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Resumo

O desenvolvimento de um método analitico preditivo de estabilidade ¢ um
processo trabalhoso e demorado. Deste modo, para melhorar estas limitacOes
recorreu-se a abordagem de Quality-by-Design (QbD). Esta metodologia equaciona
diferentes parametros numa mesma analise, permitindo o estudo das suas interacdes,
e consequentemente a sua influéncia nas respostas. Assim, o desenvolvimento de
métodos analiticos € realizado de forma mais célere. De modo atingir o objetivo de
desenvolver e otimizar o método cromatografico para quantificacdo de maleato de
fluvoxamina (doravante designado por fluvoxamina) numa formulacdo semi-solida,
implementou-se um planeamento experimental, o Full Factorial Design (FFD) com
12 experiéncias e trés niveis por fator. Este permitiu estimar a influéncia dos fatores
criticos do método (proporcéo de acetonitrilo (ACN) na fase movel e volume de
injecdo (UL) na variacdo das respostas.

A estabilidade intrinseca da fluvoxamina foi analisada através de ensaios de

degradacéo forcada. As condicGes hidroliticas resultam da exposi¢cdo ao meio &cido e
basico, que promoveram a formacéo de dois produtos de degradacédo cada. A condicao
térmica, por exposicdo a 55°C, e a fotolitica, por exposicdo a luz UV, também
originaram a formacdo de dois produtos de degradagédo cada. A condicdo oxidativa
ndo promoveu a formacao de nenhum produto de degradacéo.
O método de doseamento da fluvoxamina foi validado, de acordo com as normas em
vigor. Os parametros estudados incluem seletividade, a gama de trabalho, a
linearidade, a precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade), a exatiddo e a robustez.
Todos os parametros obtidos apresentam valores, que estdo de acordo com os critérios
de aceitacdo especificos.

O método de impurezas foi desenvolvido, contudo apenas as impurezas
conhecidas A, B, C, F e G foram analisadas. No entanto, esta analise demonstrou que
este método apresentava seletividade entre os picos das impurezas e 0S picos
correspondentes aos conservantes e a substancia ativa.

O DoE e analise multivariada no desenvolvimento de métodos sdo vantajosos,
uma vez que permitem uma diminuicdo do tempo e dos meios despendidos

comparativamente a abordagem univariada.

Palavras-Chave: Métodos analiticos, experimental design, fluvoxamina, ensaios de
degradacéo, validacdo de métodos analiticos



Abstract

The development of a predictive analytical method of stability is a labored and
time-consuming process. Thus, to improve these limitations, the Quality-by-Design
(QbD) approach was used. This methodology equates different parameters in the same
analysis, allowing the study of their interactions, and consequently their influence on
responses. Thus, the development of analytical methods is carried out more quickly. In
order to achieve the point of developing and optimizing chromatographic method for the
quantification of fluvoxamine maleate (hereinafter referred to as fluvoxamine) in a semi-
solid formulation, an experimental design Full Factorial Design (FFD) per factor was
implemented with (12) twelve experiments and three levels. This allowed estimating the
influence of the critical factors of the method (proportion of acetonitrile (ACN) in the
mobile phase and injection volume (uL) on the variation of responses.

The intrinsic stability of fluvoxamine was analyzed by forced degradation tests.
Hydrolytic conditions result from exposure to acid and basic medium, which promoted
the formation of two degradation products each. The thermal condition, by exposure to
55°C, and the photolytic, by exposure to UV light, also resulted in the formation of two
degradation products each. The oxidative condition did not promote the formation of any
degradation product.

The fluvoxamine dosing method was validated according to the current standards.
The parameters studied include selectivity, working range, linearity, accuracy
(repeatability and reproducibility), accuracy and robustness. All parameters obtained
present standard values. The impurities method was developed, however only known
impurities A, B, C, F and G were analyzed. However, this analysis demonstrated that this
method presented selectivity between the peaks of impurities and the peaks corresponding
to preservatives and the active substance.

DoE and multivariate analysis in the development of methods are advantageous,
since it allows a reduction in the time and means spent compared to the univariate

approach.

Keywords: Analytical methods, experimental design, fluvoxamine, degradation tests,
validation of analytical methods.



Agradecimentos

Quero agradecer primeiramente a Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa
e ao Instituto Superior Técnico por todas as aprendizagens que me proporcionaram
durante estes 2 anos, e por todas as condi¢Ges necessarias para atingir o meu objetivo, o

Mestrado em Engenharia Farmacéutica.

Um enorme obrigada a Professora Doutora Joana Marto pela excelente orientacao,
pelo apoio demonstrado durante a realizacdo de todo este trabalho, de forma a ser possivel
que tudo se tornasse mais facil de concretizar e por todo o conhecimento e sabedoria que

me transmitiu durante este tempo.

Agradeco a Doutora Sara Raposo por ter permitido a elaboracdo deste trabalho no

Laboratorio Edol, Produtos Farmacéuticos S.A.

A todo a equipa do Laboratério Edol, Produtos Farmacéuticos S.A por toda a

sabedoria, apoio e compreensdo demonstrado durante a realizacdo deste projeto.

Ao0s meus pais, porque sem o apoio deles nada seria possivel e por me mostrarem que

as dificuldades fazem parte da vida, e que se conseguem sempre ultrapassar.

Aos meus amigos pelo apoio, incentivo, tolerancia e ajuda nos momentos mais

dificeis.

E por fim, um obrigada a restante familia pelo carinho e preocupacdo demonstrados.



RESUMO ...ttt e bt e e et e e nne e e snneas I
N oL = Tod OSSOSO PR ORTR I
AGrAUECIMENTOS ...ttt bttt ii
INAICE 08 FIGUIAS .......cvvecveeieeeeeee ettt Vi
INAICE 08 TADEIAS ......eovecvveece ettt viii
ADTEVIBIUIAS. ... ettt bbbttt e bbb eneas X
IO 101 0o [ To: Uo TSRS 1
1.1.  Desenvolvimento FArmMacClULICO ........ccouuveierierierie st 1
1.1.1. Estabilidade de SUDStANCIAS GLIVAS ......covevvervirieniiiinieeieieie e 1

1.1.2. Desenvolvimento e otimizacdo de um método preditivo de estabilidade4
1.1.3. Abordagem de Quality-by-Design ..........ccccceiveviiiiiieii e 5
1.1.4. ANALISE € RISCO ...vvcvveiiiiiieiiesie ettt ene s 6

1.1.5. Desenvolvimento e otimizacdo de métodos analiticos através de DoE.. 7

1.1.6. Modelagdo matematica no planeamento experimental ......................... 14
1.1.7. Validagdo de métodos analitiCos..........c.cererieerereieneneneese e 16

1.2, Métodos CromatografiCos .........cocuirerrirerieieese e 23
1.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)........ccccovvivivnnnns 23

1.3, Medicamentos ANTIAEPIESSIVOS.......ccuiirieieierienie e 26
1.3.1. Antidepressivos em doencas anti-inflamatérias ..............ccccccoceveeennn, 26
1.3.2. Caracterizacdo da fluvoxamina e do &cido maleico.............ccccevvrurnen. 27

2. ODJELIVOS ...ttt 30
3. MateriaiS € MEOUOS ......ccueveuiiiiieieii et 31
3L IMEEIIAIS ..o 31
320 MBLOUOS ... 31

3.2.1. Desenvolvimento de um método analitico para quantificacdo de

fluvoxamina através de Quality-by-Design..........ccccovevviieiiecii i 31

3.2.2. CondigcOes CromatografiCas.........ccervererieieerieeieseesesee e eseeseeseeeens 33



3.2.3. Preparacdo da solucdo padréo de fluvoxamina...........cccccevveveiireneennne 34

3.2.4. Preparacdo das Solugdes das amoStras .........ccevvevrreereneeieerieseeseneens 34
3.2.5. Estudos de degradagdo forgada..........ccooerereriiinienicee e 35
3.2.6. Validacdo do método de doseamento da fluvoxamina ............cc.ccceueee 35
4. ReSUItad0S € DISCUSSAD ......ccueiuiriiriiriiaiieiieie ettt 38

4.1. Desenvolvimento de um método analitico para a quantificagdo de

fluvoxamina através de Quality-by-Design. ........c.cceviveviiieiieeie e 38
4.1.1. ANALISE & MISCO.....cueiviieieiiitisieiee et 38
4.1.2. FatOreS € rESPOSLAS ...eeiuveeeiriieeiiiieesiiieesire e sttt et e e nnre e 45
4.1.3. Analise do planeamento experimental ..............ccccocvveviiie i sieseee 47

4.2.  Estudos de estabilidade — aplicacdo do método analitico desenvolvido .. 56

4.2.1. Ensaios de degradacao for¢ada...........cccovvevieiiiieieene s 56
4.3.  Validagdo do método analitico por HPLC...........cccceiiiininiiinciiieec 61
4.3.1. SeletiVIdade. .......coeiviiiiiiiiieee e 61
4.3.2. LINEANAATE .....c.eeniiiiiicieite e 63
4.3.3. Gama de trabalNo ..o 66
4,34, PIECISAD ....ccueiueiieeieie sttt ettt 66
4.3.5. EXAUAEO ...ocveiiiiiiiieie e 67
4.3.6. Estabilidade das SOIUGOES..........cccoveiierieriirieiiresieee e 68
4.3.7. RODUSEEZ.....cooiiiiiiic e 69

4.4.  Desenvolvimento de um método analitico para a quantificagdo de

Impurezas da FlUVOXAMINA .........cueiiiiiiccie e 71
5. CONCIUSAD. ... ettt sttt sttt 75
6. Referéncias bIDHOGrafiCas. ........ccocviiiiiiiiiee e 78
AANEXOS ...ttt e e nr b b e e tn e e nr e nes 87



Indice de Figuras

Figura 1 - Modelo Geral da aplicacdo do DoE. Adaptado de [40]........cccoerervncnininnne. 7
Figura 2 - Exemplos de diferentes Full Factorial Designs. A- Dois fatores, dois niveis
(22); B -Trés fatores, dois NIVEIS (23) [A7]. ovvvveeieeeieeeeeee st es s 9
Figura 3 - Exemplos da aplicacdo do Fractional Factorial Design [47]. ........ccccoovnene 10

Figura 4 - Exemplos de Central Composite Design na otimizagdo de duas varidveis (A)

e trés variaveis (B). (+) Pontos que correspondem ao FFD, (O) pontos estrela ou axiais, e

() ool o Xty at =V 20 TS 11

Figura 5 - Exemplo da aplicacdo de Box-Behnken Design [47].....cccccoeveneniienininnnnns 12
Figura 6 - Exemplo de Doehlert Design para a otimizacdo de duas variaveis com o

deslocamento do projeto para outras regides experimentais utilizando pontos anteriores

510 SRS 13
Figura 7 - Exemplo de Mixture Design [51]. ....ccooeieieieieiineseseeieee e 13
Figura 8 — Esquema de um Sistema de HPLC. Adaptado de [71] .....ccccoceveiiiininnnnnns 24
Figura 9 - Estrutura quimica da trans-fluvoxamina [83]. ........cccccccvivivievi e, 28

Figura 10 - Metabolitos formados através do metabolismo da fluvoxamina no figado
(B3] ettt ettt e bt be st et re b neens 28
Figura 11 - Estrutura quimica da acido cis-butenodioico [87].......ccccccvernirenninnnnnnn. 29
Figura 12 - Diagrama de Ishikawa para possiveis falhas no desenvolvimento de um
MELOAO ANAITTICOS. ...ttt b ereens 39
Figura 13 - Diagrama de Pareto para todas as possiveis falhas durante o desenvolvimento
do método analitico. A linha azul representa o valor da percentagem acumulada......... 42
Figura 14 - Matriz de risco. Em que a cor verde representa os risco aceitaveis, o amarelo
0s risco inaceitaveis e 0 vermelho 0S riscos INtOIETAVEIS ..........cccoveieieriereie e 43
Figura 15 - Gréafico de contorno da resposta correspondente ao fator de simetria........ 52
Figura 16 - Gréafico de contorno da resposta correspondente ao tempo de retencéo..... 53
Figura 17 - Gréafico de contorno da resposta correspondente aos pratos tedricos......... 54
Figura 18 - Design Space correspondente as condi¢des cromatogréficas étimas. ........ 55
Figura 19 - Cromatograma da solugdo da formulacdo semi-solida e dos produtos de
degradacdo formados em meio &cido, onde a) representa o produto de degradacéo | e b)

representa o produto de degradacao Il...........cccoevviieiiiiiiie e 56

Vi



Figura 20 - Cromatograma da solucdo da formulacdo semi-solida e dos produtos de
degradacdo formados em meio bésico, onde c) representa o produto de degradacao Ill e
d) representa 0 produto de degradagao V. ..........cooiiiiiiiiieicr e 57
Figura 21 - Cromatograma da solucdo da formulacdo semi-solida e dos produtos de
degradacdo formados por exposicdo a temperatura, onde a) representa o produto de
degradacéo I, e e) representa 0 produto de degradagdo V. .......ccccocevvvrenieniinnieniesennens 57
Figura 22 - Cromatograma da solugdo da formulacdo semi-solida e dos produtos de
degradacéo formados por exposicao a luz UV, onde a) representa o produto de degradacgéo
l,e ) representa 0 produto de degradacao V. ......cccceiieiieieiiesie e 58
Figura 23 - A: Cromatograma da solugéo padréo com fluvoxamina. B: Cromatograma da
solugéo de placebo com conservantes; C: Cromatograma da solucdo de placebo sem
conservantes; D: Cromatograma da solu¢cdo da matriz com fluvoxamina; E:
Cromatograma do solvente. Todos os cromatogramas foram obtidos pelo método de
doseamento da fIUVOXAMING. .......cccviiiiiieii e 62
Figura 24 - Representacdo grafica da analise de residuos em fungdo da concentracéo
(UG/ML) de FIUVOXAMING. .....ccveeiiiicciece e re e 64
Figura 25 - Representacdo grafica do teste de RiKilt..............cccooveviiiiiiccicc i, 65
Figura 26 - A: Cromatograma da solucgéo de referéncia system suitability CRS obtida

pelo método cromatografico a desenvolver e B: Cromatograma da solucdo de referéncia

system suitability CRS de refer@nCia. ..........coceoveiieiiie i 72
Figura 27 - Cromatograma correspondente a solucdo que contém a matriz com
L L0 AYZ0 )=V 1114 VUSSR 73
Figura 28 - Cromatograma correspondente & solugao de placebo............cccccccevevnueneen. 73

vii



indice de Tabelas
Tabela 1 - Exemplo de diferentes condigdes de stress. Adaptado de [4]. .......ccocevvrennnne 2
Tabela 2 - Zonas climaticas e exemplos de paises que apresentam esse tipo de clima.
Adaptado de [9, L15]. oo 4

Tabela 3 - Tipos de condi¢cdes de armazenamento para os diferentes tipos de estudos e

zonas climaticas. Adaptado de [L7]. ....ccoererriieieeee s 4
Tabela 4 - Pardmetros de validagdo para cada um dos tipos de ensaios [56, 57]. ......... 16
Tabela 5 - Classificacdo da probabilidade, severidade e detecdo do risco. ................... 32
Tabela 6 - Variaveis dependentes utilizadas no planeamento experimental. ................ 32

Tabela 7 - Planeamento experimental aplicado no desenvolvimento do método
CrOMALOGIATICO. ...ttt ettt es 33
Tabela 8 - Condicdes utilizadas na quantificacdo de fluvoxamina e das impurezas por
HP L C . oottt ettt bbbt e b bt te et e re e e 34
Tabela 9 - Esquema de dilui¢des utilizado no estudo da linearidade durante a validagéo
do método de doseamento da flUVOXamINa. .........c.cccevieveiire i 36
Tabela 10 - Variacdo dos fatores para analise da robustez do método analitico. .......... 37
Tabela 11 - Resumo da probabilidade, severidade e detecdo com o respetivo critério e
ClASSITICAGAD. ... vttt bbbttt b b bt 40
Tabela 12 - Riscos inaceitaveis resultantes da metodologia FMEA e os respetivos efeitos,
CAUSAS € CONEIONOS. ...viieiiie ettt sb e reene e 44
Tabela 13 - Resultados das respostas obtidos através da analise do planeamento
EXPEITMENTAL ...t b b 48
Tabela 14 - Pardmetros de ajuste obtidos para cada um dos modelos das respostas..... 49
Tabela 15 - Resultados obtidos correspondentes aos valores experimentais e aos previstos
€ 0 QUOCIENEE BNEIE AMDAS. ... .eiiiie it ettt e e e e e e sreeabeesreas 50
Tabela 16 - Resultados estatisticos obtidos, com recurso a ANOVA, para cada um dos
00 [T 0 1SRRI 51
Tabela 17 - Teor (%) de fluvoxamina obtido apo6s exposicdo de solucGes a diferentes
CONAIGOES T8 SIIESS. ...eveetieieiiee sttt ettt ettt b ettt e b et e e e e beebeeneenreenes 58
Tabela 18 - Resumo dos resultados obtidos na bibliografia de referéncia. ................... 60
Tabela 19 - Resumo dos tempos de retencao correspondentes a cada um dos constituintes,
do TRR em relacdo a SA e fator de resolugéo entre 0S COMPOSEOS. .......ccvvvrvereerieriennnnn 61
Tabela 20 - Pardmetros obtidos para a curva de calibragdo para a valida¢do do método de
quantificagao da fFIUVOXAMING. .......ccceiviiiiiiiiii e 63

viii



Tabela 21 - Pardmetros de linearidade obtidos atraves do teste de Mandel e da analise de
residuos para a validacdo do método de quantificacdo da fluvoxamina.............cc.co....... 64
Tabela 22 - Resultados obtidos através da implementacdo do teste de Rikilt para a
validacdo do método de quantificacdo da fluvoxamina. .........c.cccceeevvieiieeiisicieece e, 65
Tabela 23 - Resultados da analise da repetibilidade para a validacdo do método de
quantificagao da fFIUVOXAMING. .......ccoiiiiiiiii e 66
Tabela 24 - Resultados da analise da precisdo intermédia para a validagdo do método de
quantificacao da fIUVOXAMING. .........cccueiieiiie e 67
Tabela 25 - Resultados da analise da exatiddo para a validacdo do método de
quantificagao da FIUVOXAMING. .......cceiiiiiiiiiec e 68
Tabela 26 - Resultados da analise da estabilidade de solucGes no dia 0 e no dia 5 para a
validacdao do método de quantificacdo da fluvoxamina. ...........cccceeevveiieeii i, 69
Tabela 27 - Variacdo dos fatores para analise da robustez para a validagdo do método de
quantificagao da FIUVOXAMING. .......cceiiiiiiiiiiec e 69
Tabela 28 - Resultados obtidos da andlise da robustez para a validacdo do método de

quantificaGao da flUVOXAMING. ..........ccveiieiiiic e 70



Abreviaturas

% - Percentagem

5-HT - 5-hidroxitriptamina

ACN — Acetonitrilo

ADTC - Antidepressivos tetraciclicos

ADTs - Antidepressivos triciclicos

AIBN — Azobisisobutironitrila

ANOVA — Anadlise de Variancias (em inglés Analysis of Variance)
AQbD — Analytical Quality-by-Design

ATP — Perfil analitico alvo

BBD — Box-Behnken Design

c.d.o — Comprimento de Onda

CCD - Central Composite Design

CFS — Cromatografia de fluidos supercriticos

CG — Cromatografia gasosa

CGRP - Peptideo relacionado ao gene da calcitonina

CL - Cromatografia liquida

CQA — Atributos criticos de qualidade

CRIT - Grau de criticidade

CRS - Chemical Reference Substance

CV - Coeficiente de Variacao

DAD - Rede de diodo

DD — Doehlert Design

Det — Detecéo

DF — Graus de Liberdade (em inglés Degrees of Freedom)
DoE — Planeamento experimental (em inglés Design of Experimental)
DP — Desvio-Padrdao

DS — Design Space

EDQM - European Directorate for the Quality of medicines & Healthecare
F — Teste de Snedecor/Fisher

FDA — Food and Drug Administration

FFD — Full Factorial Design

FMEA - Andlise do modo e efeito de falha

FrED — Fractional Factorial Design



GL — Graus de Liberdade

H202 — Perdxido de hidrogénio

HCI — Acido cloridrico

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (em inglés High Performance
Liquid Chromatography)

ICH - International Council for Harmonization

IL-1 - Interleucina-1

IMAO - Inibidores da monoamina oxidase

ISRS - Inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina

ISRSN - Inibidores seletivos da recaptagéo da serotonina e da noradrenalina
LOD — Limite de detecdo (em inglés Limite of detection)

LOQ — Limite de quantificacdo (em inglés Limit of quantification)
MD — Mixture Design

MQ — Média dos Quadrados

NaOH — Hidroxido de sddio

NGF - Fator de crescimento nervos

°C - Graus Celsius

OD - Optimal Design

P - Probabilidade de significancia

PBD — Plackett — Burman Design

PCA - Principal Component Analysis

PG — Progressdo Geométrica

Ph. Eur. 10 — Farmacopeia Europeia 10 (em inglés European Pharmacopeia)
PLS - Partial Least Squares

Pro — Probabilidade

PTFE - Politetrafluoretileno

PVDF - Poli(fluoreto de vinilideno)

Q? - Coeficiente de previsdo

QbD — Quality-by-Design

QDbT — Quality-by-Testing

R? - Coeficiente de correlagdo

RH — Humidade Relativa (em inglés Relative Humidity)

RPN - Numero de Prioridade de Risco

RRF — Fator de Resposta Relativa

Xi



RSM — Response Superface Methodoloy

SA — Substancia ativa

Sev - Severidade

SQ - Soma dos Quadrados

TNF-a - Factor de necrose tumoral a

TR — Tempo de Retengéo

TRR — Tempo de Retencgdo Relativo

USP - Farmacopeia dos Estados Unidos da América
UV - Ultravioleta

VT- Valor de testes (em inglés value test)

Xii



1. Introducao

1.1. Desenvolvimento Farmacéutico

O desenvolvimento farmacéutico visa desenvolver um produto de qualidade através
de processo de producdo consistente. As informacdes e 0s conhecimentos obtidos nos
estudos de desenvolvimento farmacéutico e na producdo fornecem informacoes
cientificas, de modo a identificar o design space (DS) e as especifica¢des [1].

O desenvolvimento de uma substancia ativa (SA) ou de um medicamento é
acompanhado pelo desenvolvimento de métodos analiticos. O desenvolvimento de
métodos analiticos deve incluir a identificacdo e quantificacdo da SA, das substancias
relacionadas e dos produtos de degradacdo. Os métodos analiticos tém como finalidade

demonstrar a qualidade do produto, a sua poténcia, pureza e estabilidade [2, 3].

1.1.1. Estabilidade de substancias ativas

Na industria farmacéutica, a estabilidade da SA é uma das principais preocupacdes,
uma vez que esta estabilidade afeta a seguranca e a eficdcia do produto final, o
medicamento. Deste modo, os estudos de estabilidade de uma SA incluem o estudo da
estabilidade quimica e fisica durante os estudos de formulacdo, a fase pré-clinica, o
desenvolvimento do processo, a embalagem e ap6s a comercializagdo [4, 5].

A estabilidade do produto farmacéutico permite avaliar a capacidade deste se manter
dentro de especificacdo durante um tempo especifico e sob a influéncia de diversos
fatores. Assim sendo, a estabilidade é avaliada através de diferentes estudos,
nomeadamente estudos de degradacdo forcada, estudos de estabilidade acelerada e a
longo-prazo. Estes estudos fornecem informac@es essenciais para a selecdo da formulacao
farmacéutica e da sua embalagem, o que permitira melhores condi¢fes de armazenamento

e um longo prazo de validade [4 — 7].

1.1.1.1.  Estudos de degradacéo forcada

Os estudos de degradacgéo forcada permitem identificar produtos de degradagéo, as
suas respetivas vias de degradacdo e, consequentemente, a estabilidade intrinseca da SA
ou do medicamento. Estes estudos podem ser direcionados, de modo a analisar as
seguintes tematicas: as condi¢Ges que promovem a degradacdo, a velocidade a qual
ocorre, as principais estruturas dos produtos de degradagdo e as vias de degradagéo que

originam os mesmos. Para a realizacdo destes estudos é necessario induzir a degradacao,

1



pela exposicdo desta SA ou do medicamento a condi¢des de stress. As condicOes de stress
mais utilizadas s&o a humidade, a temperatura, o pH, e a exposicéo a diferentes tipos de
luz. A exposicéo a diferentes condicdes de stress promove a formacgdo de produtos de
degradacdo termoliticos, hidroliticos, fotoliticos ou oxidativos por vias especificas,
Tabela 1[5, 7 —11].

