL de impureza E, e 4,89 pg/mL de iodixanol.

Como pode ser obervado, os resultados obtidos para o teste de

adequabilidade de sistema estdo de acordo com os critérios de aceitacdo adotados.



TABELA 4.9: Parametros e resultados obtidos de adequabilidade de sistema.

Parametro Teste Resultado Critério de aceitacao
Impureza D
Fator de cauda o 1,1 Entre 0,8-1,5
(banda principal)
Razéo de Fator de capacidade (k) -
distribuic&o de Impureza D 3,7 N&o menos que 0,6
massa (banda principal)
. S Impureza C = 10525 .
Eficiéncia da Componente individual N&o menos que 2000
o Impureza D = 10142
coluna (bandas principais) pratos/coluna
Impureza E = 12132
6 determinacdes da
L solucado padrao de Impureza C = 0,3%
Precisédo do i
) referéncia do mesmo Impureza D = 0,3% CV<2,0%
sistema .
preparo (somatéria de Impureza E = 0,4%
area das bandas)
Entre a Ultima banda do
Resolucéo Impureza C e primeira 3,3 N&o menos que 1,5

Tempo de retengdo
relativo

banda do lodixanol

Retencéo relativa ao pico

principal de lodixanol

(bandas principais)

Impureza C=0,8
Impureza D = 0,3

Impureza E = 0,5

O tempo de retengéo
do pico de interesse
deve ser diferente do

pico de referéncia

Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando-se analises de

diluente, fase movel, de amostra (iodixanol), das impurezas isoladas, e de amostra

fortificada com os analitos (impurezas C, D e E). Os cromatogramas obtidos nédo

apresentaram interferentes, e apresentaram tempos de retencdo distintos, para

todos os analitos estudados, conforme pode ser visualizado na FIGURA 4.10. As

bandas de lodixanol e as impurezas C, D e E apresentaram espectros na regiao do

UV-visivel com pureza cromatografica, indicando que o método é seletivo.
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FIGURA 4.10: Cromatogramas representativos do teste de seletividade.

() = diluente

(i) = fase movel

(i) = iodixanol (4,78 pg/mL)
(iv) = iodixanol (1,24 mg/mL)
(v) = impureza C (4,75 pg/mL)

(vi) = impureza D (2,43 pg/mL)
(vii) = impureza E (3,59 pg/mL)
(viii) = iodixanol (1,19 mg/mL),
fortificado com: impureza C (4,75
pg/mL); impureza D (2,43 pg/mL);
impureza E (3,59 pg/mL)
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Linearidade

As curvas de calibracdo para cada impureza individual foram obtidas
em funcdo das é&reas das bandas cromatograficas, relativas as seguintes
concentragbes: 0,479; 0,992; 1,98; 2,48; 3,47; 3,97; 4,96; 5,95 pg/mL para a
impureza C; 0,0606; 0,499; 0,998; 1,25; 1,75; 2,00; 2,50; 2,99 pg/mL para a
impureza D; e 0,133; 0,753; 1,51; 1,88; 2,63; 3,01; 3,76; 4,52 ug/mL para a impureza
E. As solugbes de calibragdo foram preparadas em triplicatas e 10 pL foram
injetados para cada concentracéo.

As curvas analiticas obtidas sao apresentadas nas FIGURAS 4.11 a
4.13.
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FIGURA 4.11: Curva analitica obtida da impureza C.
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FIGURA 4.12: Curva analitica obtida da impureza D.
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FIGURA 4.13: Curva analitica obtida da impureza E.
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Os coeficientes de determinacéo (R?) obtidos das curvas analiticas das
trés impurezas foram acima de 0,98 e estdo representados na TABELA 4.10,
juntamente com os valores de LOD, LOQ, e as respectivas equacdes das curvas
geradas. Para todas as impurezas, as precisbes expressas pelo coeficiente de
variacao (CV%) das triplicatas foram inferiores a 2%, e as exatidoes apresentaram
desvios menores que 2% do valor nominal em todas as concentragdes das curvas. A
Unica excecdo foi para os limites de quantificacdo, onde as precisfes expressas
pelos coeficientes de variacdo (CV%) das triplicatas obtidos foram de 2,6%; 2,5% e
2,4%; para as impurezas C, D e E, respectivamente. Os resultados obtidos para
cada impureza individual sdo apresentados nas TABELAS 4.11, 4.12 e 4.13. Todos
os resultados obtidos estdo dentro dos critérios de aceitacdo adotados para este

