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Joseph Juran (1904 - 2008)

Se vocé néo sabe para onde ir, qualquer caminho
serve.
Lewis Carroll (1832 - 1898)



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todos aqueles que participaram dessa conquista.
Essa jornada foi repleta de altos e baixos, sendo uma experiéncia fundamental
na construcdo do meu eu profissional e pessoal. Eu sou eu gragas a essa
exposi¢ao constante aos desafios impostos sobre mim. Com o passar do tempo
reparei que as dificuldades nao diminuiram; em vez disso aprendi a lidar com
elas com as ferramentas do meu vasto repertorio profissional.

Sempre almejei a busca do conhecimento, seja por um senso de
responsabilidade ou pela sede de poder mudar o mundo da minha maneira, mas
me espantei no quanto este mundo foi capaz de me mudar. Houveram momentos
de ansiedade e momentos de empolgagao, porém o que mais me marcou neste
trajeto foi descobrir o fascinio pela arte de ensinar, se tornando um ponto focal
dos meus esforcos. Me vi num vagaroso e gradativo processo de evolugao e
transformagao para um profissional mais sensivel e transigente. Onde antes eu
procurava encontrar solu¢gdes pragmaticas e equacionadas para os problemas,
agora procuro solugdes conciliadoras e humanas dentro das lentes de alguém
que preza muito pelo aprendizado e pela transferéncia de conhecimentos. Agora
além de profissional, sou uma unidade funcional e completa, e creio que esta
conscientizagdo me ocasionou um salto tremendo em como enxergo o mundo e
como vivemos nele.

Esta mensagem é para todos que de alguma maneira se sentem
contemplados nesta misséao e que muitas vezes se sentem ilhados ou
subjugados pelas regras deste jogo no qual cada virgula pode ser significativa
na sua progressao. Todos ndés somos professores, seja na sala de aula ou por
meio de pequenos atos construtivos. Sintam-se abragados, e nos encontraremos

por ai!



RESUMO

Introdugdao: A modelagem de dados vem beneficiando diversas areas,
especialmente a da quimica analitica e farmacologia. Este trabalho foi dividido
em dois capitulos com intuito de preencher lacunas de modelagem de dados
nessas duas grandes areas. O primeiro capitulo focou em desenvolver um
meétodo analitico indicativo de estabilidade para a solugéo oral de haloperidol por
meio da abordagem de Qualidade Analitica Baseada no Projeto (AQbD).
Enquanto no segundo capitulo foi realizado conduzido modelagem de
farmacocinética populacional do ciprofloxacino oral em adultos por meio de uma
nova abordagem. Metodologia: O primeiro capitulo investigou o perfil de
degradacdo do haloperidol submetendo a solugdo oral em condi¢gdes de
degradacao forcada, como por exemplo acido, alcalina, térmica, oxidativa e
fotolitica. A partir deste perfil de degradacao, desenvolveu-se um método
analitico indicativo de estabilidade aplicando a abordagem AQbD, consistindo na
identificacdo do atributos e parametros criticos do método, selecéo e otimizacéo
destes parametros, modelagem de dados, definicdo da regido operacional e
definicdo das estratégias de controle do método. O segundo capitulo envolveu a
conducao de uma revisao de escopo nas bases do PubMed e Scopus de acordo
com os guias da Cochrane e JBI e reportados de acordo com PRISMA-ScR para
parametros farmacocinéticos do ciprofloxacino oral em adultos. Estes dados
foram empregados na simulagdo e individualizagdo de pacientes, sendo
posteriormente utilizados para criar modelos de farmacocinética populacional em
funcdo de suas covariaveis por meio do software Monolix. Resultados: Foi
possivel detectar dois produtos de degradagao do haloperidol solugéo oral, um
referente o haloperidol e outro ao metilparabeno. No desenvolvimento analitico,
avaliou-se as principais variaveis do método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, para definir as condicdes normais de operagdo. Sendo a melhor
combinagao resultante do uso de uma coluna Waters Symmetry C18 (3,9 mm x
150 mm, 5um) e uma fase mével composta por tampao formiato pH 3,8 100 mM
e acetonitrila, com programacédo em gradiente. Como parametros de operagéo
definiu-se a detecgdo a 246 nm, injegcdo de 20 pL, fluxo de 1,3 mL.min",
temperatura a 15 °C e pH a 3,8. No segundo capitulo, a busca sistematica
resultou em 46 estudos de farmacocinética tradicional. A farmacocinética do
ciprofloxacino oral foi afetada por diversas covariaveis, incluindo interacdes
medicamentosas, interacbes com alimentos, faixa etaria dos pacientes e
comprometimento renal. Ao individualizar e utilizar estes dados, foi possivel
gerar quatro modelos de farmacocinética populacional que levavam em conta
diversas covariaveis. O modelo que melhor se ajustou produziu acuracias de
96,68%, 100,11%, e 96,74% para os parametros Ka, Cl e Vd, respectivamente.
Conclusao: O método desenvolvido demonstrou-se robusto para
monitoramento da estabilidade do haloperidol solugao oral. Enquanto o estudo
de farmacocinética populacional do ciprofloxacino representou o protétipo de
uma nova abordagem de modelagem de pacientes virtuais obtidos a partir de
estudos de farmacocinética. Este trabalho ilustra a importancia dessas
abordagens para assegurar a segurancga e eficacia dos medicamento e otimizar
as estratégias de ajuste de dose na terapéutica.