Tabela 1 - Exemplo de diferentes condigdes de stress. Adaptado de [4].

Tipos de - : . Condicdes de Dias de
~ Condigdes Experimentais .
Degradacéao armazenamento Exposicao
Solugdo com SA e 1 ou 0,21M HCI 40°C, 60°C 1,35
Solucdo com SA e 1 ou 0,1M NaOH 40°C, 60°C 1,35
: o Solugéo com a formulagéo e 1 ou o o
Hidrolitica 0.1M HCl 40°C, 60°C 1,35
Solugéo com a formulagéo e 1 ou o o
0,1M NaOH 40°C, 60°C 1,35
Solugdo com SA e 3% (v/v) H20: 25°C, 60°C 1,35
Solugdo com a formulagéo e 3% 250C, 60°C 135
— (VIV) H202
Oxidativa «
Solugdo com SA e 40°C. 60°C 135
Azobisisobutironitrila (AIBN) ’ T
Solugdo com a formulagéo e AIBN 40°C, 60°C 135
Lampadas fluorescentes brancas frias NA 1,35
Fotolitica Lampadas UV NA 1,35
Luz solar NA 1,35
Estufa 60°C 1,35
Estufa 60°C/ 75% RH 1,35
Termolitica Estufa 80°C 1,35
Estufa 80°C/ 75% RH 1,35
Temperatura Ambiente NA 1,35

Em que SA significa substéncia ativa, HCI — acido cloridrico, NaOH — Hidroxido de
sodio, H20, — peroxido de hidrogénio, UV — ultravioleta, NA significa ndo aplicavel e
RH- humidade relativa.

Os produtos de degradacdo termoliticos resultam da exposicdo das moléculas ou
formulagGes a temperatura elevada, permitindo acelerar as reagcdes quimicas dependentes
da temperatura, que promovem a formagdo destes compostos. A temperatura
normalmente utilizada varia entre os 50 °C e os 70 °C. A formagdo de produtos de
degradacéo hidroliticos ocorre devido a exposicdo a pH acidos ou alcalinos, que alteram
0s grupos funcionais ionizaveis presentes na molécula. As reacdes fotoliticas ocorrem por
absorcéo de fotdes por parte das moléculas devido a exposi¢do a uma fonte de luz. As
fontes de luz mais utilizadas séo lampadas ultravioleta (UV), lampadas fluorescentes,
brancas frias e a luz solar. Por fim, a formagdo dos produtos de degradagédo oxidativos



pode ocorrer através de diferentes vias, nomeadamente a auto-oxidacdo, exposicdo ao
peroxido de hidrogénio (H20-) e transferéncias de eletrdes [5, 7, 12, 13].

A durabilidade destes estudos ndo é especifica para todas as moléculas, uma vez que
depende do comportamento destas e dos objetivos do estudo. Nestes estudos também
pode existir a combinacdo da temperatura com os estudos hidroliticos e de oxidacao,

como esta representado na Tabela 1 [4].

1.1.1.2.  Estudos de estabilidade acelerada e a longo-prazo

Como referido anteriormente, os ensaios de estabilidade sdo realizados em vérias
etapas do desenvolvimento farmacéutico. Numa fase inicial, a estabilidade do produto
sob condicdes extremas é avaliada, contudo também é necessario avaliar a estabilidade
em condic¢des normais de armazenamento. Os testes utilizados com esta finalidade sdo os
estudos de estabilidade acelerada e a longo-prazo [8].

Os estudos de estabilidade acelerada consistem na exposi¢do do produto final a
condigdes de armazenamento extremas, ou seja, a temperaturas e humidades elevadas
durante diferentes periodos. O objetivo deste tipo de teste € identificar os produtos de
degradacéo que se formam durante o armazenamento. Este estudo avalia o produto antes
de ser exposto a condigdes extremas e, posteriormente, analisa-0 aos 3 e 6 meses
seguintes. Os testes realizados em condic¢Oes extremas devem apresentar um tempo de
estudo menor, normalmente de 6 meses, comparativamente com os estudos de longo-
prazo [9, 14 - [16].

Os estudos a longo-prazo sdo realizados durante um periodo mais longo, de modo a
permitir uma degradacdo significativa do produto nas condi¢des de armazenamento
recomendadas. A durabilidade deste teste depende da estabilidade do produto, mas deve
ser de pelo menos 12 meses. A frequéncia com que se realiza este estudo diminui com os
anos. No primeiro ano, o produto dever ser analisado a cada 3 meses, no segundo ano
deve ser analisado duas vezes e, a partir do terceiro ano, o produto deve ser analisado uma
vez por ano [9, 16].

As condicOes de temperatura e humidade, séo baseadas no clima de quatro zonas do
mundo. A producdo de um medicamento e, consequentemente, a sua exportagéo implica
a consideracdo de diferentes climas dependendo do pais ao qual o produto se destina. A
divisdo do mundo em quatro zonas climaticas, Tabela 2, baseia-se na temperatura média

anual e humidade relativa nessas regides [9, 17].



Tabela 2 - Zonas climaticas e exemplos de paises que apresentam esse tipo de clima.
Adaptado de [9, 15].

Zona Climatica Tipo de Clima Exemplo de paises
Reino Unido, Norte da
I Temperado Europa, Russia, Estados

Unidos da América

] Mediterraneo ou Japdo, Sul da Europa

subtropical
I Quente e seco Irdo, Iraque e Sudéo
. Brasil, Indonésia, Gana,
v Quente e humido

Filipinas e Nicaragua

Deste modo, as condi¢des de temperatura e humidade variam de acordo com o tipo
de testes de estabilidade, dependendo da regido do globo a qual o produto se destina,

como representado na Tabela 3 [9, 15, 17].

Tabela 3 - Tipos de condi¢cdes de armazenamento para os diferentes tipos de estudos e
zonas climéticas. Adaptado de [17].

Tipo de Estudo  Condic¢des de armazenamento  Tipos de zonas climéticas

a) 25°C + 2 °C/60% RH + 5% RH a) Zonas l e Il
Longo-prazo  b) 30 °C + 2 °C/65% RH + 5% RH b) Zonas Il e IV
c)30°C+ 2 °C/75% RH + 5% RH c) Zona IV

Acelerado 40 °C + 2 °C/75% RH + 5% RH Todas as zonas climaticas
Em que RH significa humidade relativa.

1.1.2. Desenvolvimento e otimizacdo de um método preditivo de estabilidade

O desenvolvimento de um método analitico € um procedimento bastante complexo,
uma vez que visa a avaliacdo da estabilidade do produto acabado/ SA e permite a
libertacdo do produto acabado para 0 mercado com a seguranca, que este tem a
concentragdo rotulada. Contudo, um método analitico ideal deve permitir o doseamento
simultaneo da SA, dos conservantes e das substancias relacionados, uma vez que reduz o
tempo despendido na anélise e o consumo de reagentes [5, 18].

O desenvolvimento de métodos analiticos pode ser realizado através de uma
metodologia tradicional de Quality-by-Testing (QbT) ou pela abordagem de tentativa e
erro. Estas metodologias ndo apresentam capacidades de avaliar de forma eficiente a
robustez ao longo do desenvolvimento, nem a oportunidade de desenvolver uma anélise
de risco. Assim, devido as limitacOes destas abordagens, poder-se-4 alternativamente usar

uma metodologia sistematica designada por QbD [19 — 21].



1.1.3. Abordagem de Quality-by-Design

Os principais objetivos da industria farmacéutica sdo a producdo de medicamentos
com elevada qualidade, através do desenvolvimento de processos de producdo e de
métodos analiticos eficazes e robustos [1, 22].

De acordo com a Guideline ICH Q8, QbD é definido como “uma abordagem
sistemética para o desenvolvimento que comega com a predefinicdo dos objetivos e
enfatiza a compreensdo do produto, do processo e o controlo do processo com base na
ciéncia da gestao de qualidade do risco” [1].

No entanto, esta guideline ndo explicita a aplicacdo desta metodologia ao
desenvolvimento de métodos analiticos. Devido a estas limitagdes, a Food and Drug
Administration (FDA) promoveu a integracdo do desenvolvimento dos metodos
analiticos nesta abordagem sistematica. Esta integracdo foi efetuada com recurso a
interligacdo entre o desenvolvimento de métodos analiticos, a gestdo da qualidade do
risco (Guideline ICH Q9) e o sistema de qualidade farmacéutica (Guideline ICH Q10). A
finalidade da aplicagcdo do QbD aos métodos analiticos é o desenvolvimento e otimizacao
dos procedimentos analiticos [23, 24].

A implementacdo desta metodologia desenvolve métodos analiticos com um maior
conhecimento, o que permite identificar resultados fora de especificacdo. O QbD pode
ser aplicado a diferentes métodos analiticos como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), entre outras [23, 25, 26].

O Analytical Quality-by-Design (AQbD), QbD associado a métodos analiticos
permite uma maior compreensdo cientifica na implementacdo dos métodos, uma vez que
¢ uma metodologia sistemética, que permite uma analise combinada de diversos
parametros. O AQbD é preferivel a abordagem néo sistematica designada por one-factor-
at-a-time, visto que esta apenas analisa um parametro de cada vez, levando a um processo
de desenvolvimento dos métodos analiticos mais lento [27].

A implementagdo desta metodologia envolve diferentes etapas, nomeadamente a
definicdo do perfil analitico alvo (ATP), a selecdo dos atributos criticos de qualidade
(CQA) e a analise de risco, o desenvolvimento e otimiza¢do de método analiticos através
de DoE, a sele¢éo da estratégia de controlo, a validagdo do método e a melhoria continua
[23].

A identificacdo do ATP define os objetivos do método analitico, de modo a este
atingir a seletividade maxima com eficiéncia adequada e melhorar a reprodutibilidade e
repetibilidade [28].



1.1.4. Anélise de Risco

A andlise de risco € um procedimento com base cientifica utilizado na gest&o do risco,
que permite a identificacdo dos CQAs, que afetam a qualidade de um método analitico.
O conhecimento sobre 0s parametros mais criticos determinam quais dos parametros que
devem ser avaliados e controlados [29, 30].

A andlise de risco envolve a realizacdo de quatro etapas designadas por (i)
identificacdo do risco, (ii) avaliagdo do risco, (iii) planeamento das respostas ao risco e
(iv) controlo do risco [31].

A identificacdo do risco permite identificar todos CQAs que influenciem o método
analitico, e por consequéncia os que interferem no cumprimento dos objetivos
predefinidos. Uma das estratégias mais utilizadas para a identificacdo do risco é o
Diagrama de Ishikawa. Esta metodologia descreve a relacdo sistematica entre uma fonte
de risco, a causa, e 0s possiveis efeitos [32, 33].

A avaliagdo do risco estima o risco associado aos pardmetros identificados, esta
avaliacdo pode ser realizada através de varios métodos, nomeadamente métodos
quantitativos e qualitativos. A metodologia quantitativa mais utilizada é a andlise do
modo e efeito de falha (FMEA). Por outro lado, a metodologia qualitativa mais usada € a
descrita na ISO 14971:2007. A FMEA é um dos tipos de analise de risco mais utilizadas
na avaliacdo do risco farmacéutico, fornecendo uma avaliagcdo dos potenciais modos de
falha e o seu provavel efeito sobre o desempenho e os resultados. Este método de anélise
de risco é baseado no conhecimento, na experiéncia e visdo da equipa de trabalho. Esta
analise resulta da atribuicdo de uma classificacdo a probabilidade, severidade e detecdo
do risco. A pontuacdo destes parametros de risco permite o céalculo do numero de

prioridade de risco (RPN), através da seguinte equacéo [32, 34 - 36]:

RPN = Sev X Pro X Det

Em que Sev significa severidade, Pro a probabilidade e Det a detegdo.

Contudo, através da combinagédo dos dois primeiros parametros é possivel definir a
consequéncia do risco, ou seja, o grau de criticidade (CRIT). Este critério ajuda na sele¢éo
do risco quando o valor de RPN é igual para uma determinada falha [32, 33, 35, 36].

A probabilidade de risco é classificada quantitativamente, em que 0 nimero mais
elevado da classificacdo representa risco quase inevitavel e 0 menor, um risco remoto.

Qualitativamente, este parametro pode ser descrito como alto, médio e baixo. A



severidade caracteriza o0 impacto do risco, e é classificada qualitativamente como
insignificante, média e significante. Em relacdo a classificacdo quantitativa a pontuagao
mais elevada significa falha com aviso, e a menor nenhuma falha. A detecéo € expressa
quantitativamente, sendo que o valor numérico mais elevado significa absolutamente
impossivel e o mais reduzido quase inevitavel. Os métodos qualitativos e semi-
quantitativos podem utilizar ferramentas como matrizes de risco e gréficos de risco, de
modo a analisar as falhas, que podem influenciar os objetivos predefinidos [31, 34 — 36].

Na fase do planeamento das respostas ao risco & necessario desenvolver uma
estratégia para tratar o risco, de modo a evitar, reduzir, mitigar, transferir e aceitar o risco
[31], [37].

O controlo do risco permite monitorizar dos riscos identificados nas fases anteriores

e identificar novos riscos, e respetivamente o meu impacto [37].

1.1.5. Desenvolvimento e otimizacdo de métodos analiticos através de DoE

O DoE é uma abordagem sistematizada que utiliza principios cientificos e estatisticos,
que auxiliam a compreensao das relacdes entre as variaveis independentes (fatores -
input) e as variaveis dependentes (respostas - output). A aplicacao desta abordagem induz
uma variacdo nos fatores discretos ou continuos controlados, de modo a obter um efeito
nas respostas, como se observa na Figura 1. Deste modo, é possivel determinar quais sao
as variaveis dependentes com maior influéncia e, consequentemente, garantir que 0s
resultados das variaveis independentes estao inseridos no intervalo de especificacdo, bem

como garantir que a variabilidade seja minima [25, 38, 39].

Variaveis nao controlaveis

b v

Variaveis Lo
independentes Variaveis
(factores inpuf) — dependentes

(respostas output)

Figura 1 - Modelo Geral da aplicacdo do DoE. Adaptado de [40].

A identificacdo e a otimizacdo dos fatores promovem um resultado mais eficaz e com

um menor numero de experiéncias, 0 que permite uma reducdo de tempo e,



consequentemente, uma reducdo dos custos. A implementacéo deste tipo de abordagem
deve permitir a resolucéo de problemas de forma sistematica e a obtencdo de resultados
6timos. O numero de experiéncias ira depender do nimero de fatores, de niveis e do
numero de interagdes [41].

A implementacdo desta metodologia é realizada em quatro etapas designadas por fase
de selecéo, fase do design, fase de conducéo e fase de analise [39, 41 — 44].

A fase de selecéo subdivide-se em trés etapas, nomeadamente a selegéo do problema,
das variaveis de resposta, das variaveis independentes e dos respetivos niveis. Nesta fase,
é necessario identificar objetivamente o problema e idealizar o desenvolvimento do
planeamento experimental. A selecdo das variaveis dependentes é uma das fases mais
criticas na planificacdo de qualquer planeamento experimental, podendo comprometer o
desempenho analitico do método. A selecdo de fatores e dos seus respetivos niveis
determina o dominio experimental, uma vez que é nesta fase que se determina o que ira
ser estudado. A fase de design € a etapa da escolha do tipo de planeamento experimental
que ira ser aplicado, dependendo da natureza das experiéncias. Os tipos de planeamento
experimental podem ser divididos em screening designs ou response surface designs
(planeamentos de otimizacao). Apos a selecdo do planeamento apropriado surge a fase de
conducdo, onde o plano experimental é obtido. Posteriormente, procede-se a analise
estatistica das interagdes entre as respostas e 0s fatores através de modelos matematicos,

sendo esta fase designada por fase de analise [38 — 41, 43, 44].

1.1.5.1.  Screening designs

Os screening designs tém como objetivo entender e determinar quais as variaveis
independentes que apresentam um efeito significativo nas respostas, através de um
nimero minimo de experiéncias e com um nimero maximo de fatores. Com bases neste
estudo, pode ocorrer a etapa de otimizacdo utilizando os fatores que apresentaram um
efeito significativamente elevado na fase de screening. Os screening designs podem ser
divididos em diferentes tipos, mais especificamente em Full Factorial Design (FFD),
Fractional Factorial Design (FrFD) e Plackett-Burman Design (PBD) [40, 43, 45, 46].

1.1.5.1.1. Full Factorial Design (FFD)
O FFD permite determinar os efeitos mais significativos das variaveis independentes
e das suas interacbes com as variaveis dependentes. Este planeamento experimental

considera a existéncia de um numero de fatores, k, em que cada um pode ter diferentes



niveis (L). Deste modo, o nimero de combinacdes possiveis, N, é descrito por N=L¥,
Assim, o FFD utiliza todas as combinacBes possiveis estabelecidas pelos fatores em
diferentes niveis, de modo a determinar os pontos experimentais. Estes pontos obtidos
podem ser caracterizados como os Vveértices de um hipercubo. No entanto, cada um desses
pontos pode ser caracterizado por -1, que representa o menor nivel de um determinado
fator e por +1, que explicita o maior nivel do fator [25, 47, 48].

Este planeamento experimental apresenta como vantagem a avalia¢&o inequivoca dos
principais fatores e das suas interacdes, contudo experiéncias com mais de 16 fatores ndo
podem utilizar este tipo de screening design devido ao aumento exponencial do numero
de pontos experimentais. No entanto, o FFD é mais utilizado nas fases iniciais do
desenvolvimento, e apresenta dois niveis para cada fator, 2¥, como se pode observar na
Figura 2 [47].

(A)
® ®
® o

2? 23

Figura 2 - Exemplos de diferentes Full Factorial Designs. A- Dois fatores, dois niveis
(2%); B -Trés fatores, dois niveis (2°) [47].

O FFD com dois fatores e trés niveis é frequentemente utilizado na fase de
otimizagdo. Este tipo de DoE é utilizado especialmente quando o nimero de fatores é
menor ou igual a 4 [49].

1.15.1.2. Fractional Factorial Design (FrFD)

O FrFD é um dos screening design mais utilizados permitindo avaliar um grande
numero de variaveis independentes através de um numero reduzido de experiéncias. Esta
diminuicdo do numero de experiéncias deve-se ao facto do FrFD representar uma fracéo
do FFD. Normalmente, o FrFD representa metade ou um quarto do FFD. Este
planeamento experimental é descrito como N=2%P, onde 2* representa o FFD e p

representa o grau de fracionamento aplicado, como se observa na Figura 3 [25, 39, 47].



Figura 3 - Exemplos da aplicacdo do Fractional Factorial Design [47].

Este tipo de screening design ndo permite a determinacdo dos efeitos significativos
das interacdes de forma separada. Por esta razéo, é necessario estudar a resolucéo, que é
definida como a capacidade de determinar os efeitos significativos e interacbes sem
interferéncia [39].

1.1.5.1.3. Plackett-Burman Design (PBD)

O PBD ¢ bastante utilizado na avaliacdo da robustez e validacéo de métodos analiticos
durante o seu desenvolvimento. Este planeamento permite eliminar completamente
algumas interacOes e, consequentemente, apenas os efeitos mais significativos sé@o
considerados, reduzindo o numero de experiéncias [47], [49].

Este DoE pode ser incluido na classe FrFD em que sdo estudados dois niveis por
fator. O PBD permite avaliar (4n-1) fatores em dois niveis diferentes e obter um nimero
de experiéncias, 4n [45, 49].

1.1.5.2.  Designs de otimizacao

Estes planeamentos experimentais permitem otimizar as varidveis independentes
identificadas nos screening designs ou através de uma avaliagéo de risco, determinando
o0s niveis dos fatores mais relevantes, com a finalidade de obter resultados aceitaveis para
as variaveis dependentes. Assim sendo, a fase de otimizacdo permite selecionar os
resultados mais apropriados, de acordo com o objetivo do planeamento experimental [45,
46].

As estratégias de otimizacdo podem ser divididas em duas abordagens distintas,
abordagem univariada ou multivariada. A principal diferenga entre estas abordagens
reside no numero de fatores que podem ser monitorizados simultaneamente. A

metodologia univariada permite monitorizar a influéncia de um dnico fator num
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planeamento experimental, enquanto os outros fatores permanecem constantes. A
estratégia multivariada permite avaliar simultaneamente todos os fatores e 0s respetivos
niveis. A metodologia multivariada mais utilizada é a response surface methodology
(RSM), que realiza previsdes estatisticas, com base em equacdes polinomiais ajustadas
aos resultados experimentais [43, 50].

Os RSMs mais aplicados sdo o Central Composite Design (CCD), o Box-Behnken
Design (BBD), o Optimal Design (OD), o Doehlert Design (DD) e o Mixture Design
(MD) [45, 51].

1.1.5.2.1. Central Composite Design

O CCD consiste num Full ou Fractional design com um planeamento experimental
adicional que inclui os pontos estrela e um ponto central. Os pontos estrela ou 0s pontos
axiais permitem determinar, de modo eficiente, os coeficientes do polindbmio de segundo
grau para as variaveis. Este planeamento pode ser representado através de um cubo, em
que os vértices do mesmo representam o produto dos niveis (-1, nivel mais baixo e +1
nivel mais alto). Os pontos estrela encontram-se ao longo do eixo dentro e/ou fora do
cubo e o ponto central na origem, como se mostra na Figura 4. Os pontos estrela auxiliam

o célculo da curvatura [40, 47, 50].

(A) o (B) ¢
o o
/D
e O N O >r€ o l?/,&// 0
© <
» X2 »
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Figura 4 - Exemplos de Central Composite Design na otimizagdo de duas varidveis (A)
e trés variaveis (B). (+) Pontos que correspondem ao FFD, () pontos estrela ou axiais, e

(L)) ponto central [40].

O niimero de experiéncias é determinado por N=k?+2k+Cp, em que k representa o
namero de fatores e C, representa o niimero replicado do ponto central. Os valores a

representam as distancias entre os pontos experimentais e o ponto central. Estes valores
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dependem do numero de varidveis e sdo calculados através de a = 2P/ ¢
consequentemente, todos os fatores sdo analisado em cinco niveis (-a, -1, 0, +1, + a)
[50].

1.1.5.2.2. Box-Behnken Design
O BBD é um planeamento experimental quadratico independente que nao possui FFD
ou FrFD, e pode ser utilizado em planeamento experimentais com trés ou mais fatores,

contudo, sdo apenas estudados em trés niveis (-1, 0 e 1) (Figura 5) [42, 47, 51].

5 Vad
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Figura 5 - Exemplo da aplicacéo de Box-Behnken Design [47].

Neste tipo de planeamento de otimizacdo ndo ha pontos experimentais nos vértices do
cubo, dado que este é um design esférico, consequentemente todos 0s pontos apresentam

uma distancia ao ponto central igual ao raio de uma esfera [47].

1.1.5.2.3. Optimal Design (OD)

O OD depende de um modelo estatistico, logo € determinado com recurso a um
critério estatistico. O OD pode ser dividido em diferentes tipos, tais como D-optimal, I-
optimal e A-optimal. Este tipo de planeamento experimental aplica trés niveis de estudo

para cada um dos fatores [42, 45].

1.1.5.2.4. Doehlert Design (DD)
O DD define diferentes dominios baseados no nimero de variaveis, ou seja, descreve
um dominio circular para duas variaveis, um dominio esférico para trés variaveis e um

dominio hiper-esférico para mais do que trés variaveis, o que explicita a uniformidade
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das variaveis no dominio experimental. Este tipo de planeamento é bastante eficiente,
pois permite a andlise de niveis para diferentes fatores, ou seja, os fatores mais
significativos podem ser estudados num maior nimero de niveis [45, 50].

No DD, o niimero de experiéncias a realizar ¢ dado por N = k% + k + Cp, em que Cp
representa o nimero de réplicas do ponto central. Além disso, os intervalos entre 0s niveis
apresentam uma distribuigdo uniforme, e o deslocamento da matriz experimental pode ser
realizado para outra regido experimental através de pontos adjacentes anteriores, como se

observa na Figura 6 [50].