58; 59; 61; 62; 63

estudo, de acordo com as literaturas referenciadas, e sumarizadas na

TABELA 4.14.

TABELA 4.10: Parametros de linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo do

método.
i Faixa de concentragéo . ) LOD LOQ
Analito Equacéo da curva R
(Mg/mL) (Mg/mL)  (pg/mL)
Impureza C 0,479 — 5,95 Y =22951,01X - 1292,62 10,9999 0,191 0,479
Impureza D 0,0606 — 2,99 Y = 25134,43X - 55,29 0,9998 0,0242 0,0606
Impureza E 0,133 —4,52 Y = 24815,58X - 93,79 0,9998 0,0531 0,133

TABELA 4.11: Exatidao e precisdo da curva analitica para a impureza C

Concentragéo Exatidao Ccv
(Hg/mL) (%) (%)
0,479 100 2,6
0,992 102 0,0
1,98 101 1,0

2,48 98,8 0,6
3,47 99,4 0,4

3,97 100 0,8
4,96 101 0,4

5,95 99,8 0,5




TABELA 4.12: Exatidao e precisdo da curva analitica para a impureza D

Concentragao Exatidao Cv
(Hg/mL) (%) (%)
0,0606 99,0 2,5

0,499 101 0,9
0,998 99,8 0,4
1,25 100 0,8
1,75 98,9 0,6
2,00 101 0,0
2,50 101 0,8
2,99 99,7 1,1

TABELA 4.13: Exatidao e precisédo da curva analitica para a impureza E

Concentragdo Exatidao Ccv
(Hg/mL) (%) (%)
0,133 99,2 2,4
0,753 100 0,4
1,51 99,3 0,4
1,88 100 0,5
2,63 99,2 0,6
3,01 101 0,4
3,76 101 1,0
4,52 99,3 0,8

TABELA 4.14: Critério de aceitacdo para curva analitica.

Parametro Critério de Aceitacao

Coeficiente de determinagéo (R? R*20,98

- o Concentragdo do LOQ = 3%
Coeficiente de variacdo (CV%) ]
Demais concentracdes < 2%

Exatid&o (%) Concentracdo do LOQ * 3%
xatidado (%
Demais concentracdes + 5%
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Precisao e Exatidao

Os estudos de preciséo intra e interdia e exatidado, foram conduzidos
com amostras controle de qualidade preparadas em triplicata, em trés diferentes
concentracfes (baixa, média e alta), em relacdo as concentracdes da curva de
calibracdo: 0,574; 2,98; 4,46 pg/mL para a impureza C; 0,0727; 1,50; 2,25 pg/mL
para a impureza D; e 0,159; 2,26; 3,39 pg/mL para a impureza E.

A preciséo e exatidado intra e interdias do método foram determinadas
analisando-se trés replicatas dos trés controles de qualidade, em dias diferentes. A
precisdo foi expressa pelo coeficiente de variagcdo (CV%) e a exatidao foi calculada
através da interpolacdo dos resultados na equacdo da reta obtida na curva de
calibracdo e expressa como porcentagem de desvio entre as concentracoes
nominais e as quantificadas. Os dados estéo apresentados nas TABELAS 4.15, 4.16

e 4.17, e os critérios de aceitacdo sao apresentados nas TABELAS 4.18 e 4.19.