Palavras-chave: haloperidol, AQDbD, estabilidade de medicamentos,
ciprofloxacino, farmacocinética populacional, revisdo de escopo



ABSTRACT

Introduction: Data modeling has been benefiting various areas, especially
analytical chemistry and pharmacology. This work was divided into two chapters
with the aim of addressing data modeling gaps in these two significant areas. The
first chapter focused on developing an indicative stability analytical method for
the oral solution of haloperidol using the Analytical Quality by Design (AQbD)
approach. Meanwhile, the second chapter conducted population pharmacokinetic
modeling of oral ciprofloxacin in adults through a novel approach. Methodology:
The first chapter investigated the degradation profile of haloperidol by subjecting
the oral solution to forced degradation conditions, such as acid, alkaline, thermal,
oxidative, and photolytic conditions. Based on this degradation profile, an
analytical method indicative of stability was developed using the AQbD approach,
involving the identification of critical attributes and parameters of the method,
selection and optimization of these parameters, data modeling, definition of the
operational region, and establishment of method control strategies. The second
chapter involved a scope review of PubMed and Scopus databases according to
Cochrane and JBI guidelines, reported in accordance with PRISMA-ScR for
ciprofloxacin pharmacokinetic parameters in adults. These data were used in
patient simulation and individualization, and subsequently employed to create
population pharmacokinetic models based on covariates using Monolix software.
Results: Two degradation products of haloperidol oral solution were detected,
one related to haloperidol and the other to methylparaben. In the analytical
development, the main variables of the method were evaluated by high-
performance liquid chromatography to define normal operating conditions. The
best combination resulted from using a Waters Symmetry C18 column (3.9 mm
x 150 mm, 5um) and a mobile phase composed of formate buffer pH 3.8 100 mM
and acetonitrile, with gradient programming. Operation parameters were set at
detection at 246 nm, injection of 20 L, flow rate of 1.3 mL.min-!, temperature at
15 °C, and pH at 3.8. In the second chapter, the systematic search resulted in 46
traditional pharmacokinetic studies. Oral ciprofloxacin pharmacokinetics were
affected by various covariates, including drug interactions, food interactions,
patient age, and renal impairment. By individualizing and using these data, four
population pharmacokinetic models accounting for various covariates were
generated. The best-fitting model produced accuracies of 96.68%, 100.11%, and
96.74% for the parameters Ka, Cl, and Vd, respectively. Conclusion: The
developed method proved robust for monitoring the stability of haloperidol oral
solution. Meanwhile, the population pharmacokinetic study of ciprofloxacin
represented a prototype of a new approach to modeling virtual patients obtained
from pharmacokinetic studies. This work illustrates the importance of these
approaches in ensuring the safety and efficacy of medications and optimizing
dose adjustment strategies in therapeutics.

Keywords: haloperidol, AQbD, drug stability, ciprofloxacin, population
pharmacokinetics, scoping review
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1.  INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a analise de dados apresentou uma evolugio
exponencial impulsionada pelo avango das técnicas computacionais,
matematicas e estatisticas. A modelagem de conjuntos de dados tornou-se uma
pratica essencial, envolvendo a criagdo de modelos matematicos que buscam
explicar comportamentos e caracteristicas especificas. Essa abordagem né&o
apenas converte dados brutos em informagdes valiosas para a tomada de
decisbes, mas também desempenha um papel crucial na resolugdo de
problemas em diversos setores, incluindo os académicos, clinicos e industriais.
No ambito da saude, ela assume um papel fundamental, especialmente nas
areas de quimica analitica e farmacologia (Favero e Belfiore, 2017).

A quimiometria, uma disciplina da quimica analitica, tem ganhado destaque
ao empregar ferramentas estatisticas e matematicas para extrair informacdes de
dados complexos (CRQSP, 2007). Uma das aplicagdes é na cromatografia com
a aplicacdo da Qualidade Analitica Baseada no Projeto (AQbD), onde a
implementacdo tem se mostrado eficaz, destacando-se pela énfase na
compreensao e controle dos processos analiticos, combinando ferramentas de
analise de risco com modelagem multivariada, particularmente relevantes para
a qualidade de produtos farmacéuticos (Beg et al., 2019).

No contexto farmacéutico, a estabilidade de um medicamento é crucial para
garantir sua eficacia e seguranca ao longo do tempo. A degradacado de
medicamentos pode comprometer sua qualidade, levando a subdose terapéutica
e a formacao de produtos de degradagado potencialmente téxicos ao paciente
(Brasil, 2019). Por meio da abordagem AQbD, é possivel desenvolver uma
metodologia indicativa de estabilidade rapida, robusta e com uma visao
abrangente de todo o processo, com o propésito de assegurar a qualidade do
medicamento e proporcionar seguranga ao paciente (ICH, 2022).

Nesse contexto, o haloperidol, um farmaco neuroléptico de primeira
geragao amplamente utilizado no tratamento de disturbios psiquiatricos (Granger
e Albu, 2005), surge como um candidato de interesse para o desenvolvimento
de uma metodologia indicativa de estabilidade. Até o momento, os métodos
disponiveis na literatura ndo abrangem todas as etapas necessarias para a

geragao de uma metodologia analitica indicativa de estabilidade com abordagem



AQbD, proporcionando uma oportunidade para preencher essa lacuna relevante
na literatura (Trabelsi et al., 2002; Petkovska e Dimitrovska, 2008).

Paralelamente, a farmacologia, em particular a farmacocinética
populacional, tem desempenhado um papel vital na otimizagcdo do regime
posologico de farmacos como o ciprofloxacino. Este antibacteriano da classe das
fluoroquinolonas, reconhecido por sua eficacia principalmente contra bactérias
gram-negativas, apresenta desafios especificos relacionados ao ajuste de dose
para garantir uma terapéutica eficaz e evitar resisténcia bacteriana (Gilbert et al.,
2022).

Quando se considera a modelagem de dados no ajuste de dose, destaca-
se a farmacocinética populacional, um estudo que visa identificar e quantificar as
fontes de variabilidade (covariaveis e caracteristicas dos pacientes) dos
parametros farmacocinéticos para um farmaco em uma populacdo. Essa
abordagem permite esclarecer o impacto de varios fatores individuais que
normalmente afetam o perfil farmacocinético, tornando-se util para estimar os
parametros farmacocinéticos durante o planejamento e a avaliagdo de novos
regimes posologicos baseados nessas variaveis modeladas (Mould e Upton,
2012).