Figura 6 - Exemplo de Doehlert Design para a otimizacdo de duas variaveis com o
deslocamento do projeto para outras regides experimentais utilizando pontos anteriores
[50].

1.1.5.2.5. Mixture Design (MD)
No MD as varidveis independentes resultam de diferentes proporcGes dos
componentes da mistura. Contudo, a soma das diferentes proporc6es dos fatores deve ser

100%, como se mostra na Figura 7 [51].

Figura 7 - Exemplo de Mixture Design [51].
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1.1.6.Modelacdo matematica no planeamento experimental

Os modelos matematicos fornecem informacBes importantes sobre a relacdo
quantitativa entre variaveis dependentes e independentes. Os mais utilizados para analisar
esta relacdo sdo os modelos de regressdo polinomial, de analise dos componentes
principais (em inglés designado por Principal Component Analysis, PCA) e da regressao
dos minimos quadrados parciais (em inglés designado por Partial Least Squares, PLS)
[51, 52].

Os modelos polinomiais sdo descritos por uma funcéo polinomial, que correlaciona
as variaveis dependentes com as independentes, como descrevem as seguintes equacdes
[40]:

y = f(x) + & paraum parametro(x)

y = f(x1, x2... xo) + € paradois parametros (x;, x2)

A funcéo polinomial f(x) descreve a relacdo entre os fatores (x) e as respostas (y) com
0s residuos (¢) [40].

Os modelos polinomiais podem ser divididos em trés tipos: linear, interacdo (segunda-
ordem) e quadratico. O modelo linear é 0 modelo mais simples, constituido apenas por
termos que descrevem as relagdes lineares entre os fatores e as respostas, como na

seguinte equacao [25, 40, 50]:
y = Bo +Z,Bi><xi+s

em que o termo fo representa o termo constante, i simboliza os coeficientes dos
parametros lineares, k representa o nimero de variaveis independentes, x representa as
variaveis independentes, y representa as variaveis dependentes e & descreve a componente
de erro aleatorio. Este modelo descreve uma resposta linear sem qualquer curvatura [25,
43, 50].

Para determinar a curvatura é necessario o uso de um modelo de segunda ordem. O
modelo de segunda ordem resulta da combinacdo do modelo linear com um termo
adicional, que descreve a interacdo entre as diferentes variaveis independentes, se se

obtiver um bom ajuste da seguinte funcéo as respostas [25, 40, 50]:

14



k

k
y=bo + Zﬁixi + Z Bijxixj + €
i=1

1<isj

onde pij representa os coeficientes dos pardmetros de interagao.

Os modelos lineares e de segunda ordem sdo frequentemente utilizados em estudos
de screening e em estudos de robustez [40].

Por fim, os modelos quadraticos permitem estudar as relacdes ndo lineares entre 0s
fatores e as respostas, e consequentemente, determinar o valor 6timo destas interacoes.

Este modelo mais complexo pode ser descrito através da seguinte equagéo [40]:

Kk Kk k
y=bo + z Pixi + Z Biixi® + z Bipxix; + €
i=1

1<is 1<isj

em que, Bii representa os coeficientes do parametro quadratico.

Para avaliar o significado dos efeitos obtidos, e consequentemente, decidir quais 0s
parametros que devem ser considerados no modelo final, utiliza-se um grafico de
probabilidade normal. Seguidamente, as variaveis com maior significado sdo analisadas
através da analise de variancia (Analysis of Variance, ANOVA), um modelo estatistico
que analisa a distribuicdo das médias dos diferentes grupos [43].

Em relacéo a analise através de PCA, a matriz X (representando os fatores) sofre uma
transformacdo ortogonal, e é convertida numa base ortogonal. Este modelo estatistico
facilita o entendimento sobre as diferentes varidveis num menor conjunto de variaveis
estatisticas, o que permite uma perda minima de informacéo [52].

A analise por PLS é um modelo estatistico utilizado para desenvolver modelos de
regressao linear entre os variaveis expetaveis e as observadas. Este modelo descreve uma
relacdo entre a matriz x (variaveis independentes) e a matriz y (variaveis dependentes),
de modo a maximizar a covariancia entre as duas matrizes. Esta técnica multivariada
resume as informagdes contidas nas diferentes matrizes com o objetivo de facilitar a
obtengdo de resultados [53].

A modelacdo dos resultados obtidos permite identificar o Design Space (DS), que
resulta da combinacdo multidimensional e da interacdo das condic¢des analiticas, e que

permite garantir um elevado desempenho do método analitico [25], [54].
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1.1.7.Validacao de métodos analiticos

A validagdo de um método analitico é um processo aplicado com a finalidade de
verificar se o procedimento analitico desenvolvido para um determinado teste especifico
é adequado ao mesmo. Este processo permite determinar a qualidade, a confiabilidade e
a robustez dos resultados obtidos, de modo a entender se o procedimento analitico pode
ser utilizado de forma rotineira. O tipo de metodos analiticos fisico-quimicos mais
comuns que sdo alvo de validagdo sdo: testes de identificacdo, testes quantitativos ou
testes limite de impurezas, e teste de quantificacdo da SA. Para a realizacdo deste tipo de
testes € necessario determinar as diferentes caracteristicas de validacdo, como se sumariza
na Tabela 4 [41, 55 — 57].

Tabela 4 - Pardmetros de validacdo para cada um dos tipos de ensaios [56, 57].

Caracteristicas de e Impurezas Doseamento
validagao |dentificacao D i da SA
oseamento Limite
Caracteristicas obrigatérias

Seletividade/Especificidade + + + +
Exatiddo + - +
Preciséo

- Precisdo intermédia - + - +
- Repetibilidade - + - +
Limite de detecdo - - + -
Limite de quantificacdo - + - -
Linearidade - + - +
Gama de trabalho - + - +
Robustez + + + +
Caracteristicas adicionais

Estabilidade de solugdes + + +
Estudos de filtracao + + +
Fator de resposta relativo - + -
Testes de adequacéo do N + N
sistema +

Comparacao de métodos + + +

As caracteristicas de validagdo podem ser divididas em caracteristicas de validagéo
obrigatérias, que sdo exigidas pelas identidades reguladoras, e as caracteristicas de
validacdo adicionais, que ndo possuem qualquer obrigatoriedade de realizagdo, mas que
complementam a validagdo com informacdo adicional sobre o método e sua

aplicabilidade. Estas sdo discutidas seguidamente [57].
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1.1.7.1. Caracteristicas de validacdo obrigatorias

1.1.7.1.1. Seletividade

A seletividade permite avaliar se ha interferéncia entre os compostos em anélise e 0s
restantes compostos da amostra, como por exemplo, excipientes, produtos de degradacéo,
e impurezas, entre outros. No desenvolvimento de métodos analiticos esta caracteristica
de validacdo é uma das mais importantes, uma vez que um método pouco seletivo
introduz erros significativos na determinacdo do composto de interesse, e tera que ser
otimizado [56, 58].

1.1.7.1.2. Exatidao

A exatiddo permite avaliar a concordancia entre os valores experimentais obtidos e o
valor de referéncia. A determinacdo desta caracteristica pode ser feita: (i) pela analise de
amostras de concentracdo conhecida (padrdes), comparadas com um valor de referéncia,
(ii) pelo método de sobrecarga de placebo, e (iii) pelo método de adi¢do de padrdo. O
método de sobrecarga de placebo consiste na adi¢do de uma quantidade conhecida de SA
numa amostra de placebo. O método de adicdo de padrdo é caracterizado pela
quantificacdo de uma amostra, a qual posteriormente é adicionada uma quantidade
conhecida de SA. Os resultados de ambas as analises sdo depois comparados com 0
resultado de referéncia. Nestes dois Gltimos métodos, a recuperacdo € descrita como a
relacdo entre os valores observados e 0s previstos e é expressa em percentagem (%) [57,
59].

De acordo com a guideline ICH Q2(R1), a exatid&o, por sobrecarga de placebo, deve
ser realizada no minimo com nove amostras, ou seja, trés amostras em trés diferentes
niveis de concentracdo, que devem integrar uma gama especifica. A gama de
concentragdes varia de acordo com o tipo de teste a utilizar, mas para doseamento da SA
numa amostra deve situar-se entre 0s 50% e os 150% [56, 57].

No caso do método de quantificacdo de impurezas, a exatiddo deve ser realizada entre
o limite de quantificacdo e o limite superior de concentragdo da gama de trabalho, por

exemplo, entre 0,05% e 2% da concentracdo de trabalho [56].

1.1.7.1.3. Precisao
A precisdo permite determinar o grau de dispersdo entre um conjunto de medicdes

obtidas com recurso a mdultiplas andlises da mesma amostra homogénea. Esta
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caracteristica é obtida a partir do desvio padrdo medido e dos valores médios, como

descreve a seguinte equagdo [41, 56]:

%CV = x 100

Média

Em que CV significa coeficiente de variacdo e DP o desvio padréo.

A precisdo pode ser avaliada através da precisdo intermédia e repetibilidade (de
sistema e/ou analitica). A repetibilidade traduz a preciséo de resultados obtidos sobre as
mesmas condi¢cdes num pequeno intervalo de tempo. Sendo assim, para determinar esta
caracteristica € necessario analisar um minimo de nove amostras numa gama de
concentracdes especifica, ou um minimo de seis amostras a 100% da concentracdo
utilizada. O grau de variagcdo entre as amostras € determinado através do desvio-padrao
dos valores obtidos, que deve ser inferior a 2,0% para a analise de doseamento de SA em
produto acabado [16, 56, 59].

A precisdo intermédia traduz a dispersdo obtida tendo em conta variacdes intra-
laboratoriais, e possibilita a medicdo da sensibilidade do método a pequenas variacdes
como o equipamento, o dia em que se realiza a analise, ou o técnico que realiza o
procedimento. Esta pode ser determinada através da realizacdo de um ensaio num
equipamento diferente, num dia diferente. Contudo, este procedimento deve ser efetuado
por um segundo técnico. Para métodos de doseamento, o coeficiente de variacdo agrupado
das duas séries de resultados deve ser igual ou inferior a 3,0% e a diferenca relativa entres
as médias dos resultados das duas séries deve ser igual ou inferior a 3,0% [16, 60].

1.1.7.1.4. Limite de detecdo (LOD)

O limite de detecéo, LOD, ¢ caracterizado como a quantidade minima numa amostra
que pode ser detetada, o que ndo significa tal quantidade possa ser quantificada com um
nivel de exatiddo e precisdo adequados. A determinacdo deste parametro de validacdo
pode ser baseada na avaliagdo visual, relacdo sinal-ruido, desvio-padrdo da resposta,
desvio padrdo do branco e curva de calibragcdo. Todavia, a determinagdo mais comum

desta caracteristica € a curva de calibracdo atraves da seguinte equacéo [16, 56, 59]:

LOD = 3,30
S
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em que o representa o desvio padrdo da resposta e s descreve o declive da curva de
calibracéo.

1.1.7.1.5. Limite de quantificacdo (LOQ)

O limite de quantificacdo, LOQ, € descrito como a concentracdo mais baixa de um
determinado composto numa amostra, que pode ser doseado com uma adequada exatid@o
e precisdo, nas condi¢bes operacionais do método. O método mais utilizado para
determinar este parametro é também a curva de calibracdo obtida através da seguinte
equacéo [16, 56, 59]:

L0 _100
Q= S

em que o representa o desvio padrdo da resposta e s descreve o declive da curva de

calibracéo.

1.1.7.1.6. Gama de trabalho

A gama de trabalho é o intervalo de concentracbes em que o método analitico pode
ser efetuado, com um grau aceitavel de linearidade, exatiddo e precisdo, de acordo com a
finalidade deste. A gama de trabalho pode ser determinada através da homogeneidade de
variancias segundo a ISO 8466 — 1. Este método determina a gama de trabalho através da
comparacdo entre o valor do teste de progressdo geométrica (PG) e o valor
correspondente ao teste F de Snedecor/Fisher, para (N-1) graus de liberdade. O teste de
PG resulta da razdo entre as variancias das concentragdes padrdo mais elevadas e mais
reduzidas [16, 58, 61, 63].

A utilizacdo deste método implica a preparacdo de dez replicados da concentracdo
mais elevada e da menos elevada, de modo a determinar a variancia para os dois extremos
da reta da curva de calibracdo. Posteriormente, o valor do teste PG ¢ calculado, com
recurso a seguinte equacéo [61]:

2
Sio

PG =2
St

para S?, > S?
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Seguidamente, o valor PG é comparado com o valor do teste de F, obtido para o nivel
de confianca pretendido. Se PG for inferior a F, a diferenca entre as variancias nao €
significativa e a gama de trabalho esta corretamente ajustada. Pelo contréario, se o valor
de PG for superior a F, a diferenca entre as variancias é significativa e a gama de trabalho
ndo esta adequadamente ajustada [61].

1.1.7.1.7. Linearidade

A linearidade é caracterizada como a capacidade de obter resultados que sdo direta ou
indiretamente proporcionais a concentracdo de analito numa amostra. Este pardmetro de
validacdo pode ser avaliado através de diferentes métodos, nomeadamente a curva de
calibracdo, o teste de Mandel, o teste de Rikilt e a analise de residuos [58, 62, 63].

O uso de uma curva de calibracdo ¢ o método mais simples, em que a linearidade é
determinada através da relagdo entre a gama de concentragdes de trabalho (ug/mL) e a
area do pico (mAU.s) correspondente as diferentes concentracbes. A representacdo
gréfica desta relacdo permite determinar e analisar o valor do declive, da intersecdo e do
coeficiente de regressao da reta. Assim, para que a gama de trabalho selecionada seja
considerada linear é necessario que o valor do coeficiente de regressdo seja um valor entre
0,985 a 1,00 [16, 56].

De acordo com a ISO 8466 — 1, o teste de Mandel é o teste estatistico que compara as
duas relagdes entre os pontos experimentais obtidos e os ajustes de regressao linear e
polinomial, e através dessa comparacdao demonstra se o ajuste linear é aceitavel para esse
conjunto de pontos. A sele¢do do tipo de ajuste através deste teste implica a comparacao
do erro do padrdo residual (Syx) dos modelos lineares e ndo lineares com recurso ao teste-
F de hipdtese nula. Inicialmente é necessario calcular o desvio-padréo residual das curvas
de calibragdo linear e ndo linear e, posteriormente, a diferenca entre as variancias (DS?)

de ambas as funces através da seguinte equacao [61, 63]:

DS? = (N —2).5,, — (N =3).5 529
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em que Syyx corresponde ao desvio-padrdo residual da curva de calibragéo linear, Sayx
determina o desvio-padréo residual da curva de calibracdo ndo linear, e N corresponde ao
namero de niveis de concentragdo [61, 63].

Posteriormente, calcula-se o valor teste VT que sera comparado com o valor do teste
F de Fischer-Snedecor (F) para (N-3) graus de liberdade. O valor teste VT é determinado
através da seguinte equacéo [61 - 63]:

DS?
VT

2
Sy/x 22

sendo que DS? representa a diferenca entre as variancias e Szyx determina o desvio-padrao
residual da curva de calibracdo ndo linear. Assim sendo, se o valor teste VT for superior
ao valor do teste F de Fischer-Snedecor (F) para (N-3) graus de liberdade, o modelo ndo
linear fornece um ajuste significativamente superior ao modelo linear. No entanto, se o
VT for menor que o valor de F o modelo linear € o que apresenta um ajuste mais robusto
[61 - 63].

Para complementar o teste de Mandel é necessario recorrer a analise de residuos. A
analise de residuos é determinada através da relagdo entre a resposta prevista (sinal
estimado pela reta de calibracdo para cada concentracdo de analito) e a resposta real, como

demonstra a seguinte equacéo [64]:

. (resposta prevista — resposta real)
Residuo (%) = - x 100
resposta prevista

O valor de residuos obtido deve variar entre -2 e 2%, no entanto o valor 6timo deve
ser proximo de 0, o que significa que a linearidade pode ser representada por uma curva
de calibracdo linear. Adicionalmente, a representacdo grafica dos valores residuais
(diferenca entre o sinal estimado pela reta e o sinal real), em funcdo da concentragéo
de analito, deverd apresentar uma distribuicao aleatéria [62, 64].

O teste de Rikilt analisa a linearidade de cada um dos pontos da curva de calibracéo,
através da relagdo entre a concentragdo (pug/mL) e o fator de resposta (mAU.s.mL/ug).

Deste modo, a percentagem que descreve esta relagéo deve variar entre os 98 e 0s 102%,
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sendo gue o valor 6timo € 100%. Assim, se no teste de Rikilt os valores estiverem entre

o intervalo de aceitacéo a curva de calibrag&o é considerada linear [65].

1.1.7.1.8. Robustez

A robustez € um parametro de validacdo que permite determinar a capacidade de
variacdo do método analitico, uma vez que estuda os resultados obtidos com possiveis
pequenas variages aos parametros do método analitico, que podem ocorrer. A resposta
do método a estas pequenas variacdes deliberadas permite indicar se 0 método é
suficientemente robusto e confidvel durante o seu uso rotineiro. As variagdes podem estar
relacionadas com a propor¢do de um componente da fase mével, a temperatura da coluna,

o0 pH da fase mdvel, entre outro [56, 59].

1.1.7.2.  Caracteristicas de validacédo adicionais

1.1.7.2.1. Estudos de filtracéo

Este tipo de estudo, embora ndo obrigatorio, é bastante importante quando a
preparacdo da amostra exige o processo de filtracdo. O estudo € obtido por comparacao
das taxas de recuperagdo das preparacdes filtradas e nédo filtradas para um analito ou
impurezas [57].

1.1.7.2.2. Fator de resposta relativa (RRF)
O RRF é determinado através da razao entre o fator de reposta do analito e o fator de
resposta do componente de referéncia nas mesmas condi¢des operacionais, aplicado em

métodos de quantificacdo de impurezas [57].

1.1.7.2.3. Testes de adequacéo do sistema

As caracteristicas e os limites do teste de adequacao do sistema permitem garantir que
a metodologia e 0 equipamento estdo a funcionar de acordo com o esperado para a
realizacdo da anélise das amostras. Os testes de adequacgéo de sistema devem ser definidos
com base na experiéncia laboratorial obtida durante o desenvolvimento do método e/ou
nas condicGes obtidas no pior caso do teste de robustez. Estes testes estdo relacionados
com o tipo de método analitico e com os limites de especificacdo que o0 método suporta
[57].
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1.1.7.2.4. Comparacdo ou Equivaléncia de métodos

A comparacdo de métodos permite demonstrar que o método mais recentemente
desenvolvido € apropriado para as analises de um determinado analito, comparando 0s
resultados dessas analises com analises efetuadas através dos méetodos antigos. Contudo,
é espectavel que o método mais recentemente desenvolvido seja melhor do que os

anteriores [57].

1.2. Meétodos Cromatograficos

Os métodos cromatograficos sdo métodos fisicos de separacdo, em que os analitos a
serem separados sdo distribuidos em duas fases distintas. Estas fases designam-se por
fase estacionaria e a fase mdvel. A fase estacionaria apresenta-se, normalmente, de forma
solida ou em liquido adsorvido a superficie do suporte solido. Por outro lado, a fase mével
é quase sempre um liquido ou um gas [66, 67].

Este métodos podem ser classificados de acordo com diversos fatores, como o tipo de
fase estacionaria ou mdvel, tipo de equipamento e processos de separacdo. Deste modo,
através do tipo de fase movel, a cromatografia pode ser classificada em liquida (CL),
gasosa (CG) e de fluidos supercriticos (CFS), dependendo se a mesma € um liquido, um
gas ou um fluido supercritico, respetivamente. Contudo, esta classificacdo ainda pode ser
mais detalhada através da adicdo do tipo da fase estacionaria [68, 69].

Relativamente a classificacdo de acordo com o tipo de separacdo/equipamento, esta
divide-se em duas técnicas distintas, nomeadamente cromatografia em coluna e planar.
Estes dois tipos de cromatografia diferem no tipo de suporte onde a fase estacionaria se
encontra. No caso da cromatografia planar, a fase estacionaria é suportada por uma
superficie, enquanto que na cromatografia em coluna, a fase estaciona esta inserida numa
coluna fechada. Deste modo a cromatografia planar inclui a cromatografia em papel e de
camada fina e a cromatografia de coluna engloba a CL, CG e a CFS

Em relacdo aos diferentes mecanismos de separacdo, a cromatografia pode ser
designada por cromatografia de adsor¢do, de particdo, liquida, de troca ionica, de

interacdo ionica, de exclusdo molecular, de afinidade e a liquida micelar [68, 69].

1.2.1.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
A cromatografia liquida é descrita como um método analitico que permite a separagédo
de diferentes compostos quimicos presentes numa amostra. O mecanismo de separacéo

ocorre através de interacdo seletiva entre as moléculas de soluto (amostra) e a fase movel
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e estacionaria. A fase estacionaria consiste numa coluna cromatografica que no seu
interior contém material de enchimento formando por pequenas particulas. A fase movel
flui continuamente ao longo do sistema, deslocando a amostra injetada pela coluna até ao
detetor [70, 71].

As substancias contidas na amostra apresentam diferentes graus de afinidade com a
fase movel e estacionaria, desta forma as velocidade de migracdo também séo diferentes,
0 que permite a separacdo cromatografica. Deste modo, uma substancia com menor
afinidade com a coluna elui primeiro, do que uma substancia que tenha uma maior

afinidade com a mesma [70].

1.2.1.1.  Sistema Cromatogréfico

O sistema cromatografico utilizado para este tipo de separacdo cromatogréafica é
constituido por diferentes sistemas, nomeadamente um sistema de reservatorio de fase
movel, de bombas, de injecdo, analitico, de detecdo e de aquisicdo e registo de dados,
Figura 8 [70, 71].

Reservatorio Registo de
de fase movel dados
Forno da !
I I I I coluna i

X

Bombas Injetor/  Hp/[——]} »  Detetor
autosampler £y
Residuos

| Coluna |

Figura 8 — Esquema de um Sistema de HPLC. Adaptado de [71]

O sistema de reservatorio de fase movel é descrito como local onde se encontram os
diferentes solventes, que irdo ser utilizados como fase mdvel. O sistema de bombas
permite gerar um fluxo consistente de fase movel através do sistema. O fluxo gerado
dever ser 0 mais estavel possivel, de forma a minimizar o ruido no detetor. As bombas
normalmente deve suportar pressoes relativamente elevadas [70, 71].

O sistema de injecdo pode ser de trés tipos distintos, tais como: injecéo direta atraves

de seringa, valvula de injecéo e valvula de injecdo automatica. Atualmente, o sistema de
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injecdo mais utilizado é a valvula de injecdo automatica, uma vez que introduz
automaticamente a amostra no fluxo da fase movel [70, 71].

O sistema analitico é constituido pela coluna cromatogréafica e pelo forno onde esta
se encontra. A coluna exerce a funcdo de fase estacionaria permitindo a separacdo dos
compostos em analise e o forno da coluna certifica que a temperatura da coluna se mantém
constante durante a separagéo [70, 71].

O sistema de detecéo permite identificar e quantificar os compostos de interesse, por
meio de um sinal elétrico, que é proporcional a concentracdo dos compostos na amostras.
Os detetores podem ser de diferentes tipos, nomeadamente de fluorescéncia, UV-Vis,
rede de diodos (DAD), entre outros [70, 71].

Por fim, o sistema de tratamento de dado que transforma o sinal eléctrico do detetor
em cromatogramas, que mostram os picos correspondentes aos diferentes componentes
da amostra [70, 71].

1.2.1.2.  Parametros caracteristicos dos picos cromatograficos

Os picos cromatograficos apresentam diferentes caracteristicas, que devem ser
estudadas no desenvolvimento de qualquer método analitico, nomeadamente o tempo de
retencdo dos picos, o tempo morto, o tamanho e largura do pico, a eficiéncia da coluna e
0 nimero de pratos teoricos, a resolucéo e o fator de simetria, entre outros [71].