TABELA 4.15: Precisao e exatidao intra e interdias para a impureza C

. Dial (n=23) Dia 2 (h=3) Inter-dias (n = 6)

Concentracdo i i i
Exatidao cv Exatidao Ccv Exatidao Ccv

(Mg/mL)

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,574 102 0,4 99,2 0,1 101 1,8
2,98 102 0,7 100 1.4 101 1,2
4,46 101 0,6 101 0,7 101 0,6

TABELA 4.16: Precisao e exatidao intra e interdias para a impureza D

Dia 1l (n=3) Dia 2 (n=3) Inter-dias (n = 6)
Concentragéao i i i
Exatidédo cv Exatid&do Ccv Exatid&do Ccv
(ug/mL)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,0727 103 0,3 97,5 0,7 100 3,1
1,50 101 0,4 101 0,4 101 0,4

2,25 101 0,4 100 0,5 100 0,5
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TABELA 4.17: Precisao e exatidao intra e interdias para a impureza E

. Dia 1l (n=3) Dia 2 (n=3) Inter-dias (n = 6)
Concentracéo i i -
Exatidao Ccv Exatidao Ccv Exatidao Ccv
(Mg/mL)

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

0,159 100 0,0 101 1,3 101 1,0
2,26 100 0,4 101 1,3 100 0,9

3,39 101 0,2 101 0,4 101 0,3

TABELA 4.18: Critério de aceitacdo para exatiddo

Parametro Determinacédo Critério de aceitacéo

Média de exatiddo em cada Exatiddo de cada Impureza
. . o 95,0 a 105%
nivel de concentracéo individual (C, D, ou E)

TABELA 4.19: Critérios de aceitacao para precisao

Teste Determinacéao Critério de Aceitacao

L ] 9 determinac0es, 3 diferentes
Preciséo intra-dia ~ i CV <5,0%
concentracgdes, 3 replicatas

Precisdo intermediaria 2 dias diferentes;
o . L CV <5,0%
(precisao inter-dias) 18 determinacdes

A precisdo das replicatas dos compostos apresentou coeficientes de
variacdo no maximo em 3,1%, considerando-se os resultados obtidos para todos os
compostos. Os valores de exatiddo variaram entre 97,5 e 103% das concentracdes
nominais. Portanto, os valores estdo dentro dos critérios de aceitacdo para a
guantificacdo de impurezas. A FIGURA 4.14 ilustra um cromatograma obtido no

teste de exatidao.
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FIGURA 4.14: Cromatograma representativo de solu¢cao de controle de qualidade de
concentragdo média, contendo as impurezas C, D e E, nas respectivas
concentragdes: 2,98; 1,50; e 2,26 pg/mL.

Robustez do método e estabilidade de solu¢cdes analiticas

A robustez foi estudada através da avaliagdo dos dados a partir de
pequenas e deliberadas variacdes nos parametros do método analitico, utilizando-se
uma solucao contendo as concentracfes de 4,89 ug/mL de impureza C, 2,41 ug/mL
de impureza D, 3,75 ug/mL de impureza E, e 4,87 pg/mL de iodixanol. As variacdes
compreenderam: temperatura, vazdo, composicdo de fase movel, forca i6nica do
tampéo, pH e diferentes lotes de coluna. Um critério de aceitacédo foi estabelecido,
baseado em niveis aceitaveis de precisdo e exatiddo de andlises por cromatografia
liquida (£ 2%), com o intuito de avaliar se algum parametro em especifico poderia
ser considerado critico para algum dos compostos. Os resultados de robustez sao
apresentados na TABELA 4.20.
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TABELA 4.20: Parametros e resultados obtidos da robustez do método