Ha uma variedade de estudos de farmacocinética populacional do
ciprofloxacino oral na literatura, porém a maioria dessas modelagens é realizada
em ambientes hospitalares com uma populagdo controlada, sendo as
covariaveis utilizadas no modelo matematico limitadas pelo proprio estudo
(Abdulla et al., 2020; Alihodzic et al., 2022; Cheng et al., 2022; Cios et al., 2017;
Conil et al., 2008; Khachman et al., 2011; Li et al., 2018; Sima et al., 2021; Zarh
et al., 2021). Diante desse contexto, surge a questao da possibilidade de utilizar
as informagdes disponiveis da farmacocinética com abordagem tradicional do
ciprofloxacino oral e desenvolver um modelo abrangente que considere as
covariaveis descritas na literatura.

Este trabalho busca preencher lacunas na modelagem de dados nas areas
de desenvolvimento analitico e farmacocinética. Portanto, foi dividido em dois
capitulos. No primeiro, aborda-se o desenvolvimento de um método analitico
indicativo de estabilidade com abordagem AQbD para o monitoramento da
solugdo oral de haloperidol, assegurando a qualidade do medicamento e
proporcionando seguranga e eficacia ao paciente. Enquanto o segundo capitulo



explora uma nova abordagem de farmacocinética populacional do ciprofloxacino
oral em adultos por meio de dados da literatura, contribuindo para a
personalizacdo dos regimes posolégicos com base nas caracteristicas dos
pacientes. O objetivo desta tese é utilizar a modelagem de dados para contribuir
com a seguranga e eficacia do uso de medicamentos e na personalizagao do
regime posolégico com base nas caracteristicas dos pacientes, destacando a
importancia de transformar dados brutos em informagdes uteis em contextos

farmacéuticos e clinicos.



2. CAPITULO 1 - ABORDAGEM AQbD PARA DESENVOLVIMENTO DE
METODO INDICATIVO DE ESTABILIDADE DO HALOPERIDOL SOLUGAO ORAL

RESUMO CAPITULO 1

Objetivo: Desenvolver um método indicativo de estabilidade para haloperidol solugéo
oral utilizando abordagem AQbD. Metodologia: O perfil dedegradagéo do haloperidol
foi investigado submetendo o medicamento a condi¢des de degradacéao forgcada como
acido, base, calor, oxidativo e fotolitico. Com base nesteperfil, desenvolveu-se um
método analitico utilizando a cromatografia liquida de alta efici€éncia com detector por
arranjo de diodos, empregando a abordagem AQbD. Dentre as etapas de
desenvolvimento, constam: 1) estabelecimento do perfil analitico; 2) aplicacdo da
analise de risco para identificacdo dos atributos criticos do método (CMAs) e
parametros criticos do método (CMPS); 3) selecdo das CMPs categéricas por fatorial
completo; 4) selegcédo e otimizacdo das CMPs numéricas por fatorial fracionario; 5)
criacdo da superficie de resposta e ajuste do modelo de regressdao com desenho
experimental de Box- Behnken; 6) determinacdo do MODR e parametros para controle
de processo. Resultados: Nos ensaios de estabilidade, foi possivel identificar um
produto de degradacdo do haloperidol e outro do metilparabeno advindos das
condi¢cdes acidas e alcalinas, cujas estruturas foram sugeridas e corroboraram com a
literatura. Dentre as variaveis testadas, o fluxo da fase movel, angulo do gradiente de
eluicdo, temperatura do forno da coluna e pH da fase moével se mostraram
significativos no modelo matematico para nove parametros cromatograficos
relacionados a separacaodos analitos de interesse (resolucéo, simetria e fatores de
capacidade). Foram definidas as condicdes normais de operacao utilizando uma
coluna Waters SymmetryC18 (3,9 mm x 150 mm, 5 pm) e uma fase mdvel composta
por tampao formiato pH 3,8 100 mM (A) e acetonitrila (B), seguindo o seguinte
gradiente: 0 a 4 minutos - 10% a 50% B, 4-6 minutos - 50% B, 7 minutos - 10%, 12
minutos - 10%. A detecgéo foi realizada em 246 nm, e a injecao foi de 10 pL. A regido
operacional do método, capaz de produzir resultados com qualidade, inclui fluxos
compreendidos entre 1,2 e 1,35 mL.min"' (condigdes normais de operagéo, (NOC) =
1,3 mL.min"), um angulo de gradiente fixado em 10% B/min, uma temperatura
variando entre 8 e 20 °C (NOC = 15 °C) e variagoes de pH da fase mévelde 3,3 a 4,3
(NOC = 3,8). Ao final foram apresentadas estratégias de monitoramento da qualidade
para o controle de processo, podendo atuar no retroativamente na investigagao.
Conclusao: O método indicativo de estabilidade foi desenvolvido para avaliar a
estabilidade da solucao oral de haloperidol utilizando a abordagem AQbD. A aplicagao
desta ferramenta foi capaz de produzir um método rapido, isento de subjetividade,
robusto, com um plano de desenvolvimento bem definido e com uma regido de
informacao que o método univariado seria incapaz de produzir. Este desenvolvimento
ilustra como a abordagem estatistica aliada a analise de risco pode auxiliar no
aprimoramento do planejamento experimental em cromatografia, fornecendo
informacdes relevantes na modelagem de dados cromatograficos.