O tempo de retencdo € caracterizado pelo tempo entre a injecdo da amostra e o pico
de interesse obtido. Contudo, o tempo de retencao pode ser ajustado, uma vez que o tempo
de retencdo total inclui o tempo morto, que se designa pelo tempo que a fase movel
demora a atravessar a coluna e atingir o detetor. Normalmente, este tempo é determinado
por um composto com baixa ou nenhuma afinidade pela fase estacionéria [71, 72].

Outros dois parametros caracteristicos dos picos, também estudados sdo a largura e a
altura do pico. A largura do pico pode ser medida em duas regides distintas do mesmo,
na base ou a meia altura deste. A altura do pico descreve a distancia entre a linha de base
e 0 ponto de inflex&o do pico [71].

O numero de pratos tedricos € um parametro essencial a ser estudado, uma vez que
permite avaliar a eficacia da coluna cromatografica. Uma coluna eficiente produz picos
mais estreitos e pode conseguir separar muitos componentes da amostra num curto espaco
de tempo. Os picos mais estreitos apresentam o nimero de pratos tedricos maior, logo

guando maior o nimero de pratos tedricos maior a eficacia da coluna cromatogréafica. Em
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termos de limites de especificacdo, para um pico cromatografico ser aceitavel em relacao
ao numero de pratos tedricos, estes devem ser sempre superiores a 2000 [71].

O estudo de um cromatograma ndo se pode direcionar exclusivamente para pico de
interesse, o0 estudo deve abranger todos 0s picos, e consequentemente 0 modo como estes
estdo separados. Desta forma, para estudar o grau de separacéo de dois analitos adjacentes
estuda-se uma parametro designado por resolucdo. Assim, quando maior for a separagéo
dos picos maior o valor correspondente a resolugdo [71].

Relativamente ao fator de simetria, este permite determinar o grau de simetria do pico,
e consequentemente avaliar a qualidade cromatografia dos picos. Em condic¢des ideias,
0s picos cromatograficos devem apresentar uma distribuicdo gaussiana, de modo a se
obter um simetria perfeita. Contudo, na realidade a maioria dos picos ndo apresenta uma
simetria perfeita, desta forma considera-se um limite de aceitacao para o fator de simetria
entre 0s 0,8 e 1,5 [71].

1.3. Medicamentos Antidepressivos

Os medicamentos antidepressivos sao frequentemente utilizados para o tratamento de
um conjunto de doencas depressivas e outros transtornos psiquiatricos. Ha varios tipos de
medicamentos antidepressivos, tais como: antidepressivos triciclicos (ADTS),
antidepressivos tetraciclicos (ADTC), inibidores da monoamina oxidase (IMAO),
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina e da noradrenalina (ISRSN) e inibidores
seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS). Os ISRS incluem moléculas como
fluoxetina, escitalopram, fluvoxamina, sertralina e paroxetina. Enquanto, os ISRSN
contém moléculas com venlafaxina e milnacipram [73 — 75].

Os ISRS inibem o transportador de serotonina no neurdnio pré-sinaptico responsavel
pela recaptacdo desta provocando um aumento nos niveis de serotonina na fenda
sinaptica. O aumento dos niveis serotoninérgicos na fenda sinaptica originam,
consequentemente uma maior atividade neuronal no neuronio pos-sinaptico[76].

Todavia, este tipo de antidepressivos podem apresentar efeito anti-inflamatério em

doentes portadores de doencas anti-inflamatdrias, como a psoriase [77].

1.3.1. Antidepressivos em doengas anti-inflamatorias
A administracdo sistémica de alguns medicamentos antidepressivos em pessoas
portadoras de doencas inflamatdrias, como a psoriase, permite melhorar os sintomas, com

a reducdo das complicacdes associadas [78].
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A psoriase € uma doenca inflamatoria em que o stress crénico tem um grande impacto
nos sintomas dermatoldgicos. A psoriase manifesta-se através do aparecimento, na pele,
de placas vermelhas revestidas por escamas micaceas prateadas. Varios estudos tém
sugerido que estas lesbes dermatoldgicas sdo consequéncia do aumento da ativacao de
células T e células dendriticas, parte do sistema imunitario da pele. Estas e outras células
imunes produzem citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina-1 (IL-1), IL-6 e o fator
de necrose tumoral o (TNF-a), que desencadeiam inflamagdo e levam a proliferacdo de
queratindcitos. Os queratindcitos acumulam-se na camada epidérmica da pele, induzindo
manchas espessas e escamosas [77 — 79].

Contudo, Chapman et al (2009) sugere que a resposta inflamatdria da psoriase pode
ndo estar localizada apenas na pele. Deste modo, pode ser considerada uma doenca
inflamatdria sistémica. A pele é um local altamente inervado onde se localizam um
conjunto de neuropeptidos, nomeadamente catecolaminas, substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), péptido intestinal vasoativo e fator de
crescimento neural (NGF). O aumento destes neuropeptidos e ativacdo do sistema
nervoso autonomo estdo fortemente relacionados com as les@es psoriaticas [80].

A psoriase esta relacionada com a elevada incidéncia de doengas psicolégicas em
pessoas portadoras desta doenca autoimune. Os elevados niveis de angUstia em paciente
portadores de psoriase provavelmente afetam esta doenca devido a libertacdo, na pele ou
circulacdo sanguinea, de substancias de respostas ao stress. Deste modo, é possivel existir
um eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal semelhante na pele, que com o stress desencadeia a

secrecdo localizada de hormonas adrenocorticotropicas e glicocorticoides [80].

1.3.2.Caracterizacao da fluvoxamina e do acido maleico

A fluvoxamina pertence ao grupo dos ISRS e é bastante eficaz no tratamento de
diferentes doencgas psiquicas, induzindo o aumento da serotonina sinaptica pela inibicdo
seletiva da recaptacdo da serotonina para 0s neurdnios pré-sinapticos [79, 81].

A fluvoxamina apresenta-se em forma de pd branco e cristalino com um peso
molecular de 434,4 g/mol. Esta SA é solGvel em agua, etanol (96%) e em metanol e um
pKa de 8,86. A molécula apresenta uma absortividade maxima aos 234 nm [82].

Quimicamente, a fluvoxamina € designada por 5-metoxivalerofenona O-(2-
aminoetil)oxima e pertence ao grupo dos (trifluorometil)benzenos. Esta estrutura quimica
n&o apresenta quiralidade, mas a ocorréncia de uma ligagéo dupla entre um carbono e um

azoto implica o desenvolvimento de dois estereoisomeros diferentes, E (trans) e a Z (cis).
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A configuracédo frequentemente presente nos farmacos € a configuracdo trans (Figura 9),

enquanto a configuracao cis ndo representa mais do que 3% [83 — 85].

Figura 9 - Estrutura quimica da trans-fluvoxamina [83].

Esta molécula é maioritariamente (~96%) metabolizada no figado, e a desmetilacédo
oxidativa do grupo metoxi pelo citocromo CYP2D6 leva a formacdo do metabolito
principal, o &cido de fluvoxamina (4-carboxi-1-[4-(trifluorometil)-fenil]-1-butano-O-(2-
aminoetil)oxima) (Figura 10) [84 — 86].

FJc—{Ezi}—ﬁ—cHFCHfastcho—cHj

N—O—CHy-CHz-NH; -
CYPIAZ

CYPID6 \ 20.40% \
30-60% \ Fao—{@zi}—ﬁ—cHgCHg—ngcho—cHg
\ N—OH
Fac@ﬁ—CHz-CHz— CHy-COOH F4C- -@>—-§|3—CH,-C Ha—CHy-GH.-O—GHy

M—0O—CHz-CHa-NH3 - N=0—CHy-CHz0H
Major metabolite

Figura 10 - Metabolitos formados através do metabolismo da fluvoxamina no figado
[83].

Todavia, a fluvoxamina presente nas formulagdes surge sempre combinada com o
acido maleico, que consequentemente origina o maleato de fluvoxamina. O &cido maleico
€ um intermediario quimico multifuncional, que apresenta varias aplicagdes a nivel
industrial. Quimicamente, este é denominado por &cido cis-butenodioico e constituido por

quatro carbonos com dois grupos carboxilos (Figura 11) [87].
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HO OH

O O

Figura 11 - Estrutura quimica da &cido cis-butenodioico [87].

Esta molécula apresenta entre os atomos dos carbonos centrais uma ligacdo dupla,
que consequente permite a existéncia de dois estereoisomeros diferentes, E (trans) e a Z
(cis). O estereoisdmero trans é designado por acido fumérico. Contudo, o &cido maleico
€ menos estavel que o acido fumarico, logo este composto menos estavel é usado para se
obter acido fumarico por isomerizacédo catalitica. A nivel farmacéutico, o acido maleico

é normalmente utilizado com intermediario para formar os sais maleato[87 — 89].
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2. Objetivos

O desenvolvimento de um método analitico preditivo de estabilidade ¢ um
procedimento exigente e longo. Este método possibilita a quantificacdo da substancia
ativa (SA) e dos respetivos produtos de degradacdo que se formam em diferentes
condi¢des. O conhecimento sobre os produtos de degradacdo resulta a priori de
diferentes estudos, nomeadamente estudos de degradagdo forgada e estudos de
estabilidade acelerada e a longo-prazo. Os estudos de degradacdo forgada permitem
identificar os produtos de degradacao, que se formam em condicGes de stress. Por
outro lado, os estudos de estabilidade permitem identificar os produtos de degradacao
que se formam nas condi¢des normais de armazenamento. Os produtos de degradacao
obtidos podem ser comprados com as seis impurezas conhecidas descritas na
Farmacopeia Europeia 10 (Ph.Eur. 10).

Uma vez que o tempo de desenvolvimento de métodos analiticos é uma limitacéo,
recorreu-se a abordagem de QbD. Deste modo, o Laboratério Edol — Produtos
farmacéuticos, S.A prop0s a realizacdo de uma dissertagdo que consiste na avaliagcdo
da estabilidade de formulagdes semi-solidas, que contém farmacos serotonérgicos,
com recurso ao QbD.

Esta dissertacdo tinha como objetivo desenvolver um método analitico preditivo
de estabilidade que conseguisse quantificar a SA e os produtos de degradacéo,
recorrendo ao DoE e, subsequentemente, proceder a validacio do método

desenvolvido.

30



3. Materiais e métodos

3.1. Materiais

Os materiais utilizados formaram padrdo USP de fluvoxamina da Cymitquimica
(Espanha); Fluvoxamina da Medichem (Espanha); Di-hidrogenofosfato de potassio da
VWR chemicals (USA); Pentanossulfonato de sodio da Fisher Chemical (USA); Acido
ortofosforico 85% e acetonitrilo (Grau pureza para HPLC) da Honeywell (USA); Acido
cloridrico 1M e Hidroxido de sédico 1M da Carlos Erba (Espanha); Perdxido de
hidrogénio 30% da PanReac AppliChem (USA).

3.2. Métodos

3.2.1.Desenvolvimento de um método analitico para quantificacdo de
fluvoxamina através de Quality-by-Design.

3.2.1.1.  Anélise de Risco

3.2.1.1.1. Identificacio dos parametros criticos

A identificacdo do risco foi realizada com recurso ao diagrama de Ishikawa, que
auxiliou a selecdo das possiveis causas, que podiam influenciar o desenvolvimento dos
métodos analiticos. As causas identificadas foram o equipamento, o ambiente envolvente,
os resultados, 0 método e o operador. Em cada uma destas causas, existem varias falhas
que podem influenciar negativamente a finalidade do trabalho.

3.2.1.1.2. Avaliac¢ao do risco

A metodologia aplicada para a avaliagdo do risco foi a FMEA. Esta analise
quantitativa, implicou a construcdo de uma tabela que relacionou a probabilidade, a
severidade e a detecdo do risco. Os diferentes fatores foram classificados com uma
pontuacédo entre 1 e 10, que resultou de questiondrios realizados a equipa de controlo de
qualidade dos Laboratérios Edol. A classificacdo desses fatores permitiu
consequentemente calcular o RPN e CRIT. A pontuacédo da probabilidade de falha foi de
1a 10, sendo um 1 a menos provavel e 10 a mais provavel. A severidade de cada um dos
efeitos variou entre 1 e 10, sendo 1 o menos severo e 10 o mais severo. A detegéo

correspondente a cada falha apresentou uma classificacdo de 1 a 10, sendo 1 a
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probabilidade de detecdo maxima e 10 a probabilidade de detecdo minima, como descrito

na Tabela 5.

Tabela 5 - Classificacdo da probabilidade, severidade e detecdo do risco.

Nivel Probabilidade Severidade Detecao
10 Quase inevitavel Falha sem aviso A?rsr?;l;tsigzrlne
9 Extremamente alta Falha com aviso Muito remota
8 Muito alta Muito alta Remota
7 Alta Alta Muito Baixa
6 Moderadamente Moderada Baixa
alta
5 Moderada Baixa Moderada
4 ModeraQamente Muito Baixa Moderada alta
baixa
3 Baixa Pequena Alta
2 Muito Baixa Muito pequena Muito alta
1 Remota Nenhuma Quase inevitavel

Posteriormente a classificacdo de cada um dos fatores, o RPN foi calculado através
da equacdo presente na secdo 1.1.4. O valor de RPN permitiu identificar quais as falhas,

que apresentam um maior risco para o objetivo definido.

3.2.1.2.  Fatores e Resposta

A analise de risco permitiu a selecdo de dois fatores de risco, que consequentemente
foram estudados em trés diferentes niveis, como descrito na sec¢do 3.2.1.3 na Tabela 7.
Contudo, também foi necessario definir as respostas, Tabela 6, que avaliaram a qualidade

e a eficacia do método cromatografico.

Tabela 6 - Variaveis dependentes utilizadas no planeamento experimental.

L Niveis
Respostas (Variaveis Dependentes) Min Obj Méx
Fator de simetria 0,8 1 1,3
Tempo de retengéo 4,5 5 55
NUmero de pratos tedricos 2000 NA NA

Em que min significa o valor minimo de resposta aceitavel, obj — o valor alvo das
respostas, max — o valor maximo aceitavel e NA — néo aplicavel.
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3.2.1.3. Planeamento Experimental

O planeamento experimental, obtido através do software MODDE Pro 12.1, era
constituido por 12 experiéncias, das quais 9 corresponderam ao FFD e 3 aos pontos
centrais, Tabela 7. Os dados analisados atraves deste software e os efeitos foram
considerados significativos para um valor de probabilidade (P) menores a 0,05 (erro o),
de modo a aumentar a exigéncia estatistica. Os resultados obtidos foram ajustados atraves
da seguinte equacao:

Y =B+ By Xy + B2Xy + B12X1X, + B11X12 + B2z X22

Esta equacdo descreve os efeitos zero e os de segunda ordem, assim como as interacfes

entre as variaveis independentes.

Tabela 7 - Planeamento experimental aplicado no desenvolvimento do método
cromatografico.

Niveis dos Fatores

Experiéncia  Concentracdo de ACN da fase Volume de injecéo
mével (%) (uL)
1 -1 30 -1 S
2 0 37,5 -1 5
3 1 45 -1 5
4 -1 30 0 12,5
5 0 37,5 0 12,5
6 1 45 0 12,5
7 -1 30 1 20
8 0 37,5 1 20
9 1 45 1 20
10 0 30 0 12,5
11 0 30 0 12,5
12 0 30 0 12,5

Em que as experiéncias 10, 11 e 12 correspondem aos pontos centrais. O -1 significa o
mais baixo do nivel estudado, 0 — o nivel intermédio estudado e 1 — o nivel superior
estudado.

3.2.2.Condicdes cromatograficas
A quantificacdo da fluvoxamina foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (do inglés High Performance Liquid Chromatography, HPLC). As condigdes

cromatograficas utilizadas no método de quantificagdo de fluvoxamina sumarizadas na
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Tabela 8, sdo resultado da otimizacdo do metodo farmacopeia Ph. Eur. 10 através de QbD.
Em relacdo ao método de quantificacdo de impurezas de fluvoxamina ndo foi aplicado
nenhum DoE.

Tabela 8 - Condicdes utilizadas na quantificacdo de fluvoxamina e das impurezas por
HPLC.

Quantificacdo da Quantificacdo das
fluvoxamina impurezas
Fase M6vel 60% solucéo o 69% solucéo o
tampéao:40%acetonitrilo tampéo:31%acetonitrilo
Coluna

(comprimento (mm) X Purospher® C8 (250 x 4,6;

Inertsil® C8 (250 x 4,6; 5)

didmetro interno (mm), 5)
didmetro da particulas (um)

Fluxo(mL/min) 1,2 1,2
Volume de injegdo(uL) 6 25
Tempo de corrida(min) 20 90
Comprimento de onda 934 934

(c.d.o) (nm)
Temperatura da

coluna(°C) 22 22
Temperatura do 29 99

autosampler(°C)

3.2.3.Preparacéo da solugdo padrao de fluvoxamina

Uma quantidade de padrdo de fluvoxamina (aproximadamente 20 mg) foi dissolvida
em 25 mL de uma mistura de tampdo: ACN (63:37, v/v) para um baldo volumétrico de
50 mL. A mistura foi agitada em vortex, até se obter a dissolu¢cdo completa.
Posteriormente, perfez-se o volume com o mesmo solvente, de modo a se obter uma
concentracdo de 400 pg/mL. A composicdo do tampdo foi de 1,1 g/L de di-
hidrogenofosfato de potéssio e 1,9 g/L de pentanossulfonato de sédio, ajustada a pH 3,0

com &cido fosforico 85%.

3.2.4.Preparacéo das solu¢des das amostras

Pesou-se aproximadamente 800 mg da formulagdo que contém fluvoxamina e
dissolveu-se em 25 mL de uma mistura de tampédo: ACN (63:37, v/v) para um baldo
volumétrico de 50 mL. A mistura foi agitada em vortex durante 3min, e foi sujeita a o

banho de ultrassons durante 5min. Posteriormente, perfez-se 0 volume com o mesmo
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solvente, de modo a se obter uma concentracdo de 400ug/mL. A solucdo foi filtrada

através de filtros de seringa com membrana PTFE de 0,45 pm.

3.2.5. Estudos de degradacéo forcada

Os estudos de degradacdo forcada foram realizados através da exposicao de diferentes
solugdes de fluvoxamina a condigdes de stress, nomeadamente stress hidrolitico, térmico,
fotolitico e oxidativo. A condicdo hidrolitica foi obtida através da exposicao a solucdes
de 1 M HCl e 1 M NaOH, a condicéao oxidativa foi obtida através de uma solucdo de 15%
(v/v) peroxido de hidrogénio, a termolitica através da exposicdo a 55 °C, e a fotolitica por
exposicdo a luz UV. Apoés o inicio dos ensaios de stress, as solugdes em condi¢des
hidroliticas e oxidativas foram mantidas ao abrigo da luz solar e a temperatura ambiente
durante 6 dias. As outras solucGes encontravam-se em locais apropriados para as
respetivas condicGes de stress. ApoOs este periodo, as solucdes hidroliticas foram
neutralizadas e colocadas nas mesmas condicdes referidas anteriormente durante mais 5
dias. As solugdes oxidativas ndo necessitam de neutralizacédo, logo este procedimento néo
se aplica. As solucdes térmicas e fotoliticas foram retiradas dos locais que originam as

condicdes de stress, e foram colocadas nas mesmas condi¢fes que as outras solugdes.

3.2.6.Validacdo do método de doseamento da fluvoxamina

3.2.6.1.  Seletividade

A avaliacdo da seletividade incluiu a preparacéo de quatro soluges distintas: solucéo
padrdo de fluvoxamina, solucdo da formulacdo contendo fluvoxamina, solucdo de
placebo com conservantes (metilparabeno sédico e propilparabeno sédico), e solucdo de
placebo sem conservantes. As solugdes foram preparadas de acordo com o procedimento

descrito nas secOes 3.2.3 € 3.2.4.

3.2.6.2. Linearidade

Para o estudo da linearidade foram preparadas cinco solugdes padréo, a 150%, a
125%, 100%, 75% e 50%, em relacdo a concentracdo de trabalho, a partir de uma diluigdo
de uma solugéo stock com uma concentracdo de 2000 pg/mL. A solucdo de stock foi
preparada de acordo com o procedimento descrito na se¢do 3.2.3 O esquema de dilui¢des

esta sumarizado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Esquema de dilui¢des utilizado no estudo da linearidade durante a validagéo
do método de doseamento da fluvoxamina.

Niveis de Volume inicial da Volume final Concentracéao
concentracdo (%) solucdo stock (mL) (mL) final (ug/mL)
50 2 20 200
75 3 20 300
100 2 10 400
125 5 20 500
150 3 10 600

3.2.6.3. Exatidao

A exatidao foi determinada com recurso ao método de sobrecarga de placebo com
conservantes, ou seja, pela adicdo de uma quantidade conhecida de SA ao placebo. Para
este estudo prepararam-se trés solucbes para nivel de concentracdo diferentes,
nomeadamente 50%, 100% e 150%.

As amostras foram preparadas a partir da pesagem de 800 mg de placebo com
conservantes para um baldo volumétrico de 50 mL. Seguidamente, adicionou-se 1, 2 e 3
mL de uma solucdo com uma concentracdo de 1000 pg/mL de SA, para preparar os niveis
de 50%, 100% e 150%, respetivamente. Posteriormente, as solu¢des foram agitadas em
vortex durante 3min e foram colocadas no banho de ultrassons por 5min, e o volume dos
balGes foi completo com solvente. Ap6s a dissolucdo estar completa as solugdes foram

filtradas através de filtros de seringa com membrana PTFE de 0,45 pm.

3.2.6.4. Precisao

3.2.6.4.1. Repetibilidade
A repetibilidade foi estudada atraves da analise de seis amostras a concentragdo de

trabalho, 400 pg/mL. As amostras foram preparadas como descrito na secgédo 3.2.4.

3.2.6.4.2. Precisdo intermédia
A precisao intermédia foi avaliada do mesmo modo que a repetibilidade, com excec¢do
de pequenas variagdes, nomeadamente o equipamento, o dia da analise, o técnico e a

coluna cromatografica.

36



3.2.6.4.3. Robustez

A robustez foi determinada através da variagdo de diferentes fatores do método

analitico, de forma individual ou combinada, como sumarizado na Tabela 10.

Tabela 10 - Variacdo dos fatores para analise da robustez do método analitico.

Valor do Fator Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Temperatura do autosampler 2o 20 30 30 22 22 30 30
(°C)

Fluxo (ml/min) 12 15 12 15 12 15 12 15

22 22 30 22 30 22 30 30

Temperatura da coluna (°C)
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4. Resultados e Discussao

4.1. Desenvolvimento de um método analitico para a quantificacdo de

fluvoxamina através de Quality-by-Design.

Os métodos analiticos podem ser desenvolvidos sem qualquer conhecimento anterior
ou a partir de procedimentos detalhados em monografias cientificas, como a Ph. Eur. 10.
Neste caso, o0 método desenvolvido foi baseado no método cromatografico para a
quantificacdo de impurezas conhecidas da fluvoxamina descrito na Ph. Eur. 10. Embora
0 método tenha sido desenvolvido a partir da Ph. Eur. 10, este método foi otimizado
através de uma metodologia sistematica designada por QbD. Este tipo de metodologia
moderna envolve duas temaéticas, tais como a analise de risco e o planeamento

experimental.

4.1.1. Anélise de risco

A andlise de risco inclui a identificacdo dos CQAs, a avaliacdo do risco, 0
planeamento das respostas ao risco e o controlo do risco. A identificacdo do risco foi
realizada através do desenvolvimento de um diagrama de Ishikawa, onde foram
selecionadas as possiveis causas, € consequentemente os modos falhas, que podiam
provocar erros significativos no método cromatografico. A causas primarias utilizadas
para a criacdo do diagrama de Ishikawa foram (i) o equipamento, (ii) 0 ambiente, (iii) 0s

resultados, (iv) o método e o (v) operador, Figura 12.
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Figura 12 - Diagrama de Ishikawa para possiveis falhas no desenvolvimento de um método analiticos.
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Posteriormente a identificacdo de todos os possiveis CQAS, o risco foi avaliado com
recurso ao uma analise quantitativa designada por FMEA. Este tipo de andlise requer a
construgdo de uma tabela, de modo a classificar numericamente a probabilidade,
severidade e detecéo do risco, através de uma pontuacao de 1 a 10, como mostra a Tabela
11.

Tabela 11 - Resumo da probabilidade, severidade e dete¢cdo com o respetivo critério e
classificacao.

Probabilidade Severidade Detecéo
Taxa
N | Pro. Falha | Critério de Efeitos Critério | Detecao Critério
falha
10 Quase " 1 Falha sem g s, Abs. Sem
inevitavel g 2 > 2 aviso 2 S | impossivel detecéo
R @ = 3 ) 5
g | Extremame | ¢ 3 Falhacom | £ %5’? Muito Dntitueic;‘go
nte alta = 3 aviso 5 © remota
O remota
Q
1 o S
Muito Z Muito 28 Detecdo
8 alta ” 8 alta 52 Remota remota
25 5
s o
g8 2 s
& 1 > F Muito Detecdo
7 Alta 20 Alta S 2 . muito
= Baixa bai
L5 aixa
- v
1 ~
Moderada _ o« . Detecdo
6 alta 30 Moderada % 3 Baixa baixa
Rz = %
L g o O D 5
5 Moderada = § 200 Baixa £ Moderada moderada
@) =
4 Moderada b Muito Moderada. rr?oec;[g(r;:ga
baixa 2000 Baixa Q= Alta
&3 alta
g
1 5 O ~
3 Baixa 15000 | Pequena 2 Alta D(;tﬁgao
[%2]
g
& g 1 ’% ©
5 Muito Muito 8 E Muito Alta | Detesdo
Baixa 150000\ pequena = é muito alta
n
[
2 =
[<B] ~
23 1 c 2 Quase Detecdo
1 Remota = 3 | 500000| Nenhuma oD X quase
o n g inevitavel
L g certa

Em que N significa o nivel, Pro - probabilidade e Abs — absolutamente.
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A classificacdo resultou da opinido, da experiéncia e do conhecimento de cada um
dos inquiridos. Todos os inquiridos tém mais de dez anos de especializa¢do na area, o que
torna este inquéritos fidedignos, apesar do nimero reduzido de inquéritos. O nimero de
inquéritos realizados foi de 4.

Com base na classificacdo obtida para cada risco determinou-se o valor de RPN e
CRIT (Tabela A, em anexo), com base nas equacgdes presentes na sec¢do 1.1.4. As falhas
com um elevado valor de RPN representam um risco maior do que as falhas com um valor
de RPN mais reduzido. Contudo, quando dois modos de falha apresentam o0 mesmo RPN
€ necessario distinguir esse valor através do valor de CRIT. Quando os valores de CRIT
também s&o iguais, o fator com maior risco é selecionado com base no valor da severidade
[90].

Também foi necessario estimar o grau de risco através de um diagrama de Pareto,
Figura 13. Este diagrama relacionou o valor do RPN para cada uma das possiveis falhas,
e consequentemente permitiu determinar os limites de especificagdo do RPN para um

risco aceitavel, inaceitavel e intolerante.
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Diagrama de Pareto
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Figura 13 - Diagrama de Pareto para todas as possiveis falhas durante o desenvolvimento do método analitico. A linha azul representa o valor
da percentagem acumulada.
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Através do diagrama de Pareto, Figura 13, foi possivel estipular quais os valores de
RPN para as diferentes condi¢Ges do risco. Para um risco aceitavel, o RPN variade 1 a
139, para um risco inaceitavel o intervalo de especificacdo varia entre 140 e os 399,
enguanto que para um risco intolerante o0 RPN inclui o valor de 400 até 1000. O limite de
aceitabilidade depende da tolerancia ao risco, de acordo com o objetivo do projeto. Com
a selecdo dos valores de RPN foi possivel criar uma matriz de risco, conforme a Figura
14,

11l 2[3[a]s]e|7]8]o]1]1
> | 4 [ 8121620 24]28]32]36] 40 2
3 | 9|18 |27 |36 |45 [54[63[72[81[090]3]_
ol 4 |16 32|48 |64 |80 |06 [112]128]144]160] 4 | T
S| 5 [ 25 [ 50 | 75 [ 1200|125 | 150 | 175 | 200 | 225 [ 250 | 5 | =
S| 6 |36 | 72 [108] 144 [ 180 | 216 [ 252 [ 288 [ 324 [ 360 | 6 | &
A 7 [ a9 | 98 | 147 7|2
8 | 64 | 128 192 8
9 | 81 [ 162243 9
10 | 200 | 200 | 300
1| 2] 3
Detecéo

Figura 14 - Matriz de risco. Em que a cor verde representa 0s risco aceitaveis, o
amarelo os risco inaceitaveis e o vermelho os riscos intoleraveis

A matriz do risco permitiu classificar o grau de risco para todas as possiveis falhas de
acordo com o valor de RPN. Desta forma, foi possivel identificar 22 riscos aceitaveis, 8
inaceitaveis e nenhum intolerante. Os riscos inaceitdveis sdo aquelas que podem
influenciar o desenvolvimento de um método analitico. Quando sdo detetados riscos
inaceitaveis devem-se criar medidas corretivas, de modo a evitar, reduzir, eliminar e

mitigar o risco, Tabela 12.
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Tabela 12 - Riscos inaceitaveis resultantes da metodologia FMEA e 0s respetivos
efeitos, causas e controlos.

FMEA RPN CRIT Ef‘]fi'itl‘;]z da  CausadaFalha  Controlo da Falha
Se o0 tampéo for
volatil hd uma Agitacéo constante
rapida da solugdo tampao/
- Afetaa x A
Instabilidade X evaporacdo/ Monitorizacdo
« 192 32 qualidade da :
do tampéo resposta degradacéo da constante da
P solucédo a temperatura
temperatura ambiente
ambiente
Interferéncia Fatores externos: Monitorizacdo
no detetor ou Afeta a variacgao da constante da
o 180 36 qualidade da
variagdo do temperatura temperatura
. resposta : i
sinal ambiente ambiente
Alto ou Ir;i;lrl;er;c:ja;o conr?:cui?r?ento Realizagao de
baixo pH da 175 35 P , estudos a diferentes
. retencao dos sobre 0 método
fase movel o pH
compostos analitico
Conhecimento do
equipamento/
o Fatores externos identificagdo dos
- Interferéncia .

Variagéo da exemplo: fatores externos/
4 coma NS
pressao da 160 40 L temperatura Monitorizag&o da

estabilidade da : S
coluna - ambiente/ erro no variacao
linha de base .
equipamento temperatura
ambiente e da
pressdo da coluna
Incorreta Afeta a Verificacdo de
escolha/ ) Pouco ) L
x 160 40 qualidade da . métodos ja
proporcao do conhecimento .
< resposta existentes
tampéo
Afeta a
Inadequado qualidade da Estudos detalhados
resposta/ Pouco ,
volume de 144 36 . . sobre 0 método
iniecio qualidade conhecimento analiticos
1€6 cromatogréfic
a reduzida
Erro na
Inadequada identificacdo p Estudos detalhados
NP ouco .
identificacéo 144 36 do composto . sobre 0 método
. conhecimento o
do pico referente ao analitico
pico
Pouco treino do Realizacdo de uma
Incorreta Bolhas de ar operador/ pouco urga da seringa
purga da 140 35 no interior do perador/ p purg ering
. conhecimento do antes de utilizar o
agulha equipamento

equipamento

equipamento
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Alguns riscos identificados como inaceitaveis ndo foram considerados fatores de risco
para posteriormente serem analisados através de DoE. Como este método foi
desenvolvido a partir da otimizacdo do método cromatogréfico descrito na Ph. Eur. 10,
alguns dos riscos deixam de ter relevancia, uma vez que ja tinham sido definidos a priori.
Desta forma os riscos excluidos foram a instabilidade e a sele¢cdo do tampédo, e o
alto/baixo pH da fase mdvel. A incorreta purga da seringa, a interferéncia no detetor ou a
variacdo do sinal também foram excluidas da analise através do DoE. Estes riscos, embora
influenciam o desenvolvimento no método analitico conseguem ser reduzido ou
eliminado, através das medidas preventivas sem necessitar do DoE.

A proporcdo das solucBes tampdo e organica também foram definidas a priori,
contudo este fator foi incluido nos fatores criticos. A inclusdo deste fator baseou-se em
duas razdes, a primeira foi a sua classificacdo como risco inaceitavel através da FMEA,
e a segunda foi o tempo de corrida do método cromatografico. Este método apresenta um
tempo de corrida demasiado longo, 90 min, desta forma este pode ser otimizado. O tempo
de corrida é influenciado pelo tempo de retencdo dos componentes de interesse em
analise, que sdo influenciados pela proporcéo de fase organica e aquosa na fase mével. A
definicdo errada destas propor¢6es pode originar um modo de falha, também obtido pelo
método de FMEA, designado por incorreta identificacdo do pico. A alteracdo das
proporcdes pode levar a inversao dos picos, uma vez que ha compostos que sdo mais
sensiveis a uma quantidade de fase organica do que outros. A incorreta identificacdo do
pico pode gerar analises incorretas, uma vez, que o pico cromatografico de interesse pode
ndo ser estudado. O volume de injecdo também foi considerado como um fator de risco

elevado, uma vez que influencia a qualidade cromatografica dos picos.

4.1.2. Fatores e respostas

As duas varidveis independentes identificadas com maior influéncia no método
analitico foram: o volume de injecéo (L) e a proporcdo de ACN na fase mével (%). No
entanto, para o desenvolvimento de um método analitico com recurso ao QbD foi
necessaria uma analise destes fatores em diferentes niveis, que foram selecionados de
acordo com razdes distintas. Os diferentes niveis para a proporcao de ACN na fase movel
(%) foram selecionados com base no tempo de retencéo da fluvoxamina, do acido maleico
e em duas referéncias bibliograficas, nomeadamente Dawud et al. (2014) [91] e
Elkhoudary et al. (2016) [92]. O tempo de retencdo da fluvoxamina foi bastante
influenciado pela proporcéo de ACN; se a proporgdo de ACN na mistura for superior a
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50%, o tempo de retencdo da fluvoxamina € o mesmo que o do acido maleico, e
consequentemente 0 método n&o é seletivo. Assim, variou-se os niveis de ACN na fase
movel entre 30 e 45%.

Os niveis selecionados para o volume de injecdo foram determinados com base nas
limitacbes do equipamento cromatografico, e na qualidade cromatografica do pico
correspondente a fluvoxamina. O equipamento permite um volume de inje¢cdo minimo de
5uL e, a partir de um volume de 20pL, observou-se que o0 pico correspondente a
fluvoxamina deixava de apresentar configuracdo cromatografica. Um volume de injecédo
superior a 20uL desencadeia um pico cromatografico com um fator de simetria superior
ao limite aceitével, 1,5, e um nimero de pratos tedricos inferior ao limite de especificacao,
2000. Deste modo, os diferentes niveis selecionados variaram entre 0s 5 ou 20pL.

Contudo, para o desenvolvimento de um método analitico com recurso ao DoE foi
também necessario determinar as respostas mais relevantes para o modelo. As respostas
selecionadas foram o tempo de retencdo da fluvoxamina, o fator de simetria e 0 nimero
de pratos tedricos correspondentes ao pico cromatografico da fluvoxamina.

A selecdo do tempo de retencdo da fluvoxamina baseou-se, primeiramente, na
influéncia que a proporcdo de ACN tem nesta resposta. A matriz contém dois
conservantes, o0 metilparabeno sodico e o propilparabeno sédico, e o primeiro apresentava
um tempo de retencéo proximo ao da fluvoxamina. Desta forma, o intervalo do tempo de
retencdo da fluvoxamina devia variar 4,5 e 0s 5,5 minutos, para que o método fosse
seletivo em relacdo aos picos cromatogréaficos da fluvoxamina e do metilparabeno sédico.

O fator de simetria, uma das caracteristicas dos picos cromatograficos, permitiu
determinar a qualidade do método analitico, deste modo esta resposta foi escolhida para
avaliar a qualidade dos picos cromatograficos, e consequentemente, do método analitico.
Os picos cromatograficos devem apresentar uma distribui¢do gaussiana em que a simetria
ideal é 1. No entanto, na realidade a maioria dos picos ndo apresenta uma distribuicéo
perfeita, e por esta razdo a Ph. Eur. 10 permite que o fator de simetria dos picos
cromatograficos varie entre 0,8 e 1,5. Contudo, para este modelo os valores aceitaveis
para o fator de simetria variaram entre 0,8 e 1,3, para aumentar a exigéncia da qualidade
desta resposta [82].

O numero de pratos tedricos permitiu determinar a eficacia da coluna cromatogréfica.
O valor minimo aceitavel para esta resposta foi de 2000 pratos teoricos.

Apo0s a selecdo das variaveis independentes e os respetivos niveis, e das variaveis

dependentes, foi crucial selecionar o planeamento experimental apropriado para a
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otimizacdo do método analitico. A otimizacao, como referido no capitulo 1.1.4, permitiu
a selecdo das condigdes cromatogréficas dtimas para o método.

O planeamento experimental utilizado foi o FFD com trés pontos centrais para a
analise dos dois fatores e dos seus trés niveis. Este planeamento experimental foi
selecionado com base no artigo Peraman et al.[54], uma vez que este tipo de planeamento
é o mais utilizado no desenvolvimento de métodos analiticos quando se estudam trés a
cinco niveis por cada fator. Além disso, este método também permite identificar os efeitos
significativos e as suas interagdes com as respostas sem interferéncias [25, 50].

A implementacdo do FFD fornece uma resposta linear (modelacdo de primeira
ordem), assim devido a esta limitacdo adicionou-se 0s trés pontos centrais para a obtengédo
do componente de erro aleatério. Este componente permite obter uma interacdo

quadratica através da modelacao de segunda ordem [43].

4.1.3. Analise do planeamento experimental

Posteriormente a analise de risco, e consequentemente, a selegdo das varidveis
dependentes e independentes e ao tipo de planeamento experimental, foi necessario
analisar as relagdes entre cada um dos niveis das variaveis independentes e das respostas.
O planeamento experimental foi constituido por 12 experiéncias, das quais 9
corresponderam ao FFD e 3 aos pontos centrais, como descrito na Tabela 13.
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Tabela 13 - Resultados das respostas obtidos atraves da analise do planeamento
experimental.

Niveis dos Fatores Respostas
Experiéncia Concentragdode ;0 1o go injecdo St Teg;po Pratos
aceton!trllo SR (uL) : . retencdo teoricos
movel (%) simetria (min)
1 -1 -1 1,24 21,987 7467
2 0 -1 1,24 6,779 5709
3 1 -1 1,24 3,479 4652
4 -1 0 1,54 21,669 6476
5 0 0 1,37 6,732 5045
6 1 0 1,26 3,485 4500
7 -1 1 1,84 21,295 5520
8 0 1 1,47 6,703 4474
9 1 1 1,28 3,486 4405
10 0 0 1,37 6,745 5015
11 0 0 1,37 6,749 5000

12 0 0 1,37 6,735 5067
Em que as experiéncias 10, 11 e 12 correspondem aos pontos centrais.

As interacdes obtidas foram analisadas com recurso a modelacéo de regressao linear
multipla. Este tipo de modelagdo avaliou os parametros de ajuste do modelo, de modo a
compreender se 0 modelo de cada uma das respostas estava ajustado adequadamente. Os
parametros de ajuste estudados foram o coeficiente de regressio (R?), o coeficiente
preditivo (Q?), a validade e a reprodutibilidade do modelo. O coeficiente de regressdo
determina o ajuste do modelo, e o seu valor deve ser superior a 0,5 para que o modelo
seja considerado significativo. O coeficiente preditivo demonstra a capacidade de
previsdo do modelo, e o seu valor deve ser superior a 0,1 para um modelo significativo e
superior a 0,5 para um bom modelo. A validade indica a existéncia de eventuais
problemas no modelo, assim valores baixos podiam demonstrar problemas significativos,
como a presenca de outliers ou transformacges incorretas. Todavia, um valor baixo na
validade do modelo pode n&o indicar um eventual erro, mas apenas indicar que o modelo
apresenta um erro puro minimo, porque os replicados sdo quase idénticos. Um erro puro

minimo significa que o modelo é significativo e completo. A variabilidade dos replicados,
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0s trés pontos centrais, é determinada pela reprodutibilidade. O seu valor tem que ser
superior a 0,5 para que o modelo seja considerado reprodutivel [93].

Quando os pardmetros ndo apresentam valores acima do limite de aceitagdo é
importante fazer ajustes ao modelo. Os ajustes mais aplicados consistem na alteracdo da
transformacdo matematica e na remocéo de outilers.

No caso dos modelos em estudo apenas se alterou a transformacéo matematica, uma
vez que a eliminacdo de possiveis outliers aumenta a probabilidade de erro em
planeamentos experimentais com um numero reduzido de experiéncias. As alteracoes
efetuadas permitiram melhorar os valores dos parametros de ajuste, de forma obter
valores superiores ao limite de aceitagdo para um modelo significativo, como descrito na
Tabela 14.

Tabela 14 - Parametros de ajuste obtidos para cada um dos modelos das respostas.

R2 Validade s
2 2
Resposta R ajustado Q do modelo Reprodutibilidade
F_ator 0_|e 0,992 0,988 0,956 -* 1
simetria
Temp0~de 0,999 0,998 0,999 0,820 0,999
retencdo
Pratos tedricos 0,999 0,999 0,992 0,614 0,999

Em que: * corresponde ao parametro ndo detetado; R? - coeficiente de regressdo; Q? -
coeficiente preditivo.

De acordo com os resultados obtidos, o coeficiente de regressdo e o preditivo
ajustados apresentaram valores bastante proximos do valor étimo, o que significa que o
ajuste efetuado foi adequado para o modelo. Em relacdo a validade do modelo
correspondente ao fator de simetria, esta ndo foi calculada porque o valor dos replicados
era quase idéntico, logo o erro puro ndo foi estimado. No entanto, os valores deste
parametro de ajuste para o0s outros dois modelos foram superiores ao limite de
especificacdo. Relativamente a reprodutibilidade, obtiveram-se valores bastante
préximos do valor ideal para todos os modelos.

Assim, a analise conjunta de todos os parametros de ajuste demonstrou que 0s
modelos que descrevem as interagcdes entre 0s niveis de cada fator e as respostas, eram
significativos, validos e reprodutiveis. Todavia, para os modelos serem considerados

robustos foi necessario avaliar a capacidade de previsdo dos mesmos, ou seja, a relacdo
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entre os valores experimentais e 0s previstos. Os resultados dos valores experimentais e

previstos obtidos para cada uma das respostas estéo representados na Tabela 15.

Tabela 15 - Resultados obtidos correspondentes aos valores experimentais e aos previstos
e 0 quociente entre ambas.

Fator de simetria Tempo de retencdo Pratos teodricos

Obs pre Ob% obs Pre 9% obs  pre e

Pre Pre Pre
1 009 010 -0,01 1,34 1,34 0,00 7467 7497,96 -30,96
2 0,09 0,09 0,00 0,83 0,83 0,00 5709 5650,75 58,25
3 009 010 -0,01 0,54 0,54 0,00 4652 4679,29 -27,29
4 019 018 0,01 1,34 1,34 0,00 6476 6460,08 15,92
5 015 0,14 0,01 0,83 0,83 0,00 5045 5037,87 7,13
6 010 0,20 0,00 0,54 0,54 0,00 4500 449142 8,58
7 027 0,27 0,00 1,33 1,33 0,00 5520 5504,96 15,04
8 017 019 -0,02 0,83 0,83 0,00 4474 4507,75 -33,75
9 011 0,0 0,01 0,54 0,54 0,00 4405 4386,29 18,71
10 0,14 0,14 0,00 0,83 0,83 0,00 5015 5037,87 -22,87
11 014 0,14 0,00 0,83 0,83 0,00 5000 5037,87 -37,87

12 0,14 0,14 0,00 0,83 0,83 0,00 5067 5037,87 29,13

Em que Obs significa valores observados, Pre — valores previstos e Obs-Pre — a diferenca
entre os valores observados e previstos.

Posteriormente, as trés variaveis dependentes de cada modelo foram analisadas
estatisticamente através da analise de variancia simples, a ANOVA. A variabilidade
estatistica foi estudada com recurso a dois metodos diferentes, nomeadamente a
probabilidade de significancia para a falta de ajuste (p-value of lack-of-fit) e a
probabilidade de significancia da regresséo linear (p-value of regression), num intervalo
de confianca de 95% [43, 87, 88].

A probabilidade de significancia para a falta de ajuste permite comparar o
componente de erro do modelo (lack-of-fit) com a componente de erro puro, indicando se
0 modelo necessita de ser ajustado. Assim, se o seu valor for superior a 0,05, significa
gue modelo representa adequadamente os seus resultados, e consequentemente néo

necessita de ser ajustado. A probabilidade de significancia da regresséo linear avalia, se
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a relacdo entre as varidveis independentes e dependentes descreve uma regressao linear.
O valor correspondente a este parametro ndo deve ser superior a 0,05, de modo a verificar-
se que a interacdo entre as variaveis é descrita por uma regressao linear [43, 87, 88].

Em relacdo a probabilidade de significancia da regressdo correspondente ao fator de
simetria, ao tempo de retencdo e pratos tedricos, os valores obtidos foram 1,91x1077,
5,40x10%° e 8,62x107°, respetivamente, como mostra na Tabela 16. Os resultados obtidos
foram todos inferiores ao cutoff de 0,05, deste modo a probabilidade de regresséo foi
significativa a 95%. Assim, os modelos foram significativos e a interacdo entre as

varidveis podia ser descrita através de uma regressao linear.

Tabela 16 - Resultados estatisticos obtidos, com recurso a8 ANOVA, para cada um dos
modelos.

Fator de Variancia

simetria Gl =5 da MQ 2 > ol
COTrﬁtga}'do 11 2,78x102  2,52x10° 5,02x10°
Regressio 4  275x10% 6,88x10° 2,22x10°  1,91x107 8,29x1072
Residuo 7 2,17x10*  3,11x10° 5,57x10°3
Erro do
modelo (Lack 4 2,17x10*  5,43x10° -* -* 7,37x10°3
of Fit)
Erro puro 3 0* 0* -*
Tempo de Variancia
retencao el =5 da MQ 5 i Pl
COTrggai'do 11 9,81x10%  8,92x10? 2.99x10™
Regressao 4 9,81x101  2,45x10t  8,60x10°  5,40x10?° 4,95x10?
Residuo 7 1,99x10°  2,85x10° 5,34x10*
Erro do
modelo (Lack 4 1,19x® 2,97x1077 1,10 4,88x101 5,45x10™
of Fit)
Erro puro 3  8,09x107 2,70x10” 5,19x10*
Pratos Variancia
tedricos = = da MQ J : ol
COTrﬁg’}'do 11 912x10°  829x10° 9,11x10 2
Regressio 4  911x10°% 1,82x10° 1,09x10°  8,62x10°° 1,35x10°
Residuo 7 10,00x10°  1,67x10° 4,08x101
Erro do
modelo (Lack 4  7,29x10°  2,43x10° 2,69 2,19x101 4,93x101
of Fit)
Erro puro 3 2,71x10®°  9,02x10° 3,00x10 !

Em que GL significa graus de liberdade, SQ — soma dos quadrados, MQ — média dos
quadrados; F - Teste de Snedecor/Fisher, P - Probabilidade de significancia , DP —
desvio padrao e o simbolo * - parametro néo calculado.
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Relativamente ao valor da probabilidade de significancia para a falta de ajustamento,
esta ndo foi estimada para o fator de simetria porque o erro puro também nédo foi
calculado, devido a semelhanca do valor dos pontos centrais. Os valores de probabilidade
de significancia para a falta de ajustamento correspondentes ao tempo de retencao e aos
pratos tedricos foram 4,88x107" e 2,19x107, respetivamente, como representado na
Tabela 16. Como estes valores ndo foram inferiores a 0,05, a probabilidade de
significancia para a falta de ajustamento néo foi significativa para o intervalo de confianga
de 95%, logo estes modelos nao requeriam um ajuste.

A analise estatistica permitiu compreender a significancia dos modelos e a sua
robustez para seguidamente otimizar os resultados, de modo a identificar as condigdes
cromatogréficas 6timas para este método analitico. A otimizacéo visa a determinacéo do
setpoint e do design space das condi¢des cromatograficas, neste caso a proporcao de ACN
na fase movel (%) e o volume de injecdo (uL).