Exatiddo em relagdo a média da condicao

Atributo Condicao padrdo de trabalho (%)
ImpurezaC Impureza D Impureza E
. 0,6 mL/ min 98,6 99,8 100
Vazéo
1,0 mL/min 98,8 101 101
15°C 100 102 101
Temperatura da coluna
25°C 98,7 101 101
Composicéo de
) 90:10 99,1 101 101
fase mével (vIv)
(ACN: Solucao de acido
formico 1 mmol-L* 94:06 104 101 98,2
pH 3,2)
Forca ionica 0,8 mM 101 99,8 101
(Solucéo de acido
férmico (x) mM pH 3,2) 1,2 mM 101 100 101
pH 3,15 100 100 98,7
[Solucéo de acido
férmico 1 mmOI'L—l 3.25 99 8 100 100
pH ()]
SN: 522135-33;
) 100 101 100
Diferentes lotes de BN: 5568-86
coluna SN: 522034-87;
101 100 101

BN: 5568-86

) critério de aceitacdo: 98,0 a 102%

De acordo com os resultados obtidos, apenas a condicdo de
composicdo de fase mével ACN: Solucdo de &acido formico 1 mmol-L™* pH 3,2; 94:06

(v/v) foi considerada critica para a analise da impureza C.

A estabilidade foi avaliada com a mesma solucdo analitica estudada na
robustez, em temperatura ambiente (20 a 25°C), e a mesma se mostrou estavel por
120 horas (TABELA 4.21). O tempo de estudo foi determinado a partir do teste mais
longo de validacao, ou seja, o tempo de estabilidade de solu¢do deveria ser maior

gue o teste que demandasse mais tempo de andlise.



64

TABELA 4.21: Parametros e resultados obtidos para estabilidade de solugbes

Exatidao em relacéo a

Atributo Tempo (h) média do tempo zero (%)
Impureza C Impureza D Impureza E
0 (inicial) (100) (100) (100)
24 99,2 99,5 99,7
48 100 100 100
Estabilidade da solucdo
72 100 100 100
96 99,6 99,7 99,8
120 99,5 101 100

O critério de aceitacdo: 98,0 a 102%

4.3.2.Validacdo do método analitico de teor de iodixanol

De forma analoga a validacdo do método analitico de impurezas
conhecidas, o método analitico desenvolvido para a quantificacdo de teor de
iodixanol também foi validado de acordo com as normas preconizadas pela USP 36,
capitulo geral <1225> VALIDATION OF COMPENDIAL PROCEDURES. As figuras
de mérito avaliadas foram adequabilidade de sistema, seletividade, curva analitica,
precisao, inter e intradia, exatidao, seletividade, limites de deteccédo e quantificacao,

estudos de robustez, e estudos de estabilidade de solucées preparadas. ** % % 39

A andlise do teor de iodixanol e a validacdo foram conduzidas de
acordo com as condicfes cromatograficas descritas anteriormente na TABELA 4.6
(p. 50).

Os intervalos de concentracdo utilizados na construcdo das curvas de
calibracdo foram estipulados de acordo com a especificacdo proposta para a
determinacdo de teor da matéria prima iodixanol por HPLC, uma vez que este tipo
de especificacdo é o mais usual para ensaios cromatograficos, inclusive citado na
propria USP 36. ® Essa especificacdo é detalhada na TABELA 4.22, bem como a
concentragéo de trabalho adotada.
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TABELA 4.22: Especificagdo proposta para teor de iodixanol por HPLC.

o Concentracéo de trabalho
Composto Especificacéo
(mg/mL)

lodixanol 98,0 a 102% 0,2

Adequabilidade de sistema

A adequabilidade de sistema, conceito ja descrito anteriormente (p. 53),
€ requerida no inicio de todos os ensaios de quantificacdo de teor no iodixanol,
inclusive na validacdo do método. A TABELA 4.23 apresenta os resultados obtidos
para o teste de adequabilidade de sistema, bem como os critérios de aceitacao;
utilizando-se uma solucédo contendo a concentracdo de 0,200 mg/mL de iodixanol.

Como pode ser obervado, os resultados obtidos para o teste de

adequabilidade de sistema estdo de acordo com os critérios de aceitacdo adotados.

TABELA 4.23: Parametros e resultados obtidos de adequabilidade de sistema.