Palavras-chave: haloperidol, método indicativo de estabilidade, AQbD



ABSTRACT CHAPTER 1

Objective: Develop an indicative stability method for oral haloperidol solution using
the AQbD approach. Methodology: The degradation profile of haloperidol was
investigated by subjecting the drug to forced degradation conditions such as acid,
base, heat, oxidative, and photolytic stress. Based on this profile, an analytical method
was developed using high-performance liquid chromatography with a diode array
detector, employing the AQbD approach. The development steps included: 1)
establishment of the analytical profile; 2) application of risk analysis to identify critical
method attributes (CMAs) and critical method parameters (CMPs); 3) selection of
categorical CMPs by full factorial design; 4) selection and optimization of numerical
CMPs by fractional factorial design; 5) creation of the response surface and regression
model fitting using a Box-Behnken experimental design; 6) determination of the
method operating design region (MODR) and process control parameters. Results: In
the stability tests, a degradation product of haloperidol and another of methylparaben
were identified under acidic and alkaline conditions, and their structures were
suggested and corroborated with the literature. Among the variables tested, the mobile
phase flow rate, elution gradient angle, column oven temperature, and mobile phase
pH were found to be significant in the mathematical model for nine chromatographic
parameters related to the separation of target analytes (resolution, symmetry, and
capacity factors). Normal operating conditions were defined using a Waters Symmetry
C18 column (3.9 x 150 mm, 5 ym) and a mobile phase composed of 100 mM formate
buffer at pH 3.8 (A) and acetonitrile (B), following the gradient: 0 to 4 minutes - 10% to
50% B, 4-6 minutes - 50% B, 7 minutes - 10%, 12 minutes - 10%. Detection was
performed at 246 nm, and the injection volume was 10 pL. The method's operational
region capable of producing high-quality results included flow rates between 1.2 and
1.35 mL/min (normal operating conditions, NOC = 1.3 mL.min-"), a fixed gradient angle
of 10% B/min, a temperature range between 8 and 20 °C (NOC = 15 °C), and mobile
phase pH variations from 3.3 to 4.3 (NOC = 3.8). Quality monitoring strategies for
process control were presented, which could be used retrospectively in the
investigation. Conclusion: The indicative stability method was developed to assess
the stability of oral haloperidol solution using the AQbD approach. The application of
this tool produced a rapid, objective, robust method with a well-defined development
plan and an information zone that univariate methods would be incapable of
generating. This development illustrates how statistical approaches can enhance
experimental planning in chromatography, providing relevant insights into
chromatographic data modeling.

Keywords: haloperidol, stability-indicating method, AQbD



2.1.1. Objetivo Geral
Desenvolver um método analitico indicativo de estabilidade para o haloperidol solugéo
oral, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando abordagens de
Analytical Quality-by-Design (AQbD).
2.1.2. Objetivos Especificos

» Realizar estudos de degradacéo forgcada em diversas condi¢des para investigar

o perfil de degradacgao do haloperidol em solugao oral;

» Desenvolver o método cromatografico por meio da abordagem AQbD.
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2.2. REVISAO DE LITERATURA
2.2.1. Haloperidol

O haloperidol (HAL) (Figura 1), com a denominagéo quimica de 4-[4-(4-clorofenil)-4-
hidroxi-1-piperidil]-1-(4-fluorofenil)-butan-1-ona e numero CAS 52-86-8, € um farmaco
neuroléptico do grupo das butirofenonas. Foi desenvolvido pela Janssen
Farmacéutica, uma companhia belga, em 1957, e submetido ao primeiro teste clinico
no mesmo ano, na Bélgica. Recebeu aprovagdo para uso pelo Food and Drug
Administration em 12 de abril de 1967 (Granger e Albu, 2005).

FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DO HALOPERIDOL

Cl

O uso de antipsicéticos de primeira geragao, incluindo o haloperidol, €&
considerado altamente eficaz para o manejo dos sintomas da esquizofrenia, tais como
alucinagoes, audigdo de vozes, agressao/hostilidade, fala desorganizada e agitagao
psicomotora. No entanto, essa classe de medicamentos apresenta limitagdes devido
ao desenvolvimento de disturbios do movimento, como parkinsonismo induzido por
drogas, acatisia, distonia e discinesia tardia, bem como outros efeitos colaterais, como
sedacdo, ganho de peso e alteragcbes na prolactina. Em comparagdo com os
antipsicoticos de primeira geracdo de baixa poténcia, como a clorpromazina,
zuclopentixol, flufenazina e metotrimeprazina, o haloperidol geralmente possui a
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menor incidéncia de efeitos colaterais dentro dessa classe, mas apresenta uma maior
predisposicao para causar sintomas extrapiramidais. Os medicamentos de baixa
poténcia possuem menor afinidade pelos receptores de dopamina, exigindo doses
mais altas para o tratamento eficaz dos sintomas da esquizofrenia. Além disso, eles
bloqueiam varios outros receptores além do alvo primario (receptores de dopamina),
como os receptores colinérgicos ou histaminérgicos, resultando em uma maior
incidéncia de efeitos colaterais, como sedagao, ganho de peso e hipotensao (Tardy et
al., 2014; Dold et al., 2015; Irving et al., 2015).

O HAL desde sua aprovagao apresentou diversas formas farmacéuticas,
variando desde comprimidos, até solugdes orais com doses variadas, principalmente
sob o nome comercial Haldol®. No Quadro 1 constam o conjunto de excipientes da

solugdo oral 2 mg.mL™" que é comercializada atualmente (Janssen, 2019).

QUADRO 1 - EXCIPIENTES DO HALDOL® SOLUGAO ORAL

Composto Concentragao
Haloperidol 2 mg/mL
Acido lactico 6,6%
Metilparabeno 0,2%
Agua purificada gsp

Nota: concentragao dos excipientes sédo representadas pelas quantidades maximas permitidas no
Handbook de excipientes.
Fonte: Sheskey et al., 2009; Janssen, 2019.

A solucgédo oral de HAL esta presente na concentragao de 2 mg/mL, utilizando o
metilparabeno (nipagin) como conservante, agua como veiculo e acido latico como
agente solubilizante, uma vez que em pH acido a molécula se encontra ionizada,

conforme demonstrado no Quadro 2 (Sheskey et al., 2009).