Em relagdo ao fator de simetria, os resultados obtidos mostram que esta resposta
dependeu do volume de injecdo (ML) e da combinacdo do volume de injecdo (ML) e da
proporcao de ACN na fase mdvel, embora o volume de injecédo tivesse uma influéncia

maior, como se pode observar na Figura 15.

Fator de Simetria Fator de Simetria

1,52
1,44
1,36

1,28

Volume de Injecio (nL)

1,04

0,96

30 32 34 36 38 40 42 44
Concentracio de acetonitrilo da fase movel (%) 0,88

Figura 15 - Gréafico de contorno da resposta correspondente ao fator de simetria.

O fator de simetria foi influenciado pelo aumento do volume de injecdo, ou seja,
quando se aumenta o volume de injecdo, aumenta o fator de simetria. Contudo, se 0

aumento de volume de injecdo induzir um fator de simetria superior a 1,3, este ficara fora
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de especificacdo. Em relacdo a influéncia da proporcao de ACN nesta resposta verificou-
se que este fator ndo influenciou as respostas, uma vez que, o fator de simetria 6timo pode
ser obtido em qualquer proporcao entre os 30% e 0s 45%. No entanto, a combinacéo dos
dois fatores interferiu com a qualidade da resposta, dado que se a proporc¢do de ACN for
30%, o volume ideal de injecdo varia entre 5 e 6 L. Todavia, se a proporcdo de ACN for
45%, o volume de injecdo 6timo varia entre 5 e 20 pL. Assim, foi possivel verificar que
o intervalo de volume de injecdo podia aumentar com o aumento da fracdo de ACN.
Relativamente ao tempo de retencdo, os resultados obtidos demonstram que esta
resposta dependeu, unicamente, da proporcao de ACN na fase mdvel, sendo independente

do volume de injecdo, como demonstra a Figura 16.

Tempo de Retencao Tempo de Retengio

ﬂ 5,5

Volume de Injecao (pL)

30 32 34 36 38 40 42 44
Concentragio de acetonitrilo da fase méovel (%) 3,5

Figura 16 - Grafico de contorno da resposta correspondente ao tempo de retencéo.

Deste modo, as variagdes na fragdo de ACN podiam provocar alteragdes significativas
na resposta, assim esta proporcdo apenas pode variar entre os 39,50% e os 40,25%,
aproximadamente.

Em relacdo aos pratos tedricos, esta resposta dependeu dos dois fatores estudados. O
valor mais elevado foi gerado quando a proporc¢do de ACN variou entre os 30 e 31,5%.
Todavia, para uma fracdo de ACN de 30% o volume de injecdo possivel varia entre 5 e
8,5 UL, enquanto que para a concentracdo de 31,5% a gama para o volume de injecédo é
mais limitada, entre os 5 e 6 pL, como mostra na Figura 17. Contudo, neste caso
especifico nenhuma combinacao entre os fatores provocou uma resposta inferior ao limite

especifico de 2000 pratos tedricos.
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Pratos Tedricos Pratos Teoéricos

7000

6500

—_
N

6000

% 5500

5000

—_
»

—_
\S}

4500

) A 4000
% 3500
6
30 32

Volume de Injecao (nL)
=)

3000
34 36 38 40 42 44
Concentracio de acetonitrilo da fase movel (%) 2500

Figura 17 - Grafico de contorno da resposta correspondente aos pratos tedricos.

Com recurso a estas analises foi possivel determinar o setpoint, ou seja, as condi¢des
cromatograficas 6timas, que corresponderam a uma proporcdo de ACN na fase movel de
40% e a um volume de injecéo de 6uL (Figura 18).

Adicionalmente, também foi necessario estudar e avaliar a probabilidade de erro
quando ocorrem variages na propor¢do de ACN e o volume de injecdo. Este estudo
constatou que as variagdes dos fatores ndo deviam ultrapassar uma probabilidade de erro
de 5%, como mostra na Figura 18. Desta forma, a concentragdo de ACN apenas pode
variar entre 0s 39,7 e 0s 41,0% e o volume de injecdo entre 0s 5 e 8 pL.

Se houver desvios a estes intervalos de condi¢Ges cromatogréficas, a probabilidade
de falha aumenta e provoca alteracdes significativas no modelo, o que dificulta a

implementacdo do método analitico desenvolvido.
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Concentracao de acetonitrilo da fase mével (%) 1

Figura 18 - Design Space correspondente as condi¢fes cromatogréficas 6timas.
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4.2. Estudos de estabilidade — aplicacdo do método analitico desenvolvido

4.2.1.Ensaios de degradacéo forcada

Os ensaios de degradacéo forcada permitem detetar eventuais produtos de degradacao
e compreender a degradacdo da fluvoxamina em condicGes de stress. A identificacdo
deste tipo de produtos permite avaliar a sua possivel interferéncia na detecdo e
quantificacdo da SA e dos conservantes. Nos ensaios de degradacdo forcada foram
analisadas trés amostras distintas, nomeadamente uma solucdo com a SA, uma solucgéo
com placebo e uma solugdo com a formulacdo semi-solida com fluvoxamina.

Neste estudo foram aplicadas quatro condi¢fes de stress: hidroliticas, térmicas,
fotolitica e oxidativas. As condi¢des de stress hidrolitico foram obtidas por exposicdo das
diferentes solugdes a meios acidos ou basicos. Em meio acido, observou-se a formacéo
de dois produtos de degradacéo, produto de degradacédo I e I1, nas duas solu¢Ges contendo
fluvoxamina. Os tempos de retencéo relativos (TRR) em relacdo a fluvoxamina (TR =
5,26 min) obtidos para os produtos de degradacdo | e Il foram de 0,85 e 7,45,
respetivamente. Contudo, como o tempo de corrida para 0 doseamento da SA é de 20
min, o produto de degradacdo Il s6 surge na corrida seguinte aos 19,10min, como se
observa na Figura 19 e Figura L (em anexo).

200.00r
150.00

100.00

Absorviancia (mALl)

50,001
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Propril-parabeno - 12.678
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) [+Y 4 f\h__li
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' T ' [ T
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Figura 19 - Cromatograma da solugdo da formulacdo semi-solida e dos produtos de
degradacdo formados em meio &cido, onde a) representa o produto de degradacéo | e b)
representa o produto de degradagéo II.

Nas condigdes em meio basico também se verificou o aparecimento de dois produtos
de degradacdo, diferentes dos formados em meio acido, denominados produtos de
degradacéo I11 e IV. Estes dois produtos surgiram na solucdo de placebo e na solugdo com

a formulacéo, no entanto, na solugcdo com SA apenas se observou a presenca do produto
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de degradacao Il (Figura M em anexo). Deste modo, o produto de degradacéo 1V pbde
resultar da degradacdo de algum excipiente presente na formulacdo semi-sélida e no

placebo. Os produtos de degradagdo IlIl e IV apresentaram TRR de 0,40 e 0,66,
respetivamente (Figura 20).
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Figura 20 - Cromatograma da solucdo da formulacdo semi-solida e dos produtos de
degradacdo formados em meio béasico, onde c) representa o produto de degradacao Il e
d) representa o produto de degradacéo IV.

A exposicdo das diferentes solucBes com a SA a condic¢des térmicas extremas levou
a formacdo de um produto de degradacao, o produto de degradacédo | também detetado na
exposicao ao meio acido (Figura N em anexo). Nestas condi¢des, observou-se também a
formagé&o de outro produto de degradacgéo, designado por produto de degradacéo V, com
um TRR de 0,24 na solucdo com a formulacdo (Figura 21). Na solucéo placebo nédo se

observou a formacdo de qualquer um dos produtos de degradacdo (Figura N em anexo).
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Figura 21 - Cromatograma da solugdo da formulacdo semi-solida e dos produtos de
degradacdo formados por exposicdo a temperatura, onde a) representa o produto de
degradacéo I, e e) representa o produto de degradacgéo V.
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Em relacdo a exposicdo fotolitica, também foi possivel detetar os produtos de
degradacéo | e V apenas na solugdo composta pela formulacdo semi-sélida (Figura 22).
Contudo, a &rea do pico correspondente a este produto de degradacdo I, foi menor em
relacdo a detetada nas outras condi¢des de stress. Nas outras solucbes ndo se verificou a

existéncia de nenhum produto de degradacédo (Figura O em anexo).
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Figura 22 - Cromatograma da solucdo da formulacdo semi-sélida e dos produtos de

degradacéo formados por exposicao a luz UV, onde a) representa o produto de degradacéo
l,e e) representa o produto de degradacdo V.

Relativamente a exposicdo das solugdes a condi¢des oxidativas, nenhum produto de
degradacdo foi detetado através do método de doseamento da fluvoxamina.

A Tabela 17 representa os resultados dos ensaios de degradacgéo para as solu¢des com
a SA e com a formulacdo semi-solida.

Tabela 17 - Teor (%) de fluvoxamina obtido ap6s exposicdo de solucBes a diferentes
condicdes de stress.

Teor de fluvoxamina ap0s ensaios degradacao (%o)

Condicaes de stress Solucéo cgi?vzubsténcia Solugésgrgiig;‘i?;lagéo
Meio &cido 87,99 90,36
Meio basico 100,01 103,71
Meio oxidante 99,80 103,55
Temperatura 55°C 93,34 96,99
Luz UV 99,57 104,10
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Nestes estudos de degradacdo foi possivel verificar que o teor de fluvoxamina
degradada nas solu¢Ges com SA e amostra ndo excedeu 0s 12% e 10%, respetivamente.
Constatou-se ainda que a fluvoxamina € mais sensivel as condicGes &cidas e a
temperaturas elevadas, enquanto que as restantes condicGes de stress ndo apresentaram
degradacéo significativa.

Hemke et al. (2015) [96] realizou ensaios de degradacdo forgada da fluvoxamina (TR
=5,939min) presente em comprimidos, em solugdo e em estado sélido. A exposicao das
solugdes com SA e formulacdo ao meio oxidativo levou a formacdo de um produto de
degradacdo com um TRR de 0,86, relativamente proximo ao do produto de degradacao |
observado neste trabalho, Tabela 18. No meio &cido também se formou um produto de
degradacdo com TRR, 0,86, proximo ao do produto de degradacdo I, Tabela 18. Tendo
em conta 0s TRR do produto de degradacdo | e o de referéncia, é possivel que estes sejam
0 mesmo. Contudo, no estudo de referéncia o produto resultou da combinacdo do meio
acido e do meio oxidativo com a temperatura, enquanto o produto de degradacédo |
resultou da exposicdo ao meio acido e a temperatura, isoladamente. Considerando que o
produto de degradacdo | foi formado em condicdes acidas e térmicas, foi normal o seu
aparecimento num meio oxidativo combinado com temperatura, Tabela 18.

Relativamente a degradacdo da fluvoxamina, foi possivel verificar que no artigo de
referéncia, Hemke et al. (2015), o teor de degradagédo da fluvoxamina foi superior ao
obtido neste estudo de degradacdo, Tabela 18. Algumas diferencas entre os estudos que
podem justificar estas diferencas no teor fluvoxamina apds stress sdo: (i) o tipo de
formulacdo estudada; (ii) as condigdes de stress aplicadas e (iii) a durabilidade dos
estudos. Hemke et al. (2015) avaliou uma formulagéo sélida e combinou as condicGes de
stress hidroliticas com as térmicas. A durabilidade do estudo de referéncia foi de 90min.

De acordo com Hemke et al. (2015), os teores de fluvoxamina apds os ensaios de
degradacdo em meio acido a 80°C foram inferiores aos obtidos em meio basico e
oxidativo. Deste modo, foi possivel verificar que a fluvoxamina foi mais suscetivel a
exposicao de meio &cido que nos outros meios. Comparando os resultados de Hemke et
al (2015) com os obtidos neste trabalho, foi possivel concluir que os teores de degradacéao
de Hemke et al (2015), sdo superiores. Estes teores de degradacgao superiores podem estar
relacionados com a exposicdo simultanea aos meios hidroliticos e oxidativos com a

temperatura.
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Tabela 18 - Resumo dos resultados obtidos na bibliografia de referéncia.

Acido Oxidativo Basico Fotolitico

Solucao
TRR dos com SA
= produtos Solucao 0,86 0,86 NA NA
=, de com
& degradagdo formulaca
f_f 0 solida
o Teorde  OMWO g5 86,75 88,07 NA
X . com SA
aE) FLU apos Solucao
T condicOes cor(r;1
de stress x 55,21 80,25 84,25 NA
formulaca
(%) .
0 solida
TRR dos Solucéao 0.42 NA NA NA
& produtos com SA ’
S de .
o
SL degradaciio Sélido NA 0,86 NA NA
8 Teorde Solucdo
q:_) FLUap6s  com SA 37,50 74,30 55,40 73,10
3 condigdes
O de stress Sélido NA NA NA 73,10
(%)

Em que NA significa ndo aplicado, TRR — tempo de retencéo relativo, e FLU —

fluvoxamina.

Um outro estudo realizado por Souri et al. (2015) [81], reportou ensaios de
degradacdo forcada em solucgdes derivadas de formulacGes sélidas comercializadas. Os
resultados obtidos neste artigo mostraram que a exposic¢do da solucdo de fluvoxamina ao
meio acido e alcalino originou um produto de degradacdo com o0 TRR de 0,42, semelhante
ao TRR do produto de degradacdo 11, 0,40, obtido neste trabalho, Tabela 18. Por outro
lado, a exposicdo de fluvoxamina em meio solido ou em solugéo a luz UV levou a
formacédo de um produto de degradacdo com um TRR de 0,86, relativamente proximo do
produto de degradagdo I, 0,85, Tabela 18. ApoOs exposi¢do ao meio &cido, as solucgdes
preparadas com solvente &cido, basico e oxidativo apresentaram um teor de fluvoxamina
de 37,5%, 55,4% e 74,3%, respetivamente. Relativamente a exposicdo da solucéo e do
solido a luz UV, o teor de fluvoxamina foi de 27,1 e 73,1%, respetivamente, Tabela 18.
No estudo de Souri et al. (2015) também se verificou que a fluvoxamina é mais suscetivel
ao meio acido. Os teores de fluvoxamina obtidos no estudo relatado por Souri et al. séo
inferiores aos obtidos neste trabalho, contudo no caso de referéncia as condicbes

hidroliticas e oxidativas foram combinadas com a temperatura.
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4.3. Validacédo do método analitico por HPLC

A validacdo de um método analitico caracteriza-se por um procedimento que permite
demonstrar que um determinado método é apropriado e produz resultados com um nivel
de precisdo e exatiddo aceitavel de acordo com a sua finalidade. Os parametros de
validacdo obrigatérios utilizados para a validacgdo do método de doseamento da
fluvoxamina foram a seletividade, a gama de trabalho, a linearidade, a preciséo
(repetibilidade e reprodutibilidade), a exatiddo e a robustez [41].

4.3.1. Seletividade

A seletividade deste método analitico foi determinada através da comparacdo dos
cromatogramas obtidos pela anélise de uma solucdo padrdo (Figura 23-A), de placebo
com conservantes (Figura 23-B), de placebo sem conservantes (Figura 23-C), de uma
formulacdo com fluvoxamina (Figura 23-D), e de solvente (Figura 22-E). Os
cromatogramas obtidos mostraram que os picos relativos a cada um dos compostos eram
seletivos, ou seja, ndo havia interferéncia entre os picos. A Tabela 19 demonstra o TR de

cada um dos constituintes analisados e a resolucao entre eles.

Tabela 19 - Resumo dos tempos de retencao correspondentes a cada um dos constituintes,
do TRR em relacdo a SA e fator de resolucdo entre os compostos.

Tempo de
~ Tempo de Retencédo relativo  Fator de
Solucgdes ~ . .~ s ~
Retencéo (min) em relacéo a resolucdo
fluvoxamina
Solvente/ Fase Movel - - -
Placebo Metilparabeno 6,20 - -
Proprilparabeno 12,3 - 16,13
Solugio padrio de 2,60 0,49 -
fluvoxamina (400ug/mL) 5,26 - -
2,58 0,49 -
Solugdo com formulacéo de 5,23 - )
fluvoxamina (400pg/mL) 6,21 1,19 3,37
12,63 2,41 16,12
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Figura 23 - A: Cromatograma da solugédo padrdo com fluvoxamina. B: Cromatograma da
solugéo de placebo com conservantes; C: Cromatograma da solucdo de placebo sem
conservantes; D: Cromatograma da solucdo da matriz com fluvoxamina; E:
Cromatograma do solvente. Todos os cromatogramas foram obtidos pelo método de
doseamento da fluvoxamina.
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4.3.2.Linearidade

A linearidade do método analitico foi avaliada através da aplicacdo dos testes
estatisticos, o coeficiente de correlagdo da curva de calibracéo, teste de Mandel, teste de
Rikilit e analise de residuos. A linearidade permite avaliar se a concentracdo de trabalho
selecionada é adequada ao método, e se a resposta do equipamento € proporcional a
concentracdo de SA em toda a gama de trabalho. Neste caso, a concentracdo de trabalho
escolhida foi 400 pg/mL.

A curva de calibracdo foi desenvolvida para uma gama de concentracdes com cinco
niveis entre 200-600 pug/ml. A regressdo da curva foi determinada através de um grafico
de area dos picos (no cromatograma) correspondentes as diferentes concentragdes versus
respetivas concentragdes (pg/ml). Por regressdo linear, ajustou-se uma reta aos valores
experimentais e determinou-se a equagdo da mesma, assim como o valor do coeficiente
de regressdo (R? = 0,999) (Tabela 20). O valor de R? situou-se entre os limites de
especificacdo, 0,985 e 1,00. O coeficiente de variacdo calculado foi de 0,2%, um valor

considerado aceitavel, uma vez que é menor que o limite de especificagdo, 2%.

Tabela 20 - Parametros obtidos para a curva de calibracdo para a validacdo do método de
quantificacdo da fluvoxamina.

Parametros
Gama de concentracgdes (ug/mL) 200-600
Equacdo da reta y =5171,91 x + 1844,37
Coeficiente de regressio (R?) 0,999
Coeficiente de variacdo de concentracoes (%) 0,2

A obtencdo da curva de calibracdo permitiu verificar que o método analitico
desenvolvido para a quantificagdo de fluvoxamina era possivelmente linear, uma vez que
todos os valores determinando estdo entre os limites de especificacdo. Contudo, para
determinar de forma robusta o seu tipo de linearidade recorreu-se a outros testes,
nomeadamente o0s testes recomendados pela ISO 8466 — 1: teste de Mandel, a analise de
residuos e o teste de Rikilt.

O teste de Mandel possibilita a compreenséo do ajuste mais apropriado aos resultados.
Este tipo de teste implica a comparacdo do valor de teste VT com o valor do teste F de
Fischer-Snedecor (F) para (N-3) graus de liberdade. O céalculo do valor de teste VT

implica a determinacdo do desvio-padréo residual da curva de calibragcdo linear e ndo
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linear, do numero de graus de liberdade, e consequentemente da diferenca entre as

variancias (DS?), como descrito na Tabela 21.

Tabela 21 - Parametros de linearidade obtidos através do teste de Mandel e da analise de
residuos para a validacdo do método de quantificacdo da fluvoxamina.

Parametros de linearidade
Teste de Mandel

Sy 4 679,68

Siyin? 5 429,47
DS? 6 739 943,26
VT 0,23

Valor do teste F de Fischer-Snedecor (F) 10,13

Em que S(y/x) significa desvio padrao residual do ajuste polinomial de 1° grau, S(y/x)? -
Desvio padro residual do ajuste polinomial de 2° grau, SD? — diferenca de variancias,
VT —valor de teste.

Tendo em conta os valores obtidos, observou-se que o valor de VT foi inferior ao valor
do teste F de Fischer-Snedecor (F), logo segundo o teste de Mandel os resultados
apresentaram um ajuste mais apropriado a curva de calibragéo linear.

O teste de Mandel deve ser complementado pela analise de residuos, que determina a
relacdo entre o valor medido e o valor estimado pela curva de calibracdo. O valor dos
residuos em cada ponto da curva deve apresentar um desvio entre -2 e 2%. Os resultados
obtidos, na Figura 24, estavam de acordo com a especificacao.

Analise de Residuos
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Figura 24 - Representacdo grafica da analise de residuos em fungdo da concentracéo
(ng/mL) de fluvoxamina.
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Por fim, foi realizado o teste de Rikilt, que analisou cada um dos pontos da curva de
calibracdo através do fator de respostas. A Tabela 22 descreve a linearidade para cada um

dos pontos da curva de calibracéo.

Tabela 22 - Resultados obtidos através da implementacdo do teste de Rikilt para a
validacdo do método de quantificacdo da fluvoxamina.

Concentracao (png/mL) FR FR/FRmédio

199,40 517895 100,03
299,10 519358 100,31
398,80 516045 99,67
498,50 517696 99,99
598,20 517757 100,00
Média 5177,50 100,00
DP 11,75 0,23
CV (%) 0,23 0,23

Em que FR representa o fator de resposta, DP — desvio-padrdo e CV- coeficiente de
variagao.

A linearidade em cada um dos pontos deve variar entre 98 e 0s 102% para que 0S
resultados apresentem um melhor ajuste a curva de calibragdo, Figura 25. Como se pode

observar, todos os resultados obtidos estéo entre o intervalo de especificacdo.

Teste de Rikilt
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Figura 25 - Representacdo grafica do teste de Rikilt.
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Em conclusdo, todos os testes de linearidade realizados demonstraram que 0S

resultados apresentavam um ajuste linear, logo a curva de calibracéo linear foi utilizada.

4.3.3.Gama de trabalho

A gama de trabalho, determinada a partir da homogeneidade de variancias, permitiu
verificar se esta era apropriada, de acordo com o objetivo do trabalho. A gama de trabalho
foi calculada a partir da comparacdo entre o valor do teste PG e o valor do teste F de
Snedecor/Fisher, para (N-1) graus de liberdade. Os valores obtidos para PG e F de
Snedecor/Fisher, para (N-1) graus de liberdade foram 4,16 e 5,35, respetivamente. Como
PG é inferior a F, a diferenca entre variancias ndo foi significativa, logo a gama de
trabalho estava bem ajustada.

4.3.4. Preciséo

A precisdo foi analisada de duas formas distintas, atraves da repetibilidade e da
precisdo intermédia. A repetibilidade permitiu avaliar a variabilidade entre as repeticdes
das amostras na concentracdo de trabalho, conforme se mostra na Tabela 23. A
repetibilidade de sistema também é uma medida de precisdo, e traduz a disperséo obtida
para uma série de sinais obtidos para a mesma amostra. E avaliada através de 6 leituras
de uma solucgéo padréo na concentracgéo de trabalho. O coeficiente de variacdo dos 6 sinais

deve ser igual ou inferior a 2,0%

Tabela 23 - Resultados da analise da repetibilidade para a validacdo do método de
quantificacdo da fluvoxamina.

Amostras Concentracéo (ug/mL)

Al 101,70
A2 102,92
A3 101,96
A4 101,34
A5 101,36
AG 101,62

Média 101,82

CV (%) 0,58

Em que CV significa coeficiente de variagao.
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O coeficiente de variacao (%) entre as repeticdes deve apresentar um valor menor ou

igual a 2,0%. Neste caso, o valor obtido foi de 0,58%, logo este esta incluido no intervalo

de especificagéo.

A precisao intermédia verificou se 0 método apresenta sensibilidade a variacGes, que

pode acontecer durante a aplicagdo rotineira do metodo. As variacdes impostas incluiram,

0 equipamento, o dia da analise, o técnico que realiza a anélise e a coluna cromatografica

utilizada. A precisdo intermédia avaliou a variabilidade entre as amostras preparadas

pelos dois técnicos, em diferentes dias, quantificadas em equipamentos e coluna

diferentes, Tabela 24.

Tabela 24 - Resultados da andlise da precisao intermédia para a validacdo do método de

quantificacdo da fluvoxamina.

Andlise 1 2
101,70 97,98
102,92 99,57
. 101,96 101,61
Teores obtidos 101.34 102.03
101,36 101,69
101,62 100,33
Média 101,82 100,54
CV (%) 0,58 1,55
Média Global 101,18

CV global (%)

1,17

Em que CV significa coeficiente de variagao.