Parametro Teste Resultado Critério de aceitacéo
Razéao de Fator de capacidade (k) -
distribuicéo de lodixanol 13,3 N&o menos que 0,6
massa (banda principal)
Eficiéncia da lodixanol N&o menos que 2000
o 10638
coluna (bandas principais) pratos/coluna

6 determinagbes da

o solugéo padréo de
Preciséo do o
) referéncia do mesmo 0,2% CV <2,0%
sistema »
preparo (somatéria de

area das bandas)
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Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando-se analises de
diluente, fase movel, e de amostra (iodixanol). Os cromatogramas obtidos n&o
apresentaram interferentes, conforme pode ser visualizado na FIGURA 4.15. As
bandas de lodixanol apresentaram espectros na regido do UV-visivel com pureza
cromatografica, indicando que o método é seletivo.
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FIGURA 4.15: Cromatogramas representativos do teste de seletividade.
() = diluente

(i) = fase moével

(iii) = iodixanol (0,200 mg/mL)

Linearidade

A curva de calibracdo foi obtida em funcdo das areas das bandas
cromatograficas, relativas as seguintes concentragfes: 0,160; 0180; 0,200; 0,220;
0,240 mg/mL de iodixanol. As amostras foram preparadas em triplicatas e injetadas

10 pL para cada concentracéo.
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A curva analitica obtida é apresentada na FIGURA 4.16.
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FIGURA 4.16: Curva analitica obtida de teor de iodixanol.

O coeficiente de determinacéo (R?) obtido da curva analitica foi acima
de 0,98 e estéa representado na TABELA 4.24, juntamente com os valores de LOD e
LOQ, e a respectiva equacdo da curva gerada. Por tratar-se de um ensaio de
guantificacdo de teor, o estudo de LOQ foi conduzido, entretanto, ndo faz parte da
curva analitica. As precisbes expressas pelo coeficiente de variacdo (CV%) das
triplicatas foram inferiores a 2%, e as exatidées apresentaram desvios menores que
2% do valor nominal em todas as concentracdes da curva. Contudo, para o limite de
guantificacdo, a precisdo das triplicatas obtidas foi de 5,5%, para uma solucéo
contendo 0,701 pg/mL de iodixanol, que apresentou uma relacéo sinal ruido (S/N) de
11:1. Outra solucao foi avaliada, de concentragcdo de 1,00 pug/mL, que apresentou
precisdo das triplicatas de 3,6%, e relagéo sinal ruido (S/N) de 16:1. Dessa forma, 0s
dois valores de LOQ sao apresentados. Os resultados individuais obtidos para o

lodixanol sdo apresentados na TABELA 4.25. Todos os resultados obtidos estao
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dentro dos critérios de aceitacdo adotados para este estudo, de acordo com as
literaturas referenciadas, °% > %92 %3 & symarizadas na TABELA 4.26.

TABELA 4.24: Parametros de linearidade e limite de quantificacdo do método.

Faixa de
) . . 5 LOD LOQ
Analito concentragéo Equacéo dacurva
(Mg/mL) (Mg/mL)
(mg/mL)
0,701 1,00

_ Y = 22016716,38X +
lodixanol 0,160 — 0,240 0,9983 0,300 (SIN=11:1; (S/N=16:1;

61333,67
CV=55%) CV =3,6%)

TABELA 4.25: Exatidao e precisédo da curva analitica para o iodixanol

Concentragéo Exatiddo Cv
(Hg/mL) (%) (%)
0,160 100 1,1
0,180 100 0,6
0,200 100 0,0
0,220 101 0,9
0,240 99,2 0,2

TABELA 4.26: Critério de aceitacdo para curva analitica.

Parametro Critério de Aceitacao
Coeficiente de determinagéo (R? r* 20,98
Coeficiente de variacdo (CV%) CV<=<2%

Exatidao (%) + 2%
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Precisao e Exatidao

Os estudos de preciséo intra e interdia e exatidao, foram conduzidos
com amostras controle de qualidade preparadas em triplicata, em trés diferentes
concentracfes (baixa, média e alta), em relacdo as concentracdes da curva de
calibracao: 0,175; 0,216; 0,236 mg/mL para o iodixanol.

