o Controle integrado para fabricacio de
Aripiprazol com o Agilent 1120 Compact
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Resumo
O Agilent 1120 Compact LC é um sistema ideal para cromatografia
liquida convencional em escala analitica. O LC é projetado para
p N utilizacdo simplificada, desempenho confiavel e indicado para analise
Equipamento Agilent de medicamentos devido a sua capacidade de conseguir tempos de
* Agilent 1120 Compact LC retencio e dreas de pico muito precisos. Essa nota de aplicacio mostra:

e Coluna ZORBAX Eclipse XDB C18
¢ Excelente precisdo de tempo de retencdo, com desvio padrao relativo

Area de aplicac
rea , e i.ip |cagaoA ' (DPR) < 0,07%
e |ndGstria farmacéutica:
QA/QC, fabricacao de medicamentos ¢ Excelente precisdo de area, com DPR < 0,25% em picos separados na
g J linha de base.
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Introducéo

Durante a fabricacio dos APIs é
obrigatério monitorar os niveis de
precursores ou subprodutos for-
mados durante as reacoes quimi-
cas. Para garantir esses critérios,
analistas precisam conduzir varios
processos chamados analises inte-
gradas. A HPLC é uma técnica ge-
ralmente usada, principalmente
porque ela separa analitos indivi-
duais e também ajuda a executar
analises qualitativa e quantitativa.
Os métodos de cromatografia de-
senvolvidos devem ser robustos e
confiaveis por muitos anos.

O objetivo deste estudo é desen-
volver um método de HPCL para a
analise de Aripiprazol e seus pre-
cursores com a especificidade e
sensitividade desejadas. Esta Nota
de aplicacao descreve as vanta-
gens obtidas com o controle inte-
grado da Aripiprazol por meio de
cromatografia liquida de alto de-
sempenho em fase reversa (RP-
HPCL). A capacidade de executar
controle integrado total das amos-
tras feitas durante todo o curso do
processo foi destacada.

Experimental

Equipamento

O sistema Agilent 1120 Compact

LC incluiu:

e Uma bomba gradiente com mis-
tura em baixa pressao

e Um amostrador automatico com
bandeja de frascos

e Um compartimento de coluna
para coluna de até 250 mm de
comprimento

e Um detector de comprimento de
onda variavel (VWD)

/7 N
|l
. /
Figura 1
Agilent 1120 Compact LC.
e N
cl cl o omo
—\ N H
N NH + H
/ —
Q N4>
i <>N Cl
BrH20 cl

. /
Figura 2

A sintese de Aripiprazol a partir dos materiais basicos 1 e 2.

Foi usada uma coluna ZORBAX
Eclipse XDB C18, 5 pm,
150 x 4,6 mm.

O instrumento foi controlado pelo
software Agilent EZChrome Elite
Compact Compliance.

Reacao sintética

O medicamento antipsicética Ari-
piprazol e seus dois materiais ba-
sicos foram usados no estudo.
Hidrocloreto 1-(2,3-Diclorofenil)
piperazine (material basico 1) e 7-
(4-bromobutoxi)-3,4-dihidrocar-

boestiril (material basico 2) sdo os
dois materiais basicos para sintese
de Aripiprazol. O esquema sintético
€ mostrado na figura 2.

Amostras

Para simular as amostras de con-
trole integradas, preparamos a-
mostras com concentracoes varia-
das dos materiais basicos 1 e 2 e
do produto Aripiprazol. Durante a
reacao, as concentracoes dos ma-
teriais basicos diminuem, enquan-
to a concentracao do produto
aumenta.



Parametros cromatograficos Linha Local Nome da amostra # Injecdes Volume de injego (pL)
Foram realizados experimentos 5

para estabelecer as melhores con-
dicoes cromatograficas para a a-
nalise de Aripiprazol e compostos
relacionados. Com base nesses ex-
perimentos, as seguintes condi-
coes foram escolhidas:
e Amostra: Hidrocloreto 1-(2,3-di-
clorofenil)pi-perazine, 7-(4-bro- Tabela 1
mobutoxi)-3,4-dihidrocarboestiril ~ Tabela de seqiiéncia para a analise.
e Aripiprazol 8- ~
e Coluna: ZORBAX Eclipse XDB
C18, 5 pm, 150 x 4,6 mm
e Fase mével:
A = agua + 0,2% de acido 60
trifluoroacético (TFA),
B = acetonitrila + 0,16% TFA (O ]
TFA melhora a retencao e
formato dos picos.)
e Taxa de fluxo: 1,0 mL/min
e Gradiente: a 0 min, 30%B, a
7 min, 70%B, depois a proporcao 20
é mantida por mais dois minutos
e Volume de injecao: 5 pL
e Amostrador automatico progra-
mado com um frasco de lavagem T T T T T T T T '
(acetonitrila) para enxagiiar o \_ 4 Tempo [min.] 6 Y,
exterior da agulha Figura 3
e Tempo de execucdo: 9 min Cromatograma de Aripiprazol e materiais basicos 1 e 2, com tempos de retencéo.
e Tempo posterior: 5 min e = ~
e VWD: 254 nm, largura do pico
(PW) > 0,05 min

N

Frasco 1 Controle

Frasco 2 Controle integrado 1
Frasco 3 Controle integrado 2
Frasco 4 Controle integrado 3
Frasco 5 Controle integrado 4
Frasco 6 Controle integrado 5
Frasco 7 Controle integrado 6
Frasco 8 Controle integrado 7
Frasco 9 Controle integrado 8
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Tabela de seqiiéncia 5004
A tabela 1 mostra a tabela de se-

qiiéncia criada. As concentracoes
dos trés compostos variaram do 400
frasco 2 ao 9, e cada amostra foi ]
injetada trés vezes, de forma que
um DPR pudesse ser calculado.
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O método cromatografico foi con- 100 h
figurado de forma que todos os ] T R
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linha de base. A figura 3 mostra a 2 L. 6
separacido dos materiais basicos 1 - empo [min] /

e 2 e do produto Aripiprazol. O Figura4 ) ) ) )
Sobreposicdo cromatografica das amostras de controle integrado, (variagé@o no eixo x).
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tempo de separacao foi de nove
minutos, o tempo total de execu-
¢ao (inclusive equilibrio) pode ser
limitado a 14 minutos, incluindo o
tempo de reequilibrio.

As condicdes cromatograficas fo-
ram as mesmas da analise mostra-
da na figura 4.

A figura b representa a sobreposi-
cao das trés injecdes da ultima
amostra de controle integrada des-
ta série, mais uma execucao de
controle. A amostra de controle
integrada continha Aripiprazol e o
material basico 1 a 0,025% do com-
posto principal. O zoom da area
do material basico é mostrado.

A precisido do teste (DPR) foi ava-
liada pela expressao do desvio pa-
drdo de medicoes repetidas como
porcentagem do valor principal. A
precisao ao longo do dia foi esti-
mada a partir de trés réplicas em
oito niveis de uma mistura padrao.
As precisoes de tempo de reten-
cao e de area de trés injecoes con-
secutivas de cada amostra de veri-
ficacao integrada estao resumidas
na tabela 2. O DPR da area de pico
foi inferior a 0,25%.

Conclusao

Um método de HPLC foi desenvol-
vido para a determinacio simulta-
nea do Aripiprazol e de potenciais
produtos precursores. Além disso,
o método cromatografico demons-
trou ser 1til para o controle inte-

grado da sintese do Aripiprazol. O
sistema Agilent 1120 Compact LC

S
8
6
4000 :g 2
<
0
3000
o 35 4,0 45505560 65
E Tempo [min.]
2000 E ““3
2 8
= =
10001 & ]
) 3
- = | =
0 = ; = = =
0 2 4 6
\ Tempo [min.]
Figura 5

Zoom do cromatograma de 0,025% do material basico 1 em relacao ao composto principal.

DPR do tempo de retencao DPR da area
Amostra| Material Aripiprazol  Material Inicio Aripiprazol  Material
basico 1 basico 2 basico 1 basico 2
1 0,021% Sem pico 0,017% 0,083% Sem pico 0,073%
2 0,027% 0,018% 0,014% 0,126% 0,208% 0,183%
3 0,047% 0,018% 0,009% 0,025% 0,248% 0,055%
4 0,009% 0,018% 0,009% 0,114% 0,226% 0,136%
5 0,027% 0,009% 0,009% 0,055% 0,024% 0,137%
6 0,027% 0,009% 0,009% 0,099% 0,069% 0,140%
7 0,027% 0,018% 0,009% 0,134% 0,246% 0,103%
8 0,056% 0,009% 0,009% 0,241% 0,191% 0,230%
Tabela 2

Resumo dos resultados da analise integrada.

é uma excelente escolha para con-
trole integrado, oferecendo resul-
tados reprodutiveis com alta pre-
cisdo de areas e tempos de reten-
cao. Em nosso exemplo, a preci-
sao do tempo de retencao foi

< 0,06% do DPR e em areas de pi-
cos separados na linha de base foi
< 0,25% do DPR.
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