Os resultados obtidos, Tabela 24, demonstraram que o coeficiente de variacdo global

foi de 1,17%, sendo este valor inferior ao limite maximo aceitavel, 3,0%. Deste modo,

foi possivel verificar que o método analitico para a quantificacdo de fluvoxamina é um

método preciso tanto a nivel de repetibilidade como da precisao intermédia.

4.3.5. Exatidao

A exatiddo permitiu determinar a recuperacdo percentual em trés niveis de

concentragéo diferentes, nomeadamente a 50, 100 e a 150% da concentragédo de trabalho,

como se mostra na Tabela 25.
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Tabela 25 - Resultados da analise da exatiddo para a validacdo do método de
quantificacdo da fluvoxamina.

Concentracdo Concentragdo % de

Niveis tedrica experimental recuperacio Média CV (%)
(pg/mL) (pg/mL)
201,1 100,48
50% 200,09 202,1 101,03 101,10 0,65
203,7 101,80
401,7 100,38
100% 400,17 403,1 100,73 100,68 0,28
403,9 100,93
604,3 100,67
150% 600,26 602,1 100,30 100,59 0,26
605,1 100,81

Em que CV significa coeficiente de variacdo

As taxas de recuperacdo em cada nivel devem apresentar valores entre 97,0-103,0%.
Os resultados obtidos estavam incluidos no intervalo de especificacédo, logo estes valores
sdo aceitaveis. O valor do CV entre cada um dos niveis deve ser inferior a 2,0%, e todos
os valores de CV determinados foram inferiores a 1%. Deste modo, o método de

doseamento da fluvoxamina foi considerado exato para a aplicacdo pretendida.

4.3.6. Estabilidade das solucdes

A estabilidade de uma solucdo determina o nimero de dias durante os quais a
solucdo é estavel. A estabilidade de solucBes foi avaliada em duas perspetivas
diferentes, nomeadamente a estabilidade de uma solucgéo no baldo onde foi preparada, e
armazenada a temperatura ambiente, e a estabilidade da solucdo no vial que ficou no
autosampler do equipamento a 10/16°C durante o periodo do estudo. No dia 0 analisam-
se as solucOes de padrédo e amostra preparadas no baldo a temperatura ambiente. No dia
5 reanalisaram-se as solugOes padréo e a amostra que tinham sido injetadas no dia 0 no
mesmo vial da injecéo do dia 0, que ficou no autosampler do equipamento. Contudo,
também se reanalisa as solucdes do dia 0, que ficam exposta a temperatura ambiente,
num novo vial que € injetado. A estabilidade das solug6es (padrdes e amostras) permitiu
confirmar que em rotina é possivel utilizar as mesmas solugdes durante 0 tempo maximo
estudado, sem necessidade de preparacdo de novas solugdes frescas, no caso de ser
necessario repetir uma analise devido a problemas cromatograficos ou outros

constrangimentos analiticos.
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A estabilidade foi avaliada pela comparacdo da concentracdo da SA na formulacéo e
no padrdo no dia de preparagdo e ao fim de cinco dias. A Tabela 26 representa os valores
das concentragdes obtidas em ambos os dias. No entanto, para além da determinacdo das
concentragdes no dia 0 e no dia 5, foi essencial determinar o coeficiente de variacdo entre
0s padr@es e amostras (Tabela 26). Os coeficientes de variacdo determinados foram todos
inferiores a 2,0%, com excepcdo da amostra que ficou armazenada no vial no
autosampler. Logo, se for necessario realizar uma reanalise é essencial encher outro vial,
uma vez que a solucéo de amostra armazenada no baldo, e exposta a temperatura ambiente

¢ estavel durante 5 dias.

Tabela 26 - Resultados da anélise da estabilidade de solugdes no dia 0 e no dia 5 para a
validacdo do método de quantificacdo da fluvoxamina.

Dia0 Dia 5
Tipo lucé lucé lucé
de Solugdo  Apostra SO ugao So Usd0  Amostral  Amostra’
~ padréo padrdo” padrédo

solucdes

Ter 10053 101,70 101,48 99,68 10476 10111
(%)

Ccv

(%) - 0,32 1,49 3,01 0,58

Em que CV significa coeficiente de variacdo, o 1 — que solu¢ado ficou armazenada no vial
no autosampler do equipamento e 0 2 — que a solucéo foi armazenada no bal&o e expostas
aTA.

4.3.7.Robustez

A robustez permitiu determinar as possiveis variacdes que podem acontecer no
método analitico, e a sua consequéncia na determinacdo da concentracdo de SA na
amostra. Para o estudo da robustez, variou-se a concentracdo de ACN na fase movel, a

temperatura do autosampler, o fluxo e a temperatura da coluna, Tabela 27.

Tabela 27 - Variagdo dos fatores para analise da robustez para a validacdo do método de
quantificacdo da fluvoxamina.

Condicéo

Fator Variacao
Normal
% ACN na Fase movel 40 42
Temperatura do autosampler (°C) 22 30
Fluxo (mL/min) 1,2 15
Temperatura da coluna (°C) 22 30
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Esta analise determinou o teor (%) de fluvoxamina em cada uma das amostras com as
respetivas variagdes. Contudo, entre os diferentes fatores de varia¢do, o CV (%) ndo deve
ser superior a 2,0%. Neste caso, o limite de especificacdo para os diferentes fatores ndo

ultrapassou os 0,28%, como se pode observar na Tabela 28.

Tabela 28 - Resultados obtidos da analise da robustez para a validacdo do método de
quantificacdo da fluvoxamina.

Fatores Condigdes Teor (%) CV (%)
% ACN na Fase moével 32 18853 0,04
22 100,18
Temperatura do autosampler (°C) 30 100,22 0,03
. 1,2 100,02
Fluxo (mL/min) 15 100,38 0,25
Temperatura da coluna (°C) gg 18833 0,28

Em que CV significa coeficiente de variagao.

Embora, os valores do coeficiente de variacao sejam inferiores a 2,0%, 0 método 3
que combina a temperatura do autosampler e da coluna é o mais limitante, uma vez que
0 pico correspondente a fluvoxamina e ao metilparabeno sédico tém um tempo de
retencdo proximo, com o pico do metilparabeno sodico localizado no final do pico da

fluvoxamina.
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4.4. Desenvolvimento de um método analitico para a quantificacdo de

impurezas da fluvoxamina

Posteriormente ao desenvolvimento do método analitico para a quantificacdo da
substancia ativa, foi fundamental desenvolver o método de quantificacdo de impurezas.
O método de impurezas teve por base o método de quantificacdo descrito na Ph. Eur. 10.
O método analitico de quantificacdo das impurezas da fluvoxamina tem como principio
a identificacdo e quantificacdo das impurezas descritas na monografia e o seu tempo de
retencdo relativo a SA. As impurezas conhecidas sdo a impurezas A, B, C, D, F e G,
contudo neste método apenas estdo descritasa A, B, C, Fe G.

O método de impurezas deve apresentar seletividade entre os picos das impurezas e
0s picos correspondentes aos conservantes, a SA, e restantes excipientes. Contudo, para
se obter o método pretendido, foi crucial estudar o perfil das impurezas através da
comparacdo de cromatogramas de amostra com as solucdes de impurezas de referéncia.
O estudo do perfil de impurezas implicou comparagao entre os cromatogramas da solugéo
de referéncia system suitability chemical reference substance (CRS) obtida pelo método,
e o cromatograma de referéncia disponibilizado pela European Directorate for the
Quality of medicines & Healthecare (EDQM).

O cromatograma da solucdo de referéncia system suitability CRS resultante do método
em desenvolvimento, Figura 26-A, mostrou a existéncia das impurezas conhecidas
descritas na monografia. Comparativamente com o cromatograma de referéncia, foi
possivel verificar que as impurezas tinha um perfil semelhante, contudo as impurezas F e
C apresentavam uma maior separacdo cromatografica. Uma maior separagdo
cromatografica permite uma resolugdo superior entre o pico da impureza F e C, que deve
ser maior a 1,5, e neste caso foi 4,13. Em relagdo ao tempo de retencdo relativo obtido,
este foi igual ao de referéncia, Figura 26-B, sendo o da impureza A, B, C e F de 2,5; 0,8;
0,6 e 0,5, respetivamente.
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Figura 26 - A: Cromatograma da solucdo de referéncia system suitability CRS obtida
pelo método cromatogréafico a desenvolver e B: Cromatograma da solucédo de referéncia
system suitability CRS de referéncia.

O cromatograma da solucdo de referéncia system suitability CRS também deve ser
comparado com os cromatogramas das solu¢bes que continham a matriz com
fluvoxamina e o placebo, Figura 27 e 28. Esta comparacdo permitiu demonstrar a
seletividade entre 0s picos mais importantes, nomeadamente o pico dos conservantes € 0
da SA.

72



29-

3.00

—aeT

Metil-parabeno
Imp. C

2.00] ‘

Imp. B

Propil-parabeno

2 100]

[

Absorvancia (mAL)
L—

o
;!_(;. 59(
; —
P——
[

™,

= 0.00

-1.00

e e e o R
0.00 5.00 10.00 15.00 20,00 25.00 30,00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
Tenpo (min)

Figura 27 - Cromatograma correspondente a solucdo que contém a matriz com
fluvoxamina.
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Figura 28 - Cromatograma correspondente a solucédo de placebo.

No entanto, 0 método analitico a desenvolver pode ser optimizado, de modo a obter-
se um cromatograma da solucdo de referéncia system suitability CRS semelhante ao
cromatograma de referéncia.

O parametro mais comum que podia ser modificado, de modo a alterar o tempo de
retencdo dos compostos é a temperatura. A temperatura influéncia pardmetros como a
solubilidade, a viscosidade, a difusidade e a polaridade da fase movel. O aumento da
temperatura permite uma diminuigdo da viscosidade, e consequentemente um aumento
da velocidade de difusdo, que permite uma velocidade de transferéncia maior entre a fase
estacionaria e a fase movel. O aumento da transferéncia permite aumentar a eficiéncia da
coluna e diminuir o tempo de retencdo dos compostos, e consequentemente aperfeicoar a

seletividade da separacdo. A temperatura também pode ser combinada com a alteracéo de
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fluxo, de modo ajustar 0 método para se obter tempos de retencdo semelhantes aos do
cromatogramas de referéncia.

No entanto, também existem outras alteracdes que podem ser realizadas como o ajuste
da proporc¢éo organica na fase mével, contudo por vezes o aumento de 1% ja ultrapassa
0 objetivo inicial. Deste modo, o melhor ajuste a utilizar quando a alteracdo é minima é a
variagdo da temperatura.
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5. Concluséo

O desenvolvimento de um método analitico preditivo de estabilidade, apresenta como
finalidade o desenvolvimento de um método que permite a quantificagdo da SA e outros
compostos, nomeadamente produtos de degradacdo. O método de doseamento da
fluvoxamina baseou-se no método cromatografico para a quantificacdo de impurezas
descrito na Ph. Eur. 10. Contudo, o desenvolvimento e a otimizagdo do método de
doseamento da fluvoxamina envolvia a utilizacdo de uma abordagem sistemética
designada por QbD. Esta abordagem envolveu uma analise de risco e 0 DoE. Os fatores
criticos identificados através da FMEA foram a fragdo de ACN na fase movel e o volume
de injecdo, enquanto as respostas escolhidas foram o fator de simetria, o tempo de
retencdo e o numero de pratos tedricos. Esta analise permitiu concluir que os fatores ndo
influenciam as respostas de igual modo. O volume de injecdo e a sua combinagdo com a
proporcdo de ACN na fase movel influenciam bastante o fator de simetria, logo é
necessaria precaucao quando se alteram estes fatores. Uma fracéo baixa de ACN requer
também um volume de injecdo bastante reduzido, enquanto que a medida de a fracdo
aumenta o intervalo disponivel para o volume de injecdo também aumenta. O tempo de
retencdo da SA é exclusivamente influenciado pela fracdo de ACN. A proporc¢éo de fase
organica na fase mdvel tem um forte impacto no perfil cromatografico da SA. O nimero
de pratos teoricos é afetado pelos dois fatores, contudo para esta gama de ACN e volume
de injecdo, os valores obtidos nunca ficaram abaixo do limite aceitavel. Posteriormente a
esta analise foi possivel determinar as condi¢gdes cromatograficas 6timas, 40% de ACN
na fase mével e 6uL de volume de injecdo. Contudo, também foi necessario avaliar se 0
método era robusto o suficiente para sofrer pequenas variacdes, em trabalho de rotina.
Estas variacdes foram avaliadas com base no design space, permitindo concluir que para
uma probabilidade de erro inferior a 5%, a fracdo de ACN apenas podia variar entre
39,7% e 0s 41,0% e o volume de injecédo entre 0s 5 e 8 pL.

Outro objetivo era o estudo da estabilidade intrinseca da SA, através de ensaios de
degradacéo forgada. As condigdes de stress aplicadas a SA foram hidroliticas, térmicas,
fotoliticas e oxidativas. Este estudo permitiu o conhecimento de cinco produtos de
degradacéo. O produto de degradacéo | (TRR=0,85) foi desenvolvido nas solugdes com
a SA quando expostas a meio acido, térmico e fotolitico. O produto de degradacéo II
(TRR=7,45) apenas surgiu no meio acido nas solu¢des com SA. O produto de degradagao
Il (TR=0,40) surgiu em todas as solugdes em meio basico. O produto de degradacéo IV
(TR=0,66) apenas surgiu na solucdo da formulacao e do placebo em meio basico, o que
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indica que este € um produto da degradacédo de algum excipiente, uma vez que este apenas
esta presente nas solugdes que contém placebo. O produto de degradacdo V (TR=0,24)
surgiu aquando da exposicdo das solucdes a temperatura e luz UV. A exposicdo ao
perdxido de hidrogénio nao desencadeou a formacao de nenhum produto de degradacao.
Além dos estudos sobre os produtos de degradacdo, esta analise também avaliou a
estabilidade da fluvoxamina na presenca de condi¢cdes de stress. Deste modo, a
fluvoxamina nas duas solugdes avaliadas apresenta um menor teor quando exposta a
condicdes acidas e térmicas. Assim, é possivel concluir que a fluvoxamina € mais sensivel
a presenca do meio acido e térmico, do que ao meio basico, oxidativo e fotolitico.

Um método analitico para a quantificacdo de uma SA para o uso rotineiro implica a
sua validacdo. A validacdo avalia 0 método em diferentes dominios, como a seletividade,
a precisdo, a exatiddo, linearidade, gama de trabalho, estabilidade de solugdes e robustez.
A seletividade é um dos parametros iniciais, verificando se 0s picos sao seletivos uns em
relagdo aos outros. A fluvoxamina é seletiva em relagdo aos conservantes quando
presentes. Em relacdo a linearidade, este estudo permitiu verificar que os resultados
apresentavam um melhor ajuste a curva de calibracdo linear, e que a concentracao de
trabalho de 400 pg/mL, foi selecionada corretamente. A gama de trabalho também foi
estudada, e demonstrou através da homogeneidade de variancias que a gama de trabalho
escolhida estava bem ajustada. A precisdo avaliou a repetibilidade e a preciséo
intermédia, e em ambas verificou-se que o método era preciso, e que variagdes como o
equipamento, a coluna cromatografica, o técnico e o dia da analise ndo tinham qualquer
influéncia na quantificacdo da fluvoxamina. A avaliagdo da exatiddo demonstrou que o
método desenvolvido era exato, na gama de trabalho de 50% a 150%. A estabilidade de
solucdes permitiu verificar, que as solucdes com fluvoxamina eram estaveis, neste caso
foram estaveis durante 5 dias, quer armazenadas em vial no equipamento como a
temperatura ambiente, com excepcao da amostra que ficou armazenada no vial no interior
do autosampler. Por fim, a robustez permitiu analisar possiveis variacbes do método
analitico e a forma como estas afetam o doseamento da SA. As varia¢6es induzidas ndo
afetaram a quantificacdo da fluvoxamina, deste modo é possivel concluir que o método é
robusto. A validagdo permitiu concluir que, 0 metodo é seletivo, preciso, exato e robusto,
e que a sua utilizacdo diaria pode ser aplicada independentemente do técnico, do dia, do
equipamento.

Por fim também se iniciou o desenvolvimento do método analitico para a

quantificacdo de impurezas conhecidas, como a impureza A, B, C, F e G. O método
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desenvolvido apresenta um perfil cromatografico semelhante ao do cromatograma de
referéncia. Contudo os tempos de retencdo das impurezas e da SA s&o um pouco
superiores, no entanto o TRR ¢é igual. Todavia, este método pode ser melhorado, por
exemplo através da alteracdo da temperatura da coluna, que influencia um conjunto de
fatores permitindo uma eluicdo mais rapida e eficiente dos compostos.

Em suma, o método analitico desenvolvido com base no QbD permitiu quantificar a
fluvoxamina e os produtos de degradacdo de forma eficiente. Este método é preciso,
robusto, exato e pode ser utilizado de forma rotineira. O método de quantificacdo de
impurezas foi desenvolvido, contudo pode ser ajustado e melhorado atraves do ajuste de
diferentes fatores. A estabilidade intrinseca da SA foi avaliada e demonstrou uma maior

sensibilidade ao meio &cido e térmico comparativamente aos outros.
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AnNexos

1.1. Desenvolvimento do método analitico para a quantificacdo de fluvoxamina

numa formulacéo semissoélida.

1.1.1. Andlise de Risco
A avaliacdo do risco através da metodologia de FMEA permitiu estimar o risco atraves
de diferentes fatores relacionados com o risco, nomeadamente a probabilidade, a
severidade e a detecdo. Estes parametros foram determinados com recurso a inquéritos

realizados a equipa de controlo de qualidade dos Laboratérios Edol — Produtos
farmacéuticos, S.A., I-1, 1-2, I-3 e -4,
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I-1 — Inquéritos realizados a equipa de controlo de qualidade dos Laboratorios Edol —
Produtos farmacéuticos, S.A.

Inquérito n® 1

Falhas S P D
Equipamento incorretamente limpo 6 3 4
Preparacéo Equipamento incorretamente montado 7 3 3
Operadores com pouca formacao 7 2 1
Inadequado grau pureza do tampéo 4 3 3
Alto ou baixo pH 7 4 4
Incorreta escolha do tampdo 6 4 3
F.M Incompatibilidade do solvente 8 5 2
Instabilidade do tampéo 7 4 6
5 Inadequado gradiente da dgua 5 4 3
§ Inadequada Solucgéo de lavagem 6 5 6
% Inadequado volume de injecao 7 3 1
.g— Autosampler Incorreta lavagem da agulha 6 2 3
g Incorreta purga da agulha 6 5 3
Selecdo incorreta da temperatura 6 5 1
Fluxo incorreto 5 4 1
Bombas Incorreta selecdo dos pardmetros do gradiente 6 4 1
Incorreta purga das bombas 7 5 3
Variagdo da temperatura da coluna 4 2 3
Coluna Variacdo da presséo da coluna 8 7 2
Selecdo incorreta da temperatura 5 4 2
Interferéncias no detetor ou variag¢do do sinal 8 2 4

Detector -
Selecdo incorreta do c.d.o 10 2 1
o ) Alta ou baixa temperatura 5 3 5
5 Ambiente Alta ou baixa humidade 5 3 5
Inadequada identifica¢do do pico 7 4 3
Limites inadequados para os parametros 7 3 3
Estabelecimento inadequado de concentra¢Ges 7 5 3

Resultados de LOD e LOQ

Run Time desadequado 8 3 1
Limites de especificacdo de impureza incorretos 10 4 2

Resultados Falsos 10 1 2
Em que F.M significa fase mével, Lab — laboratorio, c.d.o — comprimento de onda, LOD
— limite de detec@o, LOQ — limite de quantificacdo, P — probabilidade, S — severidade e
D — detecéo.
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I-2 — Inquéritos realizados a equipa de controlo de qualidade dos Laboratorios Edol —
Produtos farmacéuticos, S.A.

Inquérito n® 2

Falhas S P D
Equipamento incorretamente limpo 10 4 3
Preparacéo Equipamento incorretamente montado 10 2 4
Operadores com pouca formacéo 9 2 1
Inadequado grau pureza do tampéo 7 4 3
Alto ou baixo pH 8 4 2
Incorreta escolha do tampéo 10 4 2
F.M Incompatibilidade do solvente 10 4 5
Instabilidade do tampéo 10 4 5
o Inadequado gradiente da agua 8 4 4
§ Inadequada Solucéo de lavagem 8 5 2
% Inadequado volume de injecdo 8 4 2
-% Autosampler Incorreta lavagem da agulha 8 3 5
i Incorreta purga da agulha 8 3 4
Selecéo incorreta da temperatura 7 4 3
Fluxo incorreto 8 4 2
Bombas Incorreta selecdo dos parametros do gradiente 8 4 2
Incorreta purga das bombas 8 4 2
Variagédo da temperatura da coluna 8 4 2
Coluna Variagdo da presséo da coluna 8 5 2
Selecdo incorreta da temperatura 8 4 2
Interferéncias no detetor ou variag¢do do sinal 8 4 2

Detector .
Selecdo incorreta do c.d.o 8 3 2
o _ Alta ou baixa temperatura 6 2 4
3 Ambiente Alta ou baixa humidade 6 2 4
Inadequada identificacdo do pico 10 1 1
Limites inadequados para os parametros 10 1 1
Estabelecimento inadequado de concentracdes de 8 9 1

Resultados LOD e LOQ

Run Time desadequado 8 2 4
Limites de especificacdo de impureza incorretos 10 1 1
Resultados Falsos 10 1 1

Em que F.M significa fase movel, Lab — laboratdrio, c.d.o — comprimento de onda, LOD
— limite de detecdo, LOQ — limite de quantificacéo, P — probabilidade, S — severidade e
D — detecéo.
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I-3 — Inquéritos realizados a equipa de controlo de qualidade dos Laboratorios Edol —
Produtos farmacéuticos, S.A.

Inquérito n® 3

Falhas S P D
Equipamento incorretamente limpo 5 5 5
Preparacéo Equipamento incorretamente montado 5 1 5
Operadores com pouca formacao 2 2 4
Inadequado grau pureza do tampéo 5 2 2
Alto ou baixo pH 6 7 8
Incorreta escolha do tampdo 7 5 5
F.M Incompatibilidade do solvente 6 2 3
Instabilidade do tampéo 5 5 5
5 Inadequado gradiente da dgua 5 2 2
§ Inadequada Solucgéo de lavagem 3 2 2
% Inadequado volume de injecdo 10 6 8
.g— Autosampler Incorreta lavagem da agulha 8 6 3
g Incorreta purga da agulha 6 6 3
Selecdo incorreta da temperatura 8 3 6
Incorreto fluxo 10 6 7
Bombas Incorreta selecdo dos parametros do gradiente 8 6 7
Incorreta purga das bombas 6 5 3
Variagédo da temperatura da coluna 6 1 1
Coluna Variacdo da presséo da coluna 7 2 6
Selecdo incorreta da temperatura 6 4 6
Interferéncias no detetor ou varia¢do do sinal 9 6 8

Detector .
Selecdo incorreta do c.d.o 10 4 8
) Alta ou baixa temperatura 5 5 2
5 Ambiente Alta ou baixa humidade 5 2 1
Inadequada identificacdo do pico 10 5 8
Limites inadequados para os parametros 8 5 5
Estabelecimento inadequado de concentragdes de 7 9 5

Resultados LOD e LOQ

Run Time desadequado 7 2 7
Limites de especificacdo de impureza incorretos 8 2 2

Resultados Falsos 7 3 4
Em que F.M significa fase mével, Lab — laboratorio, c.d.o — comprimento de onda, LOD
— limite de detec@o, LOQ — limite de quantificacdo, P — probabilidade, S — severidade e
D — detecéo.
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I-4 — Inquéritos realizados a equipa de controlo de qualidade dos Laboratorios Edol —
Produtos farmacéuticos, S.A.