A precisao e exatidao intra e interdias do método foram determinadas
analisando-se trés replicatas dos trés controles de qualidade, em dias diferentes. A
precisao foi expressa pelo coeficiente de variagdo (CV%) e a exatidao foi calculada
através da interpolacdo dos resultados na equacdo da reta obtida na curva de
calibracdo e expressa como porcentagem de desvio entre as concentracbes
nominais e as quantificadas. Os dados estdo apresentados na TABELA 4.27 e os
critérios de aceitacéo sao apresentados nas TABELAS 4.28 e 4.29.

TABELA 4.27: Precisao e exatidao intra e interdias para o iodixanol

. Dial (n=23) Dia 2 (h=3) Inter-dias (n = 6)
Concentracdo i i i
Exatid&do cv Exatid&do Ccv Exatid&o Ccv
(mg/mL)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,175 98,9 0,6 99,4 0,0 99,4 0,5
0,216 101 0,3 101 0,5 101 0,4
0,236 100 0,6 99,0 0,2 99,6 0,8
TABELA 4.28: Critério de aceitacdo para exatidao
Parametro Determinacéao Critério de aceitacéo

Média de exatiddo em cada )
i Exatid&éo 98,0 a 102%
nivel de concentragéo
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TABELA 4.29: Critérios de aceitacdo para precisdo

Teste Determinacéao Critério de Aceitacao

L ) 9 determinacdes, 3 diferentes
Precisao intra-dia - ) CV<2,0%
concentracdes, 3 replicatas

Precisdo intermediaria 2 dias diferentes;
L ) L CV <2,0%
(preciséo inter-dias) 18 determinagdes

A precisdo das replicatas apresentou coeficientes de variagdo no
maximo de 0,8%. Os valores de exatiddo variaram entre 98,9 e 101% das
concentracdes nominais. Portanto, os valores estdo dentro dos critérios de aceitacao
para a quantificacao de teor.

Robustez do método e estabilidade de solu¢cdes analiticas

A robustez foi estudada através da avaliacdo dos dados a partir de
pequenas e deliberadas variacdes nos parametros do método analitico, utilizando-se
uma solucdo contendo a concentracdo de 0,204 mg/mL de iodixanol. As variacdes
compreenderam: temperatura, vazao, composicdo de fase movel, forca ibnica do
agente tamponante, pH e diferentes lotes de coluna. Um critério de aceitacédo foi
estabelecido, baseado em niveis aceitaveis de precisdo e exatiddo de analises por
cromatografia liquida (£ 2%), com o intuito de avaliar se algum parametro em
especifico poderia ser considerado critico. Os resultados de robustez sé&o
apresentados na TABELA 4.30.
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TABELA 4.30: Parametros e resultados obtidos da robustez do método

Exatidao em relacédo a

média da condicdo padrédo

Atributo Condicéo “
de trabalho (%)
lodixanol
. 0,6 mL/ min 100
Vazéo
1,0 mL/min 101
15°C 102
Temperatura da coluna
25°C 101
Composicéo de
i 90:10 99,0
fase mével (VIv)
(ACN: Solucao de acido
férmico 1 mmol-L™ pH 94:06 100
3,2)
Forga ionica 0.8 mM 101
[Solucao de acido
p . -1
férmico (x) mmol-L 1,2 mM 101
pH 3,2]
pH 3,15 101
[Solucéo de acido
férmico 1 mmol-L™* 395 102
pH ()]
SN: 522135-33;
_ 100
Diferentes lotes de BN: 5568-86
coluna SN: 522034-87,;
100

BN: 5568-86

O critério de aceitacéo: 98,0 a 102%

De acordo com os resultados obtidos, nenhuma condicdo foi

considerada critica para a analise de teor de iodixanol.