QUADRO 2 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO HALOPERIDOL

Propriedade Valor
Massa molar (Da) 375,9
Massa monoisotépica (Da) 375.1401
Solubilidade (agua) 0,00446 mg.mL"!
LogP 3,9

LogS -4,9

pKa (Acido mais forte) 13,96

pKa (Base mais forte) 8,05
Aceptores de hidrogénio 3
Doadores de hidrogénio 1

Fonte: Wishart et al., 2018
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2.2.2. Estudos de estabilidade

Um estudo de estabilidade compreende uma série planejada de testes que tém como
objetivo obter informacbes acerca da estabilidade de insumos ou produtos
farmacéuticos. Essas informacdes sao essenciais para determinar elementos como o
prazo de validade, o periodo de utilizagdo, a necessidade de reanalise, os requisitos
de embalagem e as condi¢gdes de armazenamento (Brasil, 2019, e ICH, 2003).

A estabilidade € conceituada como a habilidade do produto em manter, dentro
de limites preestabelecidos, as suas propriedades e caracteristicas originais ao longo
do tempo de armazenamento e utilizagdo (FDA, 2003). Tais propriedades e
caracteristicas podem ser impactadas por fatores ambientais, tais como temperatura,
umidade e luminosidade, além das particularidades inerentes ao préprio produto,
como as propriedades fisicas e quimicas das substancias ativas e excipientes, a forma
farmacéutica, a composicado, o processo de fabricagdo e as propriedades dos
materiais de embalagem (Brasil, 2019; ICH, 2003; Mirco e Rocha, 2015).

A avaliacao da estabilidade do farmaco ou medicamento € de suma importancia,
pois modificagdes nesse contexto tém o potencial de comprometer a pureza, poténcia
e seguranca do medicamento ou do insumo farmacéutico ativo (IFA). Essas alteragbes
podem desencadear efeitos adversos e/ou subdosagem, o que prejudica a eficacia do
tratamento (ICH, 2006a, 2006b; Janzen; Selent-Stier; Muazzam, 2016).

Conforme estabelecido pela RDC 318/2019 da Agéncia Nacional de Vigilanca
Sanitaria (Anvisa), os estudos de estabilidade para medicamentos e Insumos
Farmacéuticos Ativos (IFAs) sao divididos em quatro categorias: acelerado, de longa
duracao, de acompanhamento e degradacgao forgada.

Os estudos acelerados sao considerados métodos preditivos fundamentados em
informacdes obtidas a partir de produtos armazenados em condicdes que aceleram
potenciais alteragdes, que podem ocorrer no ambiente de disponibilizagdo no
mercado. Seu propoésito € estabelecer um prazo de validade preliminar, sujeito a
confirmacéao por meio do estudo de longa duragéo. A concessao provisoria de registro
do medicamento pode ser obtido nos resultados de estudos acelerados (Brasil, 2019).

Os estudos de longa duragéo sao conduzidos em condigbes de armazenamento

e prazo de validade propostos, validando as descobertas relativas as propriedades
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fisicas, quimicas e biolégicas do medicamento, tanto durante quanto apds o prazo de
validade previsto. Por meio destes estudos, é possivel confirmar, ajustar ou ampliar o
prazo de validade estipulado pelo estudo acelerado (Brasil, 2019).

Os estudos de acompanhamento tém o propésito de verificar se o produto
farmacéutico, fabricado em lotes consecutivos, mantém suas caracteristicas fisicas,
quimicas, biolégicas e microbiolégicas conforme demonstrado nos estudos de
estabilidade de longa duragdo. Caso ocorra qualquer modificagcdo no produto, é
necessario realizar uma nova analise de estabilidade de longa duracéo (Brasil, 2019).

A degradagao forgada € um estudo no qual um medicamento ou IFA é exposto
a condi¢des mais severas do que as aplicadas no estudo acelerado com o intuito de
simular a ocorréncia de degradacao quimica. A finalidade da degradacéao forcada é
detectar potenciais impurezas, produtos de degradagédo, compreender seus provaveis
mecanismos de reacdo, determinar a estabilidade intrinseca do farmaco e é
frequentemente realizada quando se faz desenvolvimento de procedimento analitico
para estudos de estabilidade (Brasil, 2019, 2015b).

Os produtos de degradagao (PD), também sao conhecidos como substancias
relacionadas, sao impurezas que em geral resultam de alteragbes quimicas que
surgem durante a fabricagdo ou armazenamento do medicamento devido a acédo do
tempo e/ou agao de fatores como a temperatura,umidade, pH, oxigénio e luz (Brasil,
2015a).

A temperatura € um dos principais fatores externos que desempenham um papel
crucial na degradagao de insumos e produtos farmacéuticos. Isso ocorre devido aos
impactos que ela exerce nas reagdes quimicas, interacdbes moleculares e processos
fisicos dos compostos. O aumento da temperatura pode conferir a energia necessaria
para desencadear uma reagao (processo endotérmico), acarretando mudangas na
cinética quimica, no equilibrio quimico e na mobilidade molecular (Mirco e Rocha,
2015).

A aderéncia da agua a superficie de um produto farmacéutico devido a alta
umidade pode provocar alteracbes em seu estado fisico e influenciar em sua
reatividade. Isso cria uma condicado que nao ocorreria caso o produto estivesse em
estado solido (Mirco e Rocha, 2015). Além de influenciar a reatividade por meio da

solubilidade, a alta umidade pode também favorecer a hidrdlise, mecanismo mais
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comum de reagdes de degradagao. Essa reagéo ocorre porque a agua age como um
agente nucleofilico, ou seja, ela doa pares de elétrons a centros eletrofilicos da
molécula, favorecendo a ruptura de ligagdes presentes. A reacdo de hidrélise
geralmente envolve a quebra de uma ligagdo quimica covalente com a insergcéo de
um atomo de hidrogénio (H) e uma hidroxila (OH) da agua nos fragmentos resultantes.
Entre os grupos funcionais mais suscetiveis a hidrélise estao: ésteres, ésteres ciclicos,
amidas, amidas ciclicas, imidas, carbamatos, tioésteres, sulfamatos e acetais
(Peruzzo e Canto, 2006).