Inquériton® 4

Falhas S P D
Equipamento incorretamente limpo 6 4 3
Preparacgéo Equipamento incorretamente montado 8 3 2
Operadores com pouca formacao 5 3 2
Inadequado grau pureza do tampéo 6 4 3
Alto ou baixo pH 7 5 5
Incorreta escolha do tampéo 10 5 4
F.M Incompatibilidade do solvente 8 4 3
Instabilidade do tampéo 8 4 6
5 Inadequado gradiente da agua 7 3 3
§ Inadequada Solucéo de lavagem 5 4 4
g Inadequado volume de injegéo 9 4 3
2 Incorreta lavagem da agulha 7 4 3
S Autosampler

g Incorreta purga da agulha 7 4 4
Selecdo incorreta da temperatura 8 3 4
Incorreto fluxo 7 5 2
Bombas Incorreta sele¢do dos parametros do gradiente 7 6 3
Incorreta purga das bombas 6 5 3
Variagéo da temperatura da coluna 7 3 3
Coluna Variagdo da pressdo da coluna 8 4 4
Selecdo incorreta da temperatura 7 5 3
Interferéncias no detetor ou variagcdo do sinal 9 ) 4

Detector .
Selecdo incorreta do c.d.o 10 3 3
o _ Alta ou baixa temperatura 5 4 3
3 Ambiente Alta ou baixa humidade 3 4
Inadequada identificacdo do pico 10 5 3
Limites inadequados para os parametros 8 4 3

Estabelecimento inadequado de concentracdes 8 4

Resultados de LOD e LOQ 3
Run Time desadequado 8 3 5
Limites de especificacdo de impureza incorretos 10 3 2
Resultados Falsos 10 2 2

Em que F.M significa fase mével, Lab — laboratorio, c.d.o — comprimento de onda, LOD
— limite de detec@o, LOQ — limite de quantificacéo, P — probabilidade, S — severidade e
D — detecéo.
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Com recurso as classificacdes obtidas determinou-se o valor de RPN e de CRIT para

cada um dos modos de falha, Tabela A.

Tabela A - FMEA para o desenvolvimento de um método analitico cromatogréafico.

Severidade  Probabilidade  Detecéo

Causas ~ Modosde DP M DP M DP RPN CRIT
Falha

Equipamento

incorretamente 7 1,90 4 0,70 4 0,80 112 28
limpo

Equipamento

incorretamente 8 1,80 2 0,80 4 1,10 64 16
montado

Operadores com

pouca formacao

Inadequado grau
pureza do 6 1,10 3 0,80 3 040 54 18
tampéo

Alto ou baixo
pH
Incorreta
escolha do 8 1,80 5 0,50 4 1,10 160 40
tampéo

Incompatibilida

de do solvente

Instabilidade do
tampéo
Inadequado
gradiente da 6 1,30 3 0,80 3 0,70 54 18

agua
Inadequada
Solucéo de 6 1,80 4 1,20 4 1,70 96 24
lavagem
Inadequado
volume de 9 1,10 4 1,10 4 2,70 144 36
injecdo
Incorreta
lavagem da 7 0,80 4 1,50 4 0,90 112 28
agulha
Incorreta purga
da agulha
Selecéo
incorreta da 7 0,80 4 0,80 4 1,80 112 28
temperatura

Fluxo incorreto 8 1,80 5 0,80 3 230 120 40

Preparacao

6 2,60 2 0,40 2 120 24 12

7 0,70 5 1,20 5 2,20 175 35

8 1,40 4 1,10 3 1,10 96 32

Fase Movel

8 1,80 4 0,40 6 0,50 192 32

7 0,80 5 1,10 4 0,50 140 35

Autosampler

Incorreta
selecdo dos
pardmetros do
gradiente

Bombas

7 0,80 5 1,00 3 230 105 35



Incorreta purga
das bombas

0,80

0,40

0,40

105

35

Coluna

Variacgéo da
temperatura da
coluna
Variacgéo da
pressdo da
coluna
Selecéo
incorreta da
temperatura

1,50

0,40

1,10

1,10

1,80

0,40

0,80

1,70

1,60

36

160

84

18

40

28

Detector

Interferéncias no
detetor ou
variacéo do
sinal
Selegdo
incorreta do
c.d.o

(B

0,50

0,90

1,50

0,70

2,20

2,70

180

120

36

30

Ambiente

Alta ou baixa
temperatura

Alta ou baixa
humidade

0,40

0,40

1,10

0,50

1,10

1,50

80

60

20

15

Resultados

Inadequada
identificacdo do
pico
Limites
inadequados
para 0s
pardmetros
Estabelecimento
inadequado de
concentracgdes
de LOD e LOQ
Run Time
desadequado
Limites de
especificagdo de
impureza
incorretos
Resultados
Falsos

(BN

9

1,30

1,10

0,50

0,40

0,90

1,30

2

1,60

1,50

1,30

0,50

1,10

0,80

2,60

1,40

1,40

2,20

0,40

1,10

144

72

72

96

60

36

36

24

24

24

30

18

Em M significa média e o PD o desvio-padréo.
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1.1.2. Modelos de Otimizacao

1.1.2.1. Fator de Simetria

O modelo de otimizacgéo para o fator de simetria foi obtido por uma modelacéo de
regressao linear multipla. O modelo de otimizacao correspondente ao fator de simetria
necessitou de ajustes, de modo a obter parametros de ajuste dentro de especificagdo para

um modelo significativo.

a) Parametros de ajuste iniciais do modelo
O modelo correspondente ao fator de simetria apresentava antes de sofrer qualquer
ajuste valores de R?, Q2 e R bastante elevados, o que significava que o modelo podia ser
signficativo, Tabela B e Figura A . Contudo, ndo apresentava validade de modelo, uma
vez que as replicas eram semelhantes, e consequentemente o erro puro ndo pode ser

estimado.

1

08

02

R? Ajustado
2

Q
Modelo de validade
Reprodutibilidade

- -

Figura A - Representacdo grafica do resumo dos pardmetros obtidos por modelacéo de
regressao linear maltipla.

Tabela B - Resultados dos parametros estatisticos para modelo correspondente ao fator
de simetria.

R? Ajustado Q? Reprodutibilidade
Fator de Simetria 0,984 0,912 1
R? - coeficiente de regressdo; Q? - coeficiente preditivo.

Os valores obtidos sdo positivos, contudo podem ser melhorados com pequenas
alteracbes, como por exemplo a alteracdo do tipo de transformagdo matemaética e a
eliminacdo de outilers. Contudo, para decidir o ajuste é necesséario avaliar outros
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parametros, nomeadamente a interacdo entre os fatores e o seu significado, a
probabilidade residual normal e a relagdo entre os resultados experimentais e 0s previstos
pelo modelo.

Tabela C - Valores estatisticos obtidos na analise dos coeficientes. O valor a azul
significa que este coeficiente ndo € significativo para o modelo.

Fator de Simetria Coef. CS DP P Inte_rvalo de

confianga (£)
Constante 1,37 0,01 9,99x1012 0,02
Proporgao de 014 001  418x10° 0,02

acetonitrilo

Volume de Injecgdo 0,15 0,01 3,40x10°® 0,02
ACN*ACN 0,04 0,01 3,08x1072 0,03
V.Inj*V.Inj -0,01 001  594x10"! 0,03
ACN*V.Inj -0,14 0,01 1,37x10° 0,03

Em que, Coef.CS significa coeficientes (em escala e centralizado), DP — desvio-padrao
P - Probabilidade de significancia, ACN — acetonitrilo e V.inj — volume de injecdo. O
valor a azul significa que este coeficiente ndo é significativo para o modelo.

Os valores de probabilidade obtidos, Tabela C, mostram que a interagdo entre o
volume de injecdo (UL) e o prdprio ndo apresentam significado estatistico, logo se for
necessario ajuste pode ser retirado.

Relativamente a analise de probabilidade residual normal, esta mostra a existéncia de
possiveis outliers, quando o valor destes é mais ou menos 4 vezes o desvio-padrdo, como

na Figura B.
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Probabilidade Normal de Residuos
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Residuos studentizados excluidos

= 4pp
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Figura B - Representacdo grafica dos resultados obtidos na andlise da probabilidade
normal de residuos. Em que DP significa desvio padrao.
Esta Figura mostra a existéncia de um possivel outilers, contudo a sua confirmacédo

deve incluir o estudo dos valores observados versus os valores previstos, Figura C.

Valores observados vs Valores previstos
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Figura C - Representacao grafica dos valores observados vs valores previstos
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Os resultados obtidos, Figura C, mostram que a experiéncia 8 localiza-se proximo da
linha que descreve os valores previstos, logo este valor ndo deve ser retirado. Quando se
retira uma experiéncia o erro aumenta, uma vez que o nimero de experiéncias é reduzido.

Tendo em conta a analise de todos os graficos e tabelas, determinou-se que as
alteracdes que iriam ser realizada eram a transformacdo matematica e a remocdo da
interagcdo ndo significativa. O possivel outiler ndo foi retirado pela razdo anteriormente
apresentada. A alteracdo da transformacao ird permite melhorar os pardmetros estatisticos

correspondentes a esta resposta.

b) Ajuste do modelo
Posteriormente aos ajustes, os valores dos parametros estatisticos melhoraram, sendo
que o coeficiente de regressao e o preditivo melhoraram 0,30% e 4,59%, respetivamente.

Contudo o valor de reprodutibilidade ndo se alterou, Figura D e Tabela D.

o9
s
07
06
os
o4
o3
02

01

Missing

R?ajustado
Validade de Modelo
Reprodutibilidade

|
|
[
|

Figura D - Representacdo grafica do resumo dos parametros obtidos por modelacéo de
regressao linear multipla ap6s o ajuste.

Tabela D - Resultados dos parametros estatisticos para modelo correspondente a fator de
simetria apos o ajuste.

R? Ajustado Q? Reprodutibilidade
Fator de Simetria 0,987 0,956 1
R? - coeficiente de regressdo; Q? - coeficiente preditivo.
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1.1.2.2. Tempo de Retencdo
Assim como no fator de simetria, este modelo sofreu uma modelagcdo matematica de
regressdo linear maltipla. Este também sofre transformagdes, de modo a melhorar os

parametros estatisticos.

a) Parametros de ajuste iniciais do modelo
Os parametros obtidos para este modelo apresentaram valores positivos préximos do
valor 6timo, com excecdo da validade do modelo, Tabela E e Figura E. O resultado para
a validade do modelo é um valor negativo, -0,20, o que significa que o modelo precisa de

ajuste ou que os valores das replicas sdo extremamente semelhantes.

2

=

B RZjustado

o

[1 Validade de Modelo
[ Reprodutibilidade

Figura E - Representacdo grafica do resumo dos parametros obtidos por modelagédo de
regressao linear multipla.

Tabela E - Resultados dos parametros estatisticos para modelo correspondente ao tempo
de retencao

. Validade —
2 2
R? Ajustado Q de Modelo Reprodutibilidade
Tempo de Retengéo 0,999 0,999 -0,20 0,999

R? - coeficiente de regressdo; Q? - coeficiente preditivo.

Com referido anteriormente, é necessario o0 estudo da probabilidade residual normal
e da relacdo entre os resultados experimentais e 0s previstos pelo modelo, para se retirar

conclusdes sobre os ajustes ao modelo.
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Em relacdo a analise das interacdes entre os fatores e o seu significado verificou,
assim como no modelo anterior, que termo quadréatico do volume de injecdo (L) nédo era
significativo para o modelo, Tabela F. Consequentemente, este termo pode ser retirado

do modelo, se a sua remocao justificar um melhor ajuste do mesmo.

Tabela F - Valores estatisticos obtidos na analise dos coeficientes.

Intervalo de
Fator de Simetria  Coef. CS DP P confianga

(®)

Constante 6,74 0,03 4,29x10713 0,07

Proporgao de -9.08 0,03 3,68x10°14 0,06
acetonitrilo

Volume de 0,13 0,03 2,75x1073 0,06

Injecéo

ACN*ACN 5,83 0,04 5,99x1012 0,10

V.Inj*V.Inj -0,01 0,04 8,58x101 0,10

ACN*V.Inj 0,17 0,0 1,52x103 0,08

Em que, Coef.CS significa coeficientes (em escala e centralizado), DP — desvio-padrao
P - Probabilidade de significancia, ACN — acetonitrilo e V.inj — volume de inje¢do. O
valor a azul significa gque este coeficiente ndo € significativo para o modelo.

A anélise de probabilidade residual normal demonstrou que para este modelo de
resposta nao existiam possiveis outliers, uma vez que os valores obtidos para cada

experiéncia estdo entre -4DP e 4DP, Figura F.
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Probabilidade Normal de Residuos
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Figura F - Representacdo grafica dos resultados obtidos na analise da probabilidade
normal de residuos. Em que DP significa desvio padrao.

A analise dos valores observados versus 0s previsto permitiu verificar que os valores
observados localizam-se sobre a reta de previsao, deste modo confirma-se a ndo

existéncia de outliers, Figura G.

Valores observados vs Valores previstos
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Figura G - Representacéo grafica dos valores observados vs valores previstos.

100




Considerando todas as analises realizadas, definiu-se que a Unica alteracdo que se iria
efetuar era a alteracdo da transformacdo matematica, de modo a melhorar os parametros

estatisticos.

b) Ajuste do modelo
Ap0s os ajustes considerados, o Unico parametro que sofre alteragdes foi a validade
do modelo, que passou de -0,200 para 0,778, Figura H e Tabela G.

Figura H - Representacdo gréfica do resumo dos parametros obtidos por modelacéo de
regressao linear maltipla, apds reajustes.

Tabela G - Resultados dos parametros estatisticos para modelo correspondente ao tempo
de retencdo apds reajustes.

Validade de
Modelo

Tempo de Retencéo 0,99 0,99 0,78 0,99

R? Ajustado Q? Reprodutibilidade

R? - coeficiente de regressdo; Q? - coeficiente preditivo.

1.1.2.3.  Pratos tedricos

A semelhante dos outros dois modelos de resposta, este também uma modelacéo
matematica de regressdo linear multipla. No entanto, este modelo foi o Gnico que ndo
sofreu alteracBGes, que visavam a obtencdo de melhores parametros estatisticos. Os
parametros obtidos foram positivos e proximos dos valores 6timos, Figura | e Tabela H.

101



2

Rajustado

[
[ ey
o]
N

<

alidade de Modelo
eprodutibilidade

=

Figura | - Representacdo grafica do resumo dos parametros obtidos por modelagédo de
regressdo linear multipla,

Tabela H - Resultados dos parametros estatisticos para modelo correspondente aos pratos
teoricos.

Validade de
Modelo

Pratos teoricos 0,998 0,992 0,619 0,999
R? - coeficiente de regressao; Q? - coeficiente preditivo.

R? Ajustado Q? Reprodutibilidade

Embora os parametros sejam positivos, é necessario avaliar a probabilidade residual
normal e a relacdo entre os resultados experimentais e os previstos pelo modelo.

Relativamente as interacBes entre fatores observou-se que como no modelo do fator
de simetria, a interacdo entre o volume de injecdo (UL) e o termo quadratico do proprio

ndo era significativo para o modelo, Tabela I.
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Tabela I - Valores estatisticos obtidos na analise dos coeficientes. O valor a azul significa

que este coeficiente ndo é significativo para o modelo.

Intervalo de
Pratos tedricos Coeff. CS DP P confianca
(®)
Constante 5037,87 18,63 1,73x10°13 45,59
Proporgao de -984.33 16,66 1,58x10° 40,77
acetonitrilo
Volgmg de -571,50 16,66 4,09x10°8 40,77
Injecéo
ACN*ACN 437,87 24,99 2,22x10 61,16
V.Inj*V.Inj 41,37 24,99 0,15 61,16
ACN*V.Inj 425,00 20,41 7,98 x1077 49,94

Em que, Coef.CS significa coeficientes (em escala e centralizado), DP — desvio-padrao
P - Probabilidade de significancia, ACN — acetonitrilo e V.inj — volume de injecdo. O
valor a azul significa que este coeficiente nédo € significativo para o modelo.

Esta interacdo podia ser retirada do modelo, contudo neste modelo ndo houve

qualquer alteracdo realizada. A analise de probabilidade residual normal determinou que

este modelo de resposta ndo apresentava outliers, Figura J, logo este modelo ndo necessita

nédo necessita de ajuste.
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Figura J - Representacdo gréfica dos resultados obtidos na analise da probabilidade

normal de residuos. Em que DP significa desvio padrao.
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Seguidamente, a analise dos valores observados versus o previsto foi analisada e

verificou-se a auséncia de outliers, Figura K.

Valores Observados vs Valores Previstos
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Figura K - Representacdo gréafica dos valores observados vs valores previstos.

1.2. Estudos de degradacéo forcada
Os estudos de degradacdo forcada avaliados em trés solucBes, solucdo com SA,

solugdo com formulacdo e placebo. As figuras que se seguem representam 0s

cromatogramas das solugdes de SA e placebo.
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Figura L - A: Cromatograma do ensaio de degradacéo por meio acido correspondente a
solucdo de fluvoxamina e B: Cromatograma do ensaio de degradacdo por meio acido
correspondente a solugdo de placebo.
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Figura M - A: Cromatograma do ensaio de degradacao por meio basico correspondente
a solucdo de fluvoxamina e B: Cromatograma do ensaio de degradacdo por meio basico
correspondente a solucdo de placebo.
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Figura N - A: Cromatograma do ensaio de degradacao térmica correspondente a solucao
de fluvoxamina e B: Cromatograma do ensaio de degradagdo térmica correspondente a
solucdo de placebo.
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Figura O - A: Cromatograma do ensaio de degradacdo fotolitica correspondente a
solucdo de fluvoxamina e B: Cromatograma do ensaio de degradacdo fotolitica
correspondente a solucdo de placebo.
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Figura P - A: Cromatograma do ensaio de degradacao por meio oxidativo correspondente
a solucdo de fluvoxamina e B: Cromatograma do ensaio de degradagdo por meio
oxidativo correspondente a solucdo de placebo.

1.3. Validagdo do método analitico por HPLC para a quantificacdo de
fluvoxamina

A validacdo de um método analitico inclui a analise de diferentes parametros. As

tabelas e figuras que se seguem demostram os resultados obtidos em alguns desses

parametros. As Tabelas J, K, L e M e as Figuras Q e R representam os resultados da

linearidade. Os resultados da gama de trabalho encontram-se representados na Tabela N.

Os resultados obtidos na precisdo encontram-se sumarizados nas Tabelas O e P.
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Tabela J - Resultados da linearidade obtidos na validagcdo do método de quantificacdo de
fluvoxamina com base na curva de calibragéo.

Nivel de
concentracao (%)
Média da area do

50% 75% 100% 125% 150%

1032682 1553401 2057986 2580717 3097220

pico (MAU.s)
DP 2084,05 514,66 5045,79 4204,89  4214,05
CV (%) 0,20 0,03 0,25 0,16 0,14
Concentracao 199 299 399 499 508
(ug/ml)
Concentracao
obtida pela reta 199,31 300,00 397,56 498,63 598,50
(ug/ml)
% Recuperagdo 99,96 100,30 99,69 100,03 100,05

Em que DP significa desvio padréo e CV — coeficiente de variagéo.

Curva de calibracao linear

3400000 -
Z 2900000 -
<
£ 2400000 -
(@)
o
2 ] y = 5171,9x + 1844.4
F 1900000 A
$ 1400000 -
<
900000 : : : : .
150 250 350 450 550 650

Concentracéo (ug/mL )

Figura Q - Representacdo grafica da reta de regressdo linear das areas do pico (MAU.s)
em funcéo da concentragao (ug/mL) de fluvoxamina.
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Tabela K - Resultados da linearidade obtidos na validacdo do método de quantificacdo
de fluvoxamina com base no teste de Mandel.

Concentracdo Meédia da area do pico  Sinal de ajuste Sinal de ajuste
(ug/ml) (mAU.s) (Y1) linear (Ypi) polimonial (Ypi)
199,40 1032 682 1033123 1034 511
299,10 1553 401 1548 762 1548 068
398,80 2 057 986 2 064 401 2063 014
498,50 2580 717 2580 040 2579 347
598,20 3097 220 3095 680 3097 067

Curva de calibracao polinomial

3400000 -
2 2900000
3
£ 2400000 -
3
& 1900000 -
o
o
$ 1400000 -
< y = 0,070x2 + 5116,23x + 11558,24
R2=0,9999
900000 : , , | | |
100 200 300 400 500 600 700

Concentracdo (ug/mL )

Figura R - Representacdo grafica da reta de regressdo polinomial das areas do pico
(mAU.s) em fungéo da concentracdo (ug/mL) de fluvoxamina.
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Tabela L - Resultados dos ajuste linear e polinomial para o teste de Mandel para a

validacdo do método de quantificacdo de fluvoxamina.

() (y-yi)?
1 194 316,39
2 21520011,73
3 41 153 336,94
Ajuste Linear 4 457 688,33
5 2 372 852,70
Soma 65 698 206,10
N-2 3
Sy/x 4679,68
() (y-yi)2
1 3343 443,60
2 28 438 908,21
) 3 25 274 664,58
Al 4 1877 925,68
Polinomial 5 2332078
Soma 58 958 262,84
N-3 2
Sty® 5 429,47
DS? 6 739 943,26
Resultados VT 0,23
F 10,13

Em que N significa 0 n°® nimero de concentragdes estudadas, S(y/x) - desvio padrao
residual do ajuste polinomial de 1° grau, S(y/x)? - Desvio padr&o residual do ajuste
polinomial de 2° grau, SD? — diferenca de variancias, VT — valor de teste, F - Teste de

Snedecor/Fisher.

Tabela M - Resultados obtidos através da analise de residuos na valida¢do do método de
quantificacdo de fluvoxamina.

(i) Concentracao Area do pico Area do pico estimada Residuos
(ng/mL) (mAU.s) (mAU.s)

1 199 1032682 1033122,81 -0,04

2 299 1553401 1548762,03 0,30

3 399 2057986 2064401,25 -0,31

4 499 2580717 2580040,47 0,03

5 598 3097220 3095679,69 0,05
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Tabela N - Resultados obtidos da homogeneidade de variancias para o estudo da gama
de trabalho para validagdo do método de quantificagdo de fluvoxamina.

Concentracéao (ug/mL) 199 598
1031677 3091376
1029185 3088817
1030670 3096602
1030743 3099956
« . 1032711 3102777
Area do pico (mUA.S) 1032821 3096406
1034314 3098167
1034409 3098749
1035494 3099253
1034796 3100098
Média 1032682 3097220
DP 2065,30 4214,05
DP relativo (%) 0,20 0,14
Variancia 4265475,36 17758203,66
PG 4,16
F 5,35

Em que DP significa desvio-padrdo, PG — Progressdo linear e F - Teste de
Snedecor/Fisher.

Tabela O - Resultados obtidos para a repetibilidade na validacdo do método de
quantificacdo de fluvoxamina.

Amostra 1 2 3 4 5 6

Areas 2154662 2192294 2176816 2164817 2162522 2156 892
dopico 2143722 2211758 2142818 2165160 2153594 2149491

(mMAU.s) 2163603 2204411 2172255 2172233 2165134 2158964
Média 2153996 2202821 2163963 2167403 2160417 2155116
DP 9957,24 9828,93 1845356  4186,13 6051,22 4980,06
CV (%) 0,46 0,45 0,85 0,19 0,28 0,23

Massa
amostra 0,8001 0,8087 0,8017 0,8081 0,8050 0,8010

@)
Con.
amostra 400,05 404,35 400,85 404,05 402,50 400,50
(Mg/mL)
Teor da

amostra 102,29 103,50 102,56 101,91 101,9697 102,23
(%0)

Em que DP significa desvio padrdo e CV — coeficiente de variagao.
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Tabela P -Resultados obtidos para a precisdo intermédia na validacdo do método de
quantificacdo de fluvoxamina.

Amostra 1 2 3 4 5 6

Arems 1830206 2048179 2051124 2049637 2124958 2131683
dopico 1862445 2051989 2051789 2060676 2116376 2123591
(MAUS) 1905374 2074257 2045190 2084770 2156204 2172307
Média 1869008 2058142 2049368 2065028 2132513 2142527
DP 3356872 1408570 363321 1796621 2096121 2610568
CV (%) 180 0,68 0,18 0,87 0,98 1,22

Massa
amostra  0,7700 0,8394 0,8190 0,8219 0,8516 0,8672
(9)

Conc.
amostra 387,30 419,7 409,5 410,95 425,80 433,60
(Hg/mL)
Teor da

amostra 97,98 99,57 101,61 102,03 101,69 100,33
(%)

Em que DP significa desvio padréo e CV — coeficiente de variagéo.
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