A estabilidade foi avaliada com a mesma solucéo analitica estudada na
robustez, em temperatura ambiente (20 a 25°C), e a mesma se mostrou estavel por
120 horas (TABELA 4.31). O tempo de estudo foi determinado a partir do teste mais
longo de validacao, ou seja, o tempo de estabilidade de solucdo deveria ser maior

gue o teste que demandasse mais tempo de andlise.
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TABELA 4.31: Parametros e resultados obtidos para estabilidade de solucdes

Exatidao em relacdo a média

Atributo Tempo (h) do tempo zero (%)
lodixanol
0 (inicial) 100
24 98,7
48 99,0
Estabilidade da solucdo
72 100
96 100
120 100

O critério de aceitacéo: 98,0 a 102%

4.4. Aplicagao dos métodos

A aplicacdo dos métodos de impurezas e de teor foi demonstrada a
partir da analise de trés diferentes lotes de amostras de matéria prima iodixanol. Os
resultados obtidos na quantificacdo das impurezas C, D e E, bem como o teor de

iodixanol nessas amostras sdo apresentados na TABELA 4.32.

TABELA 4.32: Analise de impurezas C, D e E, e teor em trés diferentes lotes de

amostras de matéria prima iodixanol.

Impureza C Impureza D Impureza E Teor

Amostra
(%) (%) (%) (%)
Lote #1 N&o detectado Nao detectado 0,02 100
Lote #2 N&o detectado Nao detectado 0,07 100
Lote #3 N&o detectado Nao detectado 0,10 97,0

Para os resultados de quantificacdo de impurezas, todos os lotes
atenderam as especificagdes descritas na TABELA 4.8 (p. 52). Na quantificagdo de
teor, observou-se que os lotes #1 e #2 atendem a especificacdo proposta na

TABELA 4.22 (p. 65), enquanto que o lote #3 encontra-se fora de especificacéo.
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Com relagéo ao lote# 3 foi relatado, no certificado do fabricante, um
resultado de pureza de 95% do material em questdo. Portanto, foi efetuada uma
investigacdo do conteddo de agua por titulagdo potenciométrica (Karl Fischer) deste
lote, sendo encontrado o valor de 3,36% (m/m) de teor de agua no mesmo. O
resultado de conteddo de agua encontra-se de acordo com o especificado no
compéndio da USP 36 (maximo 4,0% m/m de agua). Dessa forma, é justificado o
resultado de teor encontrado para este lote.

A FIGURA 4.17 representa os cromatogramas obtidos das amostras
dos lotes #1, 2 e 3 para a quantificacdo de teor. O cromatograma do lote #1
representado foi obtido com uma solucdo de concentracdo de amostra de 0,200
mg/mL, o cromatograma do lote #2 representado foi obtido com uma solugéo de
concentracdo de amostra de 0,198 mg/mL, enquanto que para o cromatograma do
lote #3 representado foi obtido com uma solucdo de concentracdo de amostra de
0,209 mg/mL.

lodixanol Banda 1 lodixanol Banda 1

wnl (i) (1))

lodixanol Banda 2

lodixanol Banda 2
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o 500 10.00 15.00 2000 2500 30.00 3500 40.00 45.00
ey

FIGURA 4.17: Cromatogramas representativos de solugdes amostra de iodixanol na

guantificagcéo de teor.
(i) = lote #1

(ii) = lote #2

(iii) = lote #3



74

As amostras foram quantificadas através de uma curva de calibragéo
obtida em funcdo das &areas das bandas cromatogréaficas, relativas as seguintes
concentragdes: 0,172; 0,212 e 0,232 mg/mL para o iodixanol.

O coeficiente de determinacdo (R?) obtido da curva analitica foi acima
de 0,98 e esta representado na TABELA 4.33, juntamente com a respectiva equagéo
da curva gerada.

TABELA 4.33: Parametros da curva analitica obtida na aplicagcdo do método de teor.