O comportamento quimico de uma molécula ao sofrer ionizagdo, seja por
protonacao ou desprotonacgao de certos grupos funcionais aceptores ou doadores de
prétons, é fortemente influenciado pelo pH. Essa variacdo na caracteristica ibnica da
estrutura organica pode criar condigbes propicias para a ocorréncia de reagdes
quimicas. Um exemplo € a reagado de hidrolise mencionada anteriormente, onde a
presenga de uma carga formal na estrutura quimica pode catalisar o ataque
nucleofilico. De forma geral, a alteracdo do pH em um produto finalizado pode ocorrer
de maneira indireta, resultado de outra reacdo quimica associada a um fator de
estabilidade distinto, ou como consequéncia de processos de degradagao
microbioldgica (Blessy et al., 2014).

A oxidagao € o processo pelo qual uma molécula perde elétrons, geralmente em
resposta a presenga de um agente oxidante. Simultaneamente, ocorre a reducéo do
agente oxidante, que ganha elétrons. As reagdes de oxidagao podem acontecer por
diversos mecanismos, incluindo a quebra de ligagbes quimicas, a formagédo de
ligacdes duplas, a perda de hidrogénio e a incorporacdo de atomos de oxigénio.
Aminas, sulfetos e fendis séo suscetiveis a transferéncia oxidativa, resultando em n-
oxidos, hidroxilaminas, sulfonas e sulféxidos. Grupos funcionais contendo hidrogénio
labil, como o carbono benzilico, carbono alilico e carbono terciario, sdo vulneraveis a
oxidagao, levando a formacao de perdxidos, hidroxidos ou cetonas (Blessy et al.,
2014).

A fotdlise € um processo quimico no qual a absorgéo de luz cliva ligagdes nas
moléculas. Esse processo ocorre quando a energia da luz é suficiente para romper as
ligagdes quimicas, levando a formacao de fragmentos ou produtos de reag&o. Existem
dois tipos principais: a fotdlise homolitica, quando as ligagbes sofrem uma cisao
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homolitica resultando em radicais livres, e a fotdlise heterolitica, quando os atomos
recebem energia de forma desigual, e a ligacao sofre uma cisao heterolitica, formando
ions radicalares (cations e anions). O processo mais comum é o da formacao de
radicais livres (elétrons desemparelhados), no qual passam por trés fases: iniciagao,
onde sao formados; propagac¢do, onde geram mais radicais e reagem com outras
moléculas; e término, onde reagem entre si ou com moléculas estaveis, encerrando
as reacgoes. Diversos grupos funcionais sao propensos a essa geragao de elétrons
desemparelhados, uma vez que radicais livres sdo altamente reativos (Peruzzo e
Canto, 2006; Mirco e Rocha, 2015).

Os fatores como temperatura, umidade, pH e luz, sdo em geral, manipulados
para induzir a degradagéao forcada. A RDC N° 53 de 2015 e o Guia N° 4 de 2015 da
Anvisa abordam de maneira mais especifica como conduzir um estudo de degradagéo
forgada. O objetivo deste estudo € obter o perfil de degradagao do IFA, identificar e
qualificar os produtos de degradacdo, e também fornecer evidéncias para o
desenvolvimento de um método indicativo de estabilidade (MIE). O MIE é um
procedimento analitico validado capaz de medir com preciséo e exatidao o teor da
substancia ativa, tanto no IFA quanto no medicamento, sem interferéncias de
impurezas, excipientes ou produtos de degradagao (Brasil, 2015a; 2015b; FDA, 2015).

O conjunto de produtos de degradacao observados em um IFA ou medicamento
sdo denominados de perfil de degradagado, e sua composicdo varia conforme as
condigdes as quais o produto € submetido. O perfil resultante da degradagao for¢gada
pode nao coincidir qualitativa e/ou quantitativamente com o obtido nos estudos de
estabilidade acelerada e de longa duragao. Por essa razao, os estudos de degradacao
forgcada sao realizados em diversas condi¢cdes para englobar todos os potenciais PDs,
muitas vezes em quantidade adequada para que o MIE seja desenvolvido
contemplando tais possibilidades. Ao final, este método podera ser empregado
posteriormente para monitoramento em outros estudos de estabilidade (Brasil,
2015b). A relagao entre o perfil real dos produtos de degradacdo e o potencial &

ilustrada na Figura 2.
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FIGURA 2 — CONCEITO DE ESTABILIDADE PREDITIVA

1. Estudos preliminares 2. Estudos confirmatorios
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Fonte: adaptado de Brasil, (2015b).

2.2.3. Desenvolvimento analitico

O desenvolvimento analitico € um processo que envolve a criagado, otimizacao e
validacao de métodos analiticos para a anadlise qualitativa e/ou quantitativa de
substancias quimicas ou compostos contidos em uma amostra. Durante o
desenvolvimento analitico, sdo considerados varios fatores, como a selecado da
técnica analitica adequada, escolha dos reagentes e solventes, ajuste das condigdes
experimentais e definicdo dos paradmetros de detecgdo. O objetivo principal do
desenvolvimento analitico é criar um método para quantificagao dos analitos e robusto
que possa ser aplicado consistentemente para obter resultados precisos e confiaveis
na analise de amostras (Swartz, 2018).

As técnicas mais empregadas na analise de impurezas e no desenvolvimento de
MIE em medicamentos incluem a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a
cromatografia gasosa (CG) e a eletroforese capilar (EC). Na literatura, sao
encontrados diversos tipos de detectores, sendo os mais frequentes a detecgéo por

UV-vis e a espectrometria de massas (Blessy et al., 2014; Jain, 2013; Baertschi, 2006).
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Existem duas abordagens no desenvolvimento analitico para a investigagéo e
selegao das variaveis analiticas, a univariada e a multivariada (ICH, 2005; 2022).

No desenvolvimento univariado, também conhecido como abordagem Um-Fator-
Por-Vez (OFaT, One-Factor-at-a-Time em inglés), adota-se uma estratégia de
delineamento de plano experimental que envolve a avaliagdo sequencial de cada fator
individual dentro de um conjunto de opg¢des. Entre as vantagens associadas a
utilizacao da abordagem OFaT esta a sua simplicidade, uma vez que nao exige um
profundo conhecimento em modelagem de dados. Adicionalmente € util em cenarios
nos quais a coleta de dados é de baixo custo e amplamente disponivel. Por outro lado,
a abordagem OFaT frequentemente demanda varias iteragcdes empiricas para analise,
0 que pode resultar em modificagdes arbitrarias por parte do pesquisador envolvido.
Além disso, essa abordagem ndo é capaz de capturar interagdes de segunda ordem
ou superiores entre os fatores, e mesmo quando aplicada em diversas condi¢des, nao
garante a identificacdo da combinagé&o otimizada de variaveis (Foster, 2009).

A Qualidade Baseada no Projeto (QbD, Quality by Design em inglés), € um
conceito definido por Juran nos anos 70, no qual enfatiza a importancia de uma
abordagem sistematica para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos, que
comecga com objetivos predefinidos e enfatiza o produto, entendimento e controle dos
processos, baseado em dados cientificos solidos e gestao do risco da qualidade. Na
atualidade, além de cumprir os requisitos regulatorios, também auxilia em melhorar a
eficiéncia e eficacia do desenvolvimento e fabricagcdo de produtos, ao mesmo tempo
em que reduz o risco de falhas de qualidade. Ele se baseia em principios estatisticos
e cientificos para entender como as variaveis e parametros afetam o produto final,
permitindo que sejam definidos limites aceitaveis para essas variaveis e garantindo a
qualidade consistente do produto (ICH, 2005; Beg et al., 2019).

Quando se tratando de métodos analiticos o termo passa ser chamado de
Qualidade Baseada no Projeto Analitico (AQbD, Analytical Quality by Design do
inglés), que aplica os mesmos principios, porém com terminologias diferentes. Em
resumo, tanto QbD quanto o AQbD utilizam da Analise de Risco aliada a modelagem
multivariada através do Delineamento de Experimentos (DOE, Design of Experiments
em inglés) na abordagem sistematica para o desenvolvimento de produtos e
metodologias analiticas (ICH, 2022; Park et al., 2022).
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A Analise de Risco no AQbD é uma abordagem que aplica a gestao de risco de
qualidade ao desenvolvimento, com o objetivo de identificar, avaliar e gerir os riscos
potenciais associados ao método analitico. Sua incorporagéo tem como finalidade
criar métodos analiticos robustos e confiaveis, capazes de produzir resultados
precisos de maneira consistente. Ao identificar, gerenciar e controlar
sistematicamente as possiveis fontes de erro e risco, esta abordagem resulta em uma
tomada de decisao mais eficaz e uma compreensao aprofundada dos dados analiticos
gerados. Em termos praticos, a analise de risco € empregada para determinar quais
parametros de entrada (como os parametros cromatograficos) e de saida (os
desfechos monitorados) devem ser considerados durante o desenvolvimento
analitico. Isso é seguido pela formulagao de planos de mitigacdo adequados, os quais
englobam as estratégias de controle a serem estabelecidas no término do ciclo de
desenvolvimento, além de atuarem como dados retrospectivos para identificar desvios
nos parametros de entrada (Raman et al., 2015; Verch et al., 2022).

As principais ferramentas utilizadas na etapa de Analise de Risco sdo o diagrama
de Ishikawa (também conhecido como diagrama de causa e efeito ou espinha de
peixe) e a Analise de Modos de Falha e Efeitos (FMEA, Failure Mode and Effect
Analysis do inglés) (Miguel, 2006; Mikulak et al., 2017)

O diagrama de Ishikawa é uma ferramenta grafica usada como metodologia de
analise para representar fatores de influéncia (causas) relacionados a um determinado
problema (efeito). Essa ferramenta é empregada para identificar o problema a ser
estudado (efeito); listar as possiveis causas; categorizar as causas nos "6M"; e
finalmente, abordar a correcéo do problema. Em esséncia, o diagrama é resultado de
um processo de brainstorming (tempestade de ideias), no qual os membros de um
grupo de discussdo compartilham ideias de forma aberta e democratica, sem
restricdes. A construgdo do diagrama é realizada conforme mostrado na Figura 3,
onde o efeito em estudo € colocado na extremidade e, a partir disso, as espinhas sao
ramificadas em 6M (mao-de-obra, método, matéria-prima, medida e meio ambiente).
A partir desse ponto, ocorre uma discussao com os envolvidos na investigagcéo para
identificar as possiveis causas em cada um dos pilares. E importante salientar que

essa ferramenta € util em elencar as possiveis causas para um efeito determinado,
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porém nao ha distingdo em prioridades ou criticidade, buscando-se outras ferramentas
para tal (Miguel, 2006).

FIGURA 3 - EXEMPLO DE UM DIAGRAMA DE ISHIKAWA

Método Mao de Obra Material

Causs Lausa

Lalsa

EFEITO

Causa

Meio Ambiente Maquina

Fonte: Soares, 2022.

O FMEA é uma ferramenta empregada para identificar e avaliar possiveis modos
de falha em um sistema, processo ou produto, analisando os efeitos provaveis dessas
falhas. O objetivo primordial do FMEA é detectar, priorizar e proativamente mitigar
riscos e falhas antes que ocorram, visando aprimorar a confiabilidade, seguranga e
qualidade do produto ou processo em questao. Essa ferramenta leva em consideragao
a frequéncia com que a falha ocorre (Ocorréncia), a severidade das consequéncias
da falha (Severidade) e a facilidade de detecgdo caso ocorra (Detecgao). Para a
aplicacéo do FMEA, uma tabela é estruturada, contendo informagdes sobre a fungéo
do componente, o modo de falha, o efeito da falha, as medidas corretivas, a matriz
OSD (Ocorréncia, Severidade e Deteccéo) e o indice RPN (Risk Priority Number, em
inglés). Os valores atribuidos a matriz OSD podem variar de 0 a 10, e uma sugestao

de preenchimento esta disponivel no Quadro 3 (Silveira, 2012; Mikulak et al., 2017).
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QUADRO 3 - PONTUAGOES PARA MATRIZ PARA RISCO RPN DO FMEA RELACIONANDO A
OCORRENCIA, SEVERIDADE E DETECGAO

VT_IO Ocorréncia Severidade Deteccao
1 Chance remota (50 ppm%) Nula Todas vezes
2 1x /5 anos (0,0005%) Baixa. leve aborrecimento Muito alta
3 1x /2 anos (0,005%) ’ Alta
4 1x/ 1 ano (0,05%) Moderada, insatisfacdo com Moderadamente alta
5 1x / semestre (0,25%) erda d’e desempenho Moderada
6 1x / més (1,25%) P P Baixa
7 1x / semana (5%) Muito baixa
8 Algumas vezes / semana Alta, insatisfacéo elevada Remota

(12,5%)
9 1x / dia (33%) Muita alta, risco de seguranca e Muito remota
10 Varias vezes / dia (50%) problemas de ndo-conformidade Impossivel

Fonte: Silveira, 2012

O RPN é calculado multiplicando os trés fatores: ocorréncia, severidade e
deteccdo. Com base na pontuagéao resultante, os efeitos podem ser organizados em
ordem decrescente para priorizagao, ou ha a aplicagao dos limiares de criticidade que
podem ser aplicados para reorganizar as falhas em categorias, no qual € comum a
utilizacdo de cores para visualizacdo dos dados. Embora os valores numéricos para
esses niveis sejam amplamente discutidos e possam variar de acordo com a literatura,
no Quadro 4, apresenta-se uma sugestdo de categorias em relagdo ao seu indice
RPN. A partir dessa categorizacdo, o avaliador pode escolher quais categorias
abordar e em que ordem (Melanson e Nadeau, 2019).

QUADRO 4 - LIMIARES DE CRITICIDADE DO RPN

RPN | Criticidade |
>225 AT
175 -224 | Médio risco !
125—-174 | Avaliar necessidade |
50-124  [NACSIEVEINN
5-49 | Negligenciavel \

Fonte: Adaptado de Melanson e Nadeau, 2019

Além de estabelecer os limiares de criticidade conforme sugerido anteriormente,
também é viavel a utilizagao alternativa de uma matriz de risco. Nesse método, uma
matriz & gerada considerando as variaveis de ocorréncia (probabilidade) e severidade,
sem incluir a variavel de deteccdo. A combinacao desses parametros determinara em

qual categoria de risco a falha se enquadra (Figura 4) (FAA, 2006).
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FIGURA 4 - MATRIZ DE RISCO PARA AVALIAGAO DA SEVERIDADE X PROBABILIDADE DE UMA
FALHA

Severidade Maior :-

Probabilidacs - Menor

Fonte: adaptado de FAA, 2006.

Na Tabela 1, é exibido um exemplo de preenchimento do FMEA, acompanhado

da representacao do nivel de criticidade.

TABELA 1 - EXEMPLO DE ANALISE DE MODOS DE FALHA E EFEITOS PREENCHIDA

= Efeito da Risco = .
Componente Funcdao Modo de falha falha OS D RPN Acao corretiva
. Falha de Perda de 1 3 5 15 )
isolamento fluxo
Rolamento Perda de N ~
Bombear danificado fluxo ¢ & 8 - ReelvEy ngpEEeD
Motor elétrico 2943 E)’ara Rotor queimado Perda de 5 8 5 200 Realizar termografia
caixa d’agua fluxo
central Vibracao Perda de Realizar analise de
: 5 6 5 150 : ~
excessiva fluxo vibragao
Rolamento Perda de Realizar inspegao
6 8 6
travado fluxo no rolamento

Nota: O - ocorréncia, S - severidade; D - detecg&o; RPN - risk priority number calculado pela
multiplicacdo O*S*D
Fonte: Silveira, 2012

A andlise de risco € uma parte fundamental da abordagem AQbD para elencar
quais parametros devem ser avaliados durante o desenvolvimento, porém, por si so,
nao é suficiente para alcancar uma compreensao completa dos processos envolvidos
no desenvolvimento analitico. Para esse fim, emprega-se o DOE, que é definido como
0 ramo da estatistica que adota uma abordagem sistematica e estatistica para o

planejamento, condugéo e analise eficiente e eficaz de experimentos cientificos ou
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industriais. O principal objetivo do DOE € otimizar processos, aprimorar produtos e
meétodos, compreendendo as relagdes entre as variaveis envolvidas em um
experimento (MONTGOMERY, 2017). Ao contrario do método OFaT, que envolve a
realizacao de testes individuais para cada fator, o DOE busca analisar varios fatores
simultaneamente, permitindo a identificacdo de interagcdes complexas entre as
variaveis com um tamanho experimental reduzido (Neto et al., 2010; Jacyna et al.,
2018).

A Figura 5 ilustra as diferengcas no delineamento experimental entre OFaT e
DOE. Enquanto as sequéncias experimentais do OFaT s&o unidirecionais e sua
sequéncia é definida de forma empirica, o DOE abrange um espectro mais amplo.
Dentro dessa area demarcada, € viavel realizar uma regressao polinomial que procura

elucidar o comportamento dos dados neste espaco experimental.

FIGURA 5 - DIFERENCAS NO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DE OFaT e DOE
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Fonte: O Autor (2023)

No contexto do DOE, os experimentos sao estruturados e organizados para
elucidar a relagao entre os fatores (variaveis independentes) que podem impactar uma
ou mais respostas (variaveis dependentes) de um processo ou experimento, por meio

da construgdo de um modelo matematico (Figura 6). