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Summary
In this study, ethyl 5-formylamino-IH-pyrazol-4-carboxylat (allopurinol impurity E) was successfully
synthesized from 3-amino-carbethoxypyrazole (allopurinol impurity D) and triethyl orthoformate with
the yield approximately 42%. By using HPLC-PDA, its chromatographic purity was determined over
99% on the basis, conforming fully to establish reference substance for allopurinol impurities testing.
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Dat van dé

Hién nay, cac nhom thudc tri gout c6 co' ché
&ng voi giai doan khac nhau: Khéng ché cac
dot viem cép, lam ha va duy tri ham lwong acid
uric & mirc cho phép & giai doan man. Trong do,
Allopurinol da thudc diéu tri bénh gout duy nhéat
dwoc Bo Y té dwa vao danh muc thube thiét yéu
hién hanh nam 2018 " va dwoc chi dinh thwong
quy trong diéu tri bénh gout va tang uric huyet
th(r phat do héa tri bénh bach cau hay ung thu 2
Chinh vi sy phd bién cla allopurinol trong dleu
tri bénh gout nén dat ra van dé can phai kiém
soat chat ché chat lwong thube, dac biét 1a kiém
tra tap chat lien quan cta allopurinol. Cac tap
chat xuat hién trong qua trinh tdng hop, san
xuét va bao quan allopurinol c6 kha nang gay
déc tinh hodc dét bién gen, anh huéng khéng
nhé dén hiéu qua diéu tri 1am sang va dé&c tinh
an toan cua thuéc dbi véi bénh nhan Bl Trong
chuyén luan nguyén liéu va thanh pham
allopurinol cia Duwoc dién Viét Nam V va BP
2020, tap A, B, C, D va E la nhirng tap chét phai
kiém tra va phai st dung tap chuan. Tuy nhién,
viéc kiém tra tap chét lién quan cta allopurinol
gép nhiéu khé khan do hé thdng kiém nghiém
trong nwéc khong cung cap tap chuén. Trong
khi d6 cac tap chuan dwoc ban véi gia rat dat,
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5-formylamino-lh-pyrazol-4-carboxylat, triethyl

cu thé tap E chudn USP cé gia 775 USD/lo
35 mg ¥. Tap E dwoc hinh hanh tr san phdm
trung gian la tap D trong qua trinh téng hop
allopurinol theo quy trinh ctia Jean Druey o, Tap
D sau khi hinh thanh s& phan tng tiép voi
triethyl orthoformat dw dé tao thanh tap E. Cho
dén nay chi c6 mét nghién ctru cdng bd tdng
hop tap E . Tai Viét Nam, hién chwa c6 cong
trinh nghién ctu téng hop tap E dwoc cong bd.
Xuét phat tlr nhitng ly do trén, nghién ctu nay
cong bd quy trinh tdng hop va thiét 1ap chat dbi
chiéu tap E cua allopurinol.

Nguyén liéu va phwong phap

Nguyén liéu

3-amino-carbethoxypyrazol dwoc dung dé
tébng hop tap E, nha san xuét Acros Organics —
Bi, s6 16 A0273011, ham lwong 99%.

Héa chét va dung maéi

Triethyl orthoformat, methanol (MeOH),
ethanol (EtOH), acid formic va formamid dat tiéu
chuén tinh khiét héa hoc. Acetonitril (ACN), acid
phosphoric va methanol dat tiéu chuan dung cho
sac ky Idng. Ban méng silica gel GF 4.

Thiét bi

Hé thdng sac ky 16ng hiéu nang cao (HPLC)
Hitachi 2000 dau do PDA. May quang phd IR
Bruker alpha-T. May LC-MS Agilent 1200 nguén
ESI. May coéng hwdng tr hat nhan Bruker
Advance Il
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Phwong phap nghién ctru

Téng hop tap E twr allopurinol

Duwa theo tai liéu tham khao fe1 tap E duwoc
tbng hop tr 3-amino-carbethoxypyrazol va
triethyl orthoformat (so' 6 1). San pham duoc
thtr tinh khiét bang séc ky 16p méng (SKLM)

va séc ky Idng hiéu nang cao (HPLC) va duogc
xac dinh cAu tric bdng cac phwong phap phd
nghiém UV, IR, MS va NMR.