Faixa de

Analito concentracdo Equacdo da curva R?
(mg/mL)

lodixanol 0,172 — 0,232 Y =23087114X - 385764 0,9999

A FIGURA 4.18 representa os cromatogramas obtidos das amostras
dos lotes #1, 2 e 3 para a analise de impurezas C, D e E. O cromatograma do lote
#1 representado foi obtido com uma solugcdo de concentracdo de amostra de 1,19
mg/mL, o cromatograma do lote #2 representado foi obtido com uma solucdo de
concentracdo de amostra de 1,20 mg/mL, enquanto que para o cromatograma do
lote #3 representado foi obtido com uma solucdo de concentracdo de amostra de
1,20 mg/mL.
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FIGURA 4.18: Cromatogramas representativos de solu¢cdes amostra de iodixanol na

guantificacdo de impurezas conhecidas.

(i) = lote #1
(i) = lote #2
(iii) = lote #3

A quantificacdo de impurezas conhecidas nas amostras foi conduzida

de forma analoga ao teor, através de curvas de calibracGes obtidas em funcédo das

areas das bandas cromatogréficas, relativas as seguintes concentracdes: 0,580;
3,02; 4,52 pug/mL para a impureza C; 0,0727; 1,48; 2,23 ug/mL para a impureza D; e

0,161; 2,24; 3,27 pg/mL para a impureza E.

Os coeficientes de determinacéo (R?) obtidos das curvas analiticas das

trés impurezas foram acima de 0,98 e estdo representados na TABELA 4.34,

juntamente com as respectivas equacdes das curvas geradas.
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TABELA 4.34: Parametros das curvas analiticas obtidas na aplicacdo do método de

Impurezas conhecidas.

Faixa de concentracédo

Analito Equacdo dacurva R?
(Mg/mL)
Impureza C 0,580 — 4,52 Y =18124,08X + 0,27 0,9999
Impureza D 0,0727 — 2,23 Y = 25364,53X + 70,50 1,0000
Impureza E 0,161 - 3,27 Y = 24078,15X + 95,00 1,0000

As amostras foram, entéo, quantificadas de acordo com as respectivas
equacOes geradas para as andlises de impurezas e de teor.
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5. CONCLUSOES

O método desenvolvido e validado neste presente trabalho apresentou
conformidade com as normas preconizadas pela USP 36 ** e com os critérios
estabelecidos. Com os resultados de preciséo e exatidao obtidos, podemos concluir
gue o mesmo € eficaz tanto para a analise de impurezas conhecidas, C, D e E, bem

como para a quantificacao de teor na matéria-prima iodixanol.

A coluna fused-core utilizada mostrou-se eficaz para as referidas
analises, demonstrando sua capacidade de alta eficiéncia mesmo em sistemas
convencionais de HPLC, condizente com a oOtima transferéncia de massas

caracteristica deste tipo de coluna analitica.

Foram avaliados os modos de eluicdo reverso e por interagéo
hidrofilica (HILIC). A avaliagdo no modo reverso foi conduzida com colunas de
diferentes seletividades e o uso de triangulo de seletividade de solventes foi
aplicado, sendo os solventes utilizados metanol, acetonitrila e THF. Entretanto, ndo
se atingiu a seletividade desejada no modo reverso, devido ao fato dos compostos
apresentarem fatores de retencdo proximos. Por outro lado, na avaliacdo do modo

HILIC, o método desenvolvido apresentou boa seletividade.

Os métodos desenvolvidos podem ser facilmente transferidos para
deteccdo por espectrometria de massas (LC/MS), uma vez que as condi¢cdes

cromatograficas sdo compativeis.

Este trabalho reporta, pela primeira vez, um método de andlise das
impurezas C, D e E na matéria-prima iodixanol em uma Unica corrida cromatografica.
O método de teor desenvolvido apresenta vantagens em relacdo ao descrito na
monografia de iodixanol da USP 36, °" uma vez que o mesmo consiste de uma
titulacdo potenciométrica ao invés de um método cromatografico, com o beneficio de

ser mais seletivo.
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