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Adipirona é um dos farmacos mais utilizados no Brasil, sendo um medicamento seguro, com bom
custo beneficio e seguro, com base nas diretrizes da Organizagdo Mundial da Saude. Contudo,
para garantir sua eficacia, € necessario que o produto deve ter suas caracteristicas preservada.
Dessa forma, este estudo teve como objetivo investigar os produtos obtidos a partir da degra-
dacgao de dipirona injetavel. A metodologia utilizada consiste em um estudo de estabilidade de
uma amostra de dipirona injetavel 500mg/mL feito realizado em um Laboratério de Controle de
Qualidade Fisico-Quimico de uma Industria Farmacéutica em Goias. A partir dos resultados, foi
possivel observar que a amostra de dipirona utilizada nao atendeu do procedimento operacional
padréo (2,5%) para a soma de impurezas. Contudo, a partir do teste de citotoxicidade, notou-se
que os produtos gerados nao apresentam efeitos mutagénicos. Ao final foi determinado um novo
protocolo de operagao padrao com o aumento da soma total de impurezas para 3,3% ja que este
nao gera produtos mutagénicos.

Palavras-chave: estabilidade. dipirona. degradagéo.

Dipyrone is one of the most used drugs in Brazil, being a safe, cost-effective and safe drug, ba-
sed on the guidelines of the World Health Organization. However, to ensure its effectiveness, it
is necessary that the product must have its characteristics preserved. Thus, this study aimed to
investigate the products obtained from the degradation of injectable dipyrone. The methodology
used consists of a stability study of a 500mg/mL injectable dipyrone sample carried out in a Physi-
cal-Chemical Quality Control Laboratory of a Pharmaceutical Industry in Goias. From the results,
it was possible to observe that the dipyrone sample used did not meet the standard operating
procedure (2.5%) for the sum of impurities. However, from the cytotoxicity test, it was noted that
the products generated do not show mutagenic effects. At the end, a new standard operation
protocol was determined with the increase of the total sum of impurities to 3.3% since it does not
generate mutagenic products.

Keywords: stability. dipyrone. degradation.

A priori € importante salientar que a Dipirona Sédica € um farmaco que pertence a familia
das pirazolonas, sendo o analgésico antipirético mais utilizado no Brasil. Possui uma excelente
agao antipirética e analgésica, € disponibilizada em comprimidos via oral, liquidas e injetaveis.
(RODRIGUES et al, 2021).

Cabe destacar ainda que a dipirona injetavel possui uma agao rapida de 30 a 60 minutos,
sendo ela um AINE (anti-inflamatorio n&o esteroide), indicada para dores de intensidades leves a
medianas, pode ser administrada com outros tipos de medicamentos, considerada como opioide,
que em associagao pode ser benéfica ao paciente (ROMEU; GORCZAK; VALANDRO, 2019).

De forma geral, esse medicamento apresenta grande importancia na pratica clinica no



Brasil, pois atende a definicdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para medicamentos
essenciais como aqueles que atendam as necessidades prioritarias da populagdo com eficacia,
seguranca e custo-efetividade e por isso é colocada como medicamento essencial nas formas de
solucéo oral e injetavel na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) (POIANI;
SCHMIDT; MARTINEZ, 2020).

Tal importancia clinica é valida se o medicamento for eficaz, com a conservagédo das
suas caracteristicas. Por esta razao, durante um tempo determinado, sao realizados estudos de
estabilidade, cujos resultados devem estar dentro dos limites especificados (BRASIL, 2019).

A estabilidade pode ser definida como a capacidade de um produto em manter suas pro-
priedades e caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas dentro dos limites especificados,
por todo seu periodo de armazenamento. Os estudos de estabilidade fornecem informacdes
necessarias para avaliar a segurancga e eficacia dos medicamentos (ARANTES, 2018).

Os estudos de estabilidade sao classificados em acelerado, de longa duracéo e de acom-
panhamento. O primeiro deles, possui finalidade de acelerar a degradagao quimica e/ou mudan-
cas fisicas de um produto farmacéutico através da exposi¢ao do medicamento a condi¢cdes de
estresse, como luz, temperatura, calor, umidade, entre outras. Tem como objetivo determinar o
prazo de validade provisorio e condi¢des de armazenamento (BRASIL, 2019).

O estudo de estabilidade de longa duragcéo tem como finalidade permitir a verificagao das
caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico para estabelecer
ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condi¢des de armazenamento do produto. To-
davia, diferente do estudo acelerado, o de longa duracéo € projetado a condigbes de temperatura
e umidade menos elevadas (BRASIL, 2012).

No que se refere ao estudo de estabilidade de acompanhamento, este € realizado apos
o0 inicio da comercializagao do produto, com intuito de verificar a manutencao das caracteristicas
fisicas, quimicas, biolégicas e microbioldgicas previstas nos estudos de longa duragéo. Apresen-
ta-se como principal objetivo verificar se ndo foi introduzida nenhuma mudanga na formulagéo ou
no processo de fabricacdo que possa afetar a estabilidade do produto, logo tem como objetivo
monitorar e confirmar o prazo de validade para o medicamento ou IFA (BRASIL, 2019).

Partindo-se dessa premissa, cabe salientar acerca dos produtos de degradagao, estes
sdo compostos originarios da degradacéo do principio ativo ou excipientes da formulagcao. Tais
podem surgir durante o armazenamento do medicamento ou quando expostos a condi¢cdes de
estresse (ARANTES, 2018).

A degradacgao consiste em um conjunto de produtos de degradacéo que se da através
dos insumos farmacéuticos ou através de medicamentos que sdo expostos a diversas situacdes
como, por exemplo, a temperatura, pH, tempo, umidade e oxidagao. Este método é utilizado
para estabelecer a seguranca biolégica e a avaliacdo de dados que atestam a seguranga das
impurezas de forma individual ou especificas. Por meio dos estudos de estabilidade, € possivel
monitorar a formacgao de produtos de degradacéao, os quais podem ser responsaveis pela inativi-
dade terapéutica ou toxicidade do medicamento. (BRASIL, 2019).

A perda de estabilidade pode acarretar a perda da poténcia, alterando a concentragéo do
farmaco, por conseguinte reduzindo a dose terapéutica destinada ao paciente, além de formar



produtos de degradacao que podem ser toxicos (BRASIL, 2015). Os compostos 4-metilaminoan-
tipirina (MAA) e 4-aminoantipirina (4-AA), mostrados na Figura 1, sdo os dois principais produtos
de degradacao em solugdes injetaveis de Dipirona. O efeito analgésico da Dipirona se refere a
interacdo desses dois compostos (FREITAS, 2018).

HyC—NH CH3 HN CH,
N 3 O N/ CH,
MAA 4-AA

O conhecimento de tais produtos de degradacao e, por conseguinte a identificagao de
indicios de toxicidade/ ineficacia ou ndo, é fundamental para ambito industrial antes da liberagao
para comercializagdo do produto principalmente no quesito; custos. Deste modo, os ensaios de
estabilidade realizados com métodos qualitativos e quantitativos garantem a qualidade e eficacia
do medicamento durante seu prazo de validade no mercado.

O objetivo deste trabalho foi apresentar, na forma de relato de caso, a identificagéo, o
relato e discussao acerca dos produtos de degradagao gerados durante um estudo de estabi-
lidade longa duracédo do produto Dipirona Injetavel de uma Industria Farmacéutica do Distrito
Agroindustrial de Anapolis (DAIA).

O presente estudo consistiu em um relato de caso, a partir de um estudo de estabilidade
de longa duragéo, com enfoque na pesquisa de substancias de degradacao, do produto Dipirona
Injetavel 500mg/mL, realizado no Laboratério de Controle de Qualidade Fisico-Quimico de uma
Industria Farmacéutica, situada no Distrito Agroindustrial de Anapolis (DAIA), que consentiu em
fornecer os dados de forma anénima. O experimento foi realizado com autorizacdo devida do
gestor da area.

Os dados obtidos foram compilados e avaliados para discusséao frente as legislagdes es-
pecificas, como a Resolugéo da Diretoria Colegiada — RDC n° 318/2019 e Resolugao da Diretoria
Colegiada RDC n°® 45/2012 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e de literatura
cientifica especializada disponivel em bancos de dados como Scielo, Medline, LILACs, utilizan-
do descritores como; estudos em estabilidade, produtos de degradagao e Dipirona Sddica, no
periodo de 2020.

Para realizacado do estudo de estabilidade foram necessarios equipamentos calibrados
e validados. Para realizagdo da anadlise foi necessario seguir detalhadamente o procedimento



operacional padrao interno. Os resultados obtidos foram registrados em planilhas.

Protocolo industrial de estudo de estabilidade

A priori é importante salientar os reagentes e equipamentos utilizados para realizagao
das analises segue entdo um protocolo de analise industrial. A Tabela 1 especifica o fabricante e
grau de pureza dos reagentes utilizados e a tabela 2, os equipamentos.

Tabela 1- Reagente, fabricante e grau de pureza dos reagentes utilizados na analise.

Reagentes Fabricante Pureza
Fosfato de Potassio Monobasico J.T.Baker 99,5%
Trietilamina Anidrol 99,0 %
Acido Fosférico Neon 85%
Metanol J.T.Baker -

Fonte: Autora (2022).

Tabela 2- Marca e modelo dos equipamentos utilizados.

Equipamento Marca Modelo

Balancga analitica Mettler Toledo XPS205

HPLC Anidrol 1260

Coluna Inertsil ODS-3
250x4,6mmm 5um

Ultrasson Elmasonic S 150

Fonte: Autora (2022).
Preparo das solugoes

Preparacao da Solugao Tampao 0,05 M PH 6,2

Pesar 6,9 g de Fosfato de Potassio Monobasico em 800 mL de agua purificada. Ajustar
o PH com trietilamina para 6,8. Posteriormente ajustar o pH com acido fosférico para 6,2. Com-
pletar o volume para 1000 mL com agua purificada, homogeneizar e filtrar.

Preparacao da solugcao padrao diluida

A principio ambientar todas as vidrarias com metanol antes do uso. Pesar, analiticamen-
te, o equivalente a 14,6 mg de 4-metilaminoantipirina HCI (equivalente a 12,5 mg de 4 -metila-
minoantipirina). Transferir para um baldo volumétrico de 100 mL, adicionar 30 mL de metanol e
levar ao ultrassom por 10 minutos até a solubilizagdo completa. Esfriar a temperatura ambiente e
completar o volume com metanol, homogeneizar. Em seguida, transferir volumetricamente 5 mL
dessa solugao para um baldo volumétrico de 50 mL, completar o volume com metanol e homo-
geneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 ym e transferir para um vial @mbar apropriado. (Cp=
0,0125 mg/ mL de 4-metilaminoantipirina).

Preparacao da solugao padrao de confirmagao

Proceder conforme preparagéo da solugéo padrao diluido. (Cp= 0,0125 mg/ mL de 4-me-
tilaminoantipirina).
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Preparacao da solugao amostra

Transferir 1mL da amostra (equivalente a 500 mg Dipirona Sédica Monohidratada) para
um baldo de 100mL. Adicionar 30 mL de metanol, agitar vigorosamente para homogeneizagao
completa. Posteriormente completar o volume com metanol, homogeneizar. Transferir volume-
tricamente 2 mL dessa solucédo para um baldo de 20 mL, completar o volume com metanol e
homogeneizar. Filtrar em membrana PVDF 0,45 pm e transferir para um vial &mbar apropriado.
(Ca= 0,5 mg/ mL de Dipirona Sédica Monohidratada)

Condicoes Cromatograficas

Na Tabela 3 estéao listadas as condigbes cromatograficas utilizadas. Na tabela 4 pode se
observar a preparagao da fase mével por meio do gradiente.

Tabela 3 - Condi¢cdes cromatograficas do método

Condi¢gdes Cromatograficas

Fluxo 1,5mL /min

Temperatura 25°C

Comprimento de onda 245 nm

Tempo de rotacao Entre 7,5 a 9,1 minutos para dipirona.

Entre 9,9 e 11,6 minutos para 4- metilaminoantipirina
Tempo de corrida Aproximadamente 15 minutos

Fonte: Autora (2022).

Tabela 4 - Gradiente

Tempo (minutos) % Solugcdao Tampao Fosfato 0,05M PH 6,2 %Metanol
0 70 30
3 70 30
8 50 50
9,5 40 60
12 70 30
15 70 30

Fonte: Autora (2022).

RESULTADOS

A priori € importante salientar que para a realizagado de analises de medicamentos de-
ve-se obrigatoriamente seguir a regulamentagdo dos compéndios, seja farmacopeia brasileira,
americana ou europeia. Cabe destacar ainda, que no caso de a industria optar por um padrao
operacional interno, € necessario que todo procedimento seja registrado e validado.

O teste de produtos de degradagao tem por objetivo monitorar a formagao de produtos
de degradacéo, os quais podem ser responsaveis pela inatividade terapéutica ou toxicidade do
medicamento. Por esta razdo atentou-se as normas seguidas para execugao do estudo de esta-
bilidade. No grafico apresentado na Figura 2 pode-se observar os resultados encontrados.

Figura 2 - Amostra do estudo de estabilidade de longa duragao: Produtos de degradacao
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No estudo observou-se os seguintes resultados: na analise inicial obteve-se Nenhuma
Impureza Detectada (NID), na analise de trés meses encontrou-se 2,2739%, na terceira analise,
a de seis meses o0 achado foi de 2,2827% e na de nove meses alcancou 2,3245%. Com base
nesses valores, observa-se que a partir da analise de trés meses as amostras apresentaram
valores bem préximos ao limite da faixa especificada que de acordo com o procedimento opera-
cional interno para avaliagéo € de nao mais que 2,5 % para soma das impurezas.

Nesse caso, foi necessario realizar uma investigacao para definir o problema especifico,
ou seja, verificar se esse resultado obtido se deveu a erro analitico de execugao, problemas de
variagao de equipamentos ou, se realmente, essa alteracdo nos valores obtidos se referiram a
degradacédo da amostra em estudo.

Deste modo, a principio realizou-se um Protocolo de Medidas Investigativas (PMI). Esse
protocolo é divido em trés partes: a primeira consiste em injetar o padrao anterior para avaliar
a area do padrao, descartando uma possivel variagdo de equipamento. A segunda consiste em
uma nova filtragem da mesma amostra preparada na bancada e injetar novamente no mesmo
equipamento, se a area confirmar, descarta-se uma possivel variacédo por filtro. E no que se
refere a terceira parte, essa consiste em realizar uma nova diluigdo da amostra, para verificar se
o analista ndo pipetou de forma errbnea. Cabe salientar que essas etapas sao realizadas tanto
nos padrées quanto nas amostras, ou seja, uma reinjecado de ambos, uma nova filtragdo e nova
diluigao.

ApOs a realizagdo desses procedimentos, com o diagnodstico da causa aparente dessa
alteracgao, realiza-se somente uma repeticao do teste, caso contrario, € necessario realizar um
reteste. No reteste, prepara-se um novo padrao para verificar se area esta reproduzindo, o que
ira descartar a possibilidade de um erro analitico. Posteriormente, prepara-se cinco amostras
que sao injetadas apos padrao. Todos os resultados, tanto o inicial, quanto das cinco repeticdes
sdo langados em planilhas validadas e anexados ao laudo de investigagédo. Essa planilha faz a
avalicao dos dados e traca um parametro onde confirma qual média sera utilizada como resulta-
do final. Deste modo, se a investigagao concluir que a primeira analise esta dentro do adequado,
o resultado permanece, caso contrario, o resultado da investigagdo sera baseado na média das
cincos amostras.

No estudo de estabilidade em questao, essa investigagéo foi realizada a partir dos trés
meses até a analise de nove meses e observou-se que a porcentagem de impurezas estava
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aumentando. Sendo assim, foi necessario terceirizar uma analise com objetivo de avaliar o po-
tencial mutagénico da amostra de dipirona monoidratada 500mg/mL Solugéo injetavel. Foi re-
alizado um teste preliminar de citotoxicidade para a determinagao dos limites de concentragéo,
citotoxicidade e solubilidade da substancia utilizando-se o método de incorporacgao direta de pla-
ca, na auséncia de ativagao metabdlica, com cepa TA 100 nas concentragdes de 15, 50, 150,500,
1500, 5000 pg/placa. O teste definitivo foi realizado na auséncia e presenca de um sistema de
ativacao metabdlica (mistura S9).

Vale destacar que todas as concentragdes foram testadas em triplicata na auséncia e na
presenca de ativacao metabdlica. Os resultados encontrados em ambos os experimentos foram
negativos para as cepas TA98, TA100, TA102, TA 1535, TA1537, logo, concluiu-se que esses
produtos de degradagao gerados na amostra de dipirona durante o estudo de estabilidade longa
duragéo nao apresentam efeito mutagénico nas condigdes descritas. Apos obtencéo desses re-
sultados, foi necessario ajustar o procedimento operacional padrao aumentando a especificagao
das somas das impurezas para 3,3%, pois estes ndo apresentarem efeito mutagénico.

O estudo de estabilidade longa duracdo de Dipirona Sédica injetavel realizado no La-
boratério de Controle de Qualidade Fisico-Quimico de uma Industria Farmacéutica, situada no
Distrito Agroindustrial de Anapolis (DAIA), ndo atendeu os requisitos estabelecidos pelo proce-
dimento operacional padrao (2,5% para a soma de impurezas), todavia, apds a realizagdo da
investigacao e posterior terceirizagéo do teste preliminar de citotoxicidade, observou-se que os
produtos de degradagdes encontrados durante o estudo de estabilidade ndo apresentavam efei-
to mutagénico. Deste modo, foi realizada uma revisao do protocolo operacional padrdao e aumen-
tou-se a especificagdo para 3,3% (soma total de impurezas).

A Dipirona Sédica apresenta uma importancia clinica significativa, e é largamente utiliza-
da pelos brasileiros, logo, foi fundamental a realizagdo do estudo de estabilidade para monitorar
a formacao de produtos de degradacéo, os quais poderiam ser responsaveis pela inatividade
terapéutica ou toxicidade do medicamento.

Considerando os dados obtidos observou-se a relevancia da realizacdo do estudo de
estabilidade, demonstrando que o estudo nao é realizado apenas para determinar o prazo de
validade do medicamento, mas sim, demonstrar o quanto as analises desses produtos de de-
gradacao sao essenciais para garantir a eficacia e seguranga do medicamento, e por quanto
tempo esses medicamentos estariam seguros no mercado perante a influéncia de fatores como
temperatura e umidade.
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