Xéc dinh d6 tinh khiét tap E

Do tinh khiét cla tap E dwoc xac dinh bang
phwong phap HPLC quy vé 100% dién tich pic.

OEt OEt
7
(o] 7
N + HC(OEt); —» N o
HN HN
NH N-CHO
H
Tap D allopurinol  Triethyl orthoformat Tap E

So dé 1. Téng hop tap E tir allopurinol

Danh gia tap E

Tap E dwoc danh gia theo céac chi tiéu cdm
quan, do tan, diém chay, ham am, dinh tinh, d6
tinh khiét sac ky va tap chéat lién quan.

Thiét 13p chat déi chiéu tap E

Pénh gia do déng nhét cda qué trinh déng lo

Cac mau dwoc ldy ngau nhién theo cong
thire \/ﬁ+1 trong do N la téng sb lo. Viéc xac
dinh d6 tinh khiét cta tap E trong tirng lo duwoc
tién hanh theo phwong phap HPLC, méi lo dwoc
xac dinh 2 1an. Viéc danh gia do déng nhat cla
qué trinh dong lo dwoc dwa trén hwdng dan cla
ISO Guide 35 .

Panh gia do déng nhéat lo lién phong
thi nghiém

Tap E sau khi dwgc déng géi va danh gia
ddng nhét lo dat yéu cau sé& dwoc lay mau ngau
nhién va tién hanh xac dinh do tinh khiét tai ba
phong thi nghiém déc 1ap. Cac phong thi nghiém
duoc lwa chon dé gi mau phai dat GLP hoac
ISO/IEC 17025. Mbi phong thi nghiém sé& nhan
dwoc sau lo mau ngau nhién kém theo quy trinh
phan tich va cac tai liéu lién quan. Trwéc khi
phan tich, mdi phong thi nghiém sé kiém tra tinh
phu hop clia hé thdng véi yéu ciu hé sb bat déi
cta pic tap E nam trong khoang 0,8 — 1,5 va
RSD gitra 6 1an do I&p lai khéng duwoc qua 2%.
Néu dat yéu cau, sé tién hanh xac dinh do tinh
khiét tap E trén 6 mau da nhan, mdi mau dwoc
xac dinh 2 1an. Cac phong thi nghiém dwoc Iya
chon dé gtri mau Ia Khoa Thiét |ap chéat chuén —
chat dbi chiéu (PTN1), Khoa Nghién ctru —
Phat trién (PTN2) va Khoa Vat ly (PTN3)

thuéc Vién Kiém nghiém thuéc Thanh phd Ho
Chi Minh. Viéc danh gia do6 ddng nhét lo lién
phong thi nghiém dwoc tién hanh theo hwéng
dan cia 1SO 13528 ! sir dung phép phan tich
phwong sai mot yéu td ANOVA.

Xac dinh gié tri 4n dinh va do khéng
dam bao do

Viéc xac dinh gia tri 4n dinh trén phiéu kiém
nghiém tap E, d6 khéng ddm bao do dwoc thuwe
hién theo hwéng dan cia 1ISO 13528 B dya
theo 18 két qua xac dinh dd tinh khiét cta tap E
tai 3 phong thi nghiém.

Két qua

Téng hop tap E

Sau khi khdo sat cac diéu kién phan (ng
gdm ty 1& mol gitra 3-amino-carbethoxypyrazol
(tap D alopurinol) va triethyl orthoformat va thoi
gian phan &ng, tap E dwoc tdng hop nhw sau:
Hoa tan 2,0 g (13 mmol) tap D trong 40 ml
triethyl orthofomat (35,6 mmol). Bun hdi lwu hén
hop (khoang 95°C) trong 4 gi®, theo d6i phan
&ng dwa vao sac ky I&p méng. Sau khi két thuc
phan (rng, pha lodng dung dich thu dwgc voéi
25 ml ethanol, l&c déu, thém tiép 25 ml nuwéc,
bbc hoi dung dich trén bép cach thiy (khoang
60°C) dén khi tinh thé bt diu xuét hién. Loc thu
tinh thé. Rira tinh thé v&i 15 ml nwéde (3 x 5 ml).
S&y san pham thu dwoc & 60°C.

Thr tinh khiét san pham téng hop

San phadm téng hop dwoc hoa tan trong
methanol, sau d6 dwoc trién khai séc ky 16p
mong v&i 3 hé dung méi khac nhau. Két qua cho
thdy san phdm téng hop chi cho mot vét
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duy nhét va tinh khiét trén SKLM. Két qua thlr
tinh khiét bang phwong phap HPLC, &p dung
phwong phap quy vé 100% dién tich pic dé& xac
dinh dd tinh khiét san phdm tédng hop cho thay
sac ky dd 2 chiéu tai bwédc séng 220 nm

xuét hién mét pic chinh duy nhat va mét vai pic
tap c6 dién tich pic rat nhd, pic chinh dat d¢ tinh
khiét theo phé UV-Vis. Hinh 1 minh hoa séc ky
dd HPLC kiém tra do tinh khiét ctia san pham.

Hinh 1. Séc ky d6 HPLC kiém tra

750

500 -

250

do tinh khiét sdc ky cta sdn phdm

téng hop. ]
[7e0 Diéu  kién sdc  ky.  Cét
Phenomenex Gemini NX C18

50 5 (150 x 4,6 mm; 5 um), pha déng

ACN - nuoc acid phosphoric pH 3
(10:90), toc d6 dong 1 ml/phat,
dau do DAD vdéi budc séng phat

mA

250

0 hién 220 nm, thé tich tiém méu

Minutes

Xac dinh cau triic san pham tong hop

Két qua phd UV-Vis cho thay sadn pham tong
hop (dwoc hoa tan trong methanol) c6 budc
séng hap thu cwc dai tai 208 nm, 233 nm va
247 nm. Két qua phd IR (KBr: vmax (cm™)) cho
thdy san pham téng hop cé6 mét sb dinh dac
trwng tai 1607,77 (-NHCHO), 3217,78 (-NH-
thom), 1664,85 (-C=0). Phé khéi ESI-MS(+) clia
san pham téng hop c6 m/z 206,15395
[M+Na]"; M phu hop véi khdi lwong phan tr

10 ul, nhiét d6 cot 25°C. Mau thir
c6 néng dé 500 ug/ml pha déng.

ly thuyét ctia tap E (C7HgN3Os, M = 183,16480).
Phan tich di liéu phd NMR (bang 1) cho thay sé
lwong va vi tri cha proton va carbon clia san
phdm téng hop phu hop véi cong thirc ciu tao
ctia ethyl 5-formylamino-IH-pyrazol-4-carboxylat
(tap E allopurinol). Cac di¥ liéu phdé UV, IR va
MS ciing twong déng va phu hop véi tap E. Cau
tric tap E dwoc trinh bay & hinh 3. Hiéu suét
tébng hop tap E dwoc trinh bay trong bang 2.
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Hinh 2. Phé khéi, phé hdng ngoai, phé "TH-NMR va phé *C-NMR ctia sén pham téng hop
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Bang 1. D& liéu phé NMR cia sén phdm téng hop

Vi Nguyén tir “C-NMR (125 MHz, (CD;),SO) "H-NMR (500 MHz, (CD,),SO)
tri dc (ppm) oy (ppm) S0 H, hinh dang dinh
1 N(H)- 13,166 1H, br
2 =N-
3 =C(H)- 146,9 8,357-8,253 1H, br
4 Cyv 101,9
5 Cyv 133,5
6 C(=0)- 162,6
7 C(Hy)- 59,7 424242 2H, g (J=7 Hz)
8 C(Ha) 14,2 1,278-1,250 3H, t(J=7 Hz)
9 N(H)- 9,378 1H, br
10 -CH(=0) 162,0 8,732 1H, br
O Bang 3. Két quéa khéo sét tinh phu hop cla hé
7 . théng cta phuong phép (n = 6)
3 4 N
60 CHs Gidtri  Thoigian  Dién fich pic  Hé s8
2 / \ 5 10 théng ké Iwu (phut) (mAU x gidy)  béat déi
N._ N/\\\O Trung binh 9,34 77.295.527 1,08
N H RSD 0,27% 0,60%
1l H 9
Hinh 3. Céng thirc cau tao cia tap E RSD clia cac théng sb sac ky déu < 2% va
hé sb bat dbi cta pic tap E ndm trong khoang
Bang 2. Hiéu suét téng hop tap E 0,8 — 1,5. Nhw vay quy trinh xac dinh do tinh
khiét tap E dat tinh phu hop ctia hé thdng.
Tap E Két qua khao sat tinh d&c hiéu cho thay trong
Khéi Iwong tap D (g) 2,0 cung diéu kién phan tich: Sac ky dd mau trang
Khoi Irgng sén pham ly thuyét (g) 3,6 khéng xuét hién pic c6 thoi gian luu twong Gng
Khoi Iong sén pham tong hop (g) 1,5 véi thoi gian lwu cla pic tap E trong séc ky doé
Higu suat tong hop 41,7% _ mau thir; trén sdc ky dd mau khao sat (tap E

Xac dinh d6 tinh khiét tap E bang
HPLC-PDA

Quy trinh xac dinh d6 tinh khiét tap E bang
HPLC-PDA duoc thdm dinh theo hwéng dan
cta ICH !, bao gdm khao sat tinh phu hop cla
hé théng, tinh dac hiéu, khoang tuyén tinh, do
chinh xac. Két qua thdm dinh dwoc thé hién &
bang 3 va bang 4.

dwoc dé & nhiét do 80°C/24 giv (2), pha trong
dung dich HCI 0,1 N va dé 24 gi& (3), dwéi anh
sang mat trdi trong 24 gi& (4), pha trong dung
dich NaOH 0,1 N va dé 24 gio (5), pha trong
dung dich H,0, 30% va dé 24 gi¢ (6), dwéi dén
UV 254 nm/1 gi& (7)), pic tap E tach hoan toan.
Pic tap E dat do tinh khiét theo phé UV-Vis. Nhw
vay, quy trinh dat tinh dac hiéu. Hinh 4 minh hoa
séc ky do6 khao sat tinh d&c hiéu.
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Hinh 4. Sic ky dé mau thir (1) va cac mau khéo sét (2-7) khi khao sat tinh dac hiéu
Bang 4. Két qua khdo sét khodng tuyén tinh Két qua thdm dinh cho thdy quy trinh xac
va do chinh xac dinh dé tinh khiét tap E c6 khoang tuyén tinh
rong, hé sé twong quan cao, dat yéu cau vé do
_ 176525 chinh xac. Két qua xac dinh d6 tinh khiét sac ky
Phuwong trinh héi quy U heceron tap E theo phwong phap quy v& 100% dién tich
Khoang tuyén tinh (ug/mi) 300 — 700 ug/mi pic Jé trén  99% tinh trén ché pham
Hé sé twong quan (R) 0,9989 nguyén trang.
D6 chinh xdc (RSD, n = 12) 0,05% banh giatap E
D6 tinh khiét sac ky 99,81% Bang 5 trinh bay két qua danh gia tap E. Véi

. o o .. dotinh khiét trén 99% nén hop chét nay da diéu
Buoc xdc dinh 1 ket qua khdo Sal yien ga thiét 1ap chét di chiéu.
dd chinh xac. ) )

Bang 5. Két qua danh gia tap E

Chi tiéu Phuwong phédp Mdrc chét lwvong Két qua
Cam quan Bot hodc tinh thé mau trdng, khdng mui
Tinh chét R Khoéng tan trong nwéc, tan trong MeOH, cloroform, Dat
Po6 tan
DMSO
Phé UV Amax (MeOH) 208 nm, 233 nm va 247 nm
Phd IR 1607,77 (-NHCHO), 3217,78 (-NH- thom), 1664,85
Dinh tinh (-C=0) Buang
Phé MS ESI-MS(+) m/z =206,15395 [M+Na]"
Phd NMR Phd "H-NMR va C-NMR: xem bang 1
Diém chay DSC 198 + 1°C Dat (198,4 °C)
Ham &m TGA <0,05% DPat (0,03%)
Tap chét lién quan HPLC <1% Dat (0,19%)
D6 tinh khiét sdc ky  HPLC =>99% Dat (99,81%)
Thiét l1ap chéat déi chiéu tap E Excel. Két qua xac dinh tinh phu hop cia hé

900 mg tap E duoc déng 30 lo, méilo 30 mg  théng tai ba phong thi nghiém déu dat yéu ciu
va 6 lo dwoc ldy ngdu nhién theo phdn mém vé hé sbé bat dbdi cua pic tap E va RSD
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cta dién tich pic tap E nén cé thé tiép tuc tién
hanh xac dinh do tinh khiét tap E. Bang 6 va
bang 7 minh hoa két qua danh gia d6 déng nhat
clia qua trinh dong lo va d6 déng nhéat lo lién
phong thi nghiém. Dwa vao két qua phan tich
ANOVA cho thay céc lo déng géi c6 ham lwong
dong nhét, diéu kién déng géi 6n dinh va phu
hop, két qua dinh lwong gitka 3 phong thi
nghiém khac biét khong cé y nghia théng ke,
quy trinh phan tich c6 dd lap lai cao, do tinh
khiét chat phan tich khéng phu thudc vao phong
thi nghiém tham gia danh gia.

Bang 6. Két qua danh gia d6 dong nhat
cla qua trinh déng lo (n=2)

Sé thir twr lo D6 tinh khiét tap E (%)
8 99,55
28 99,84
19 99,76
7 99,50
23 99,71
15 99,73

Bang 7. Két qué dénh gié dé déng nhét lo lién

Bang 8. Két quéa xéc dinh gia tri &n dinh
cla tap E (n=18)

Sé lan Tap E
thay déi x*0 x* 1 x*2
5=1,5s* 0,22 0,22 0,22
X*-6 99,44 99,44 99,44
X*+ 05 99,88 99,88 99,88
x* méi 99,66 99,66 99,66
s* méi 0,15 0,15 0,15

V6i tap E, sau hai 1an thay déi, s* = 0,02
khong thay ddi, khi d6 x* dwoc chon la 99,66%.
Vay gia tri 4n dinh cla tap E 13 99,66% va do
khéng dam bao do:

U, = 1,255%/\/n=1,25x0,15/+/18=0,1.

Nhw vay tap E du diéu kién dé dang ky chuén
quéc gia v&i ham lwong dwoc xac dinh la
99,66% tinh trén nguyén trang. Tién hanh lap hd
so chét chuan, dan nhan lo chuan va kém theo
phiéu kiém nghiém. Bdo quan cac lo chuin &
nhiét do 2 - 8°C, tranh anh sang.

Ban luan

Hinh 5 minh hoa co' ché phan tng tdng hop

phong thi nghiém tap E cUa allopurinol. Phan (rng tdng hop tap E
_ . _ gdm 2 giai doan thé va thiy phan. Cac chét
Mau PTN;DQ tinh kllg;;\/?pEM)PTN3 tham gia phan (ng va san phadm muc tiéu déu
; 9955 9978 5958 chra cac nhém chirc dé tham gia phan &ng nhw
. . . nhoém cyano, nhom ester nén hén hop phan rng
2 99,84 99,86 99,60 2 -3 gi&y ¢6 nhid an pha hu. D6 13 ca
3 99.76 99.70 99.71 sau 2 - 3 gi c6 nhieu san pham phu. D6 Ia cac
y 99,50 99,60 99,65 hc?’p chat etrh)oxymethylen, khi tlepA tuc d‘Aun ngng
5 99.71 99,34 99.82 cac hgp chat ethoxymezhylen’khong bén dé bi
6 99.73 9943 99.56 thay phan cho ra san pham cudi cung la tap E.
CO
OCoH
25 OCHs / OC:Hs OC2H5
I\ (\N) - Ho—0CHs —
N~ | ; NH + HC OC H
N K OC,Hs N“N N\ i
H \/ ” L
0] 0 0]
OC2H5 + G OCzH5L0H OC2H5
H - C,H,0H (\CZHS CH;OH \
R Yais — [ Yy — [ Y-n-c=0
Ny N Ak le T N-y" H
N H OCoHs

Hinh 5. Co ché phén (g téng hop tap E
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Két luan

Tap E da dwoc tbng hop va dwoc danh gia dé
lam chét d6i chiéu s& dung trong kiém nghiém
tap chét lién quan cua allopurinol. Quy trinh tdng
hop tap E ¢ hiéu suat khodng 42% véi do tinh
khiét s&c ky trén 99% tinh trén nguyén trang, da
diéu kién dé thiét lap chét dbi chiéu.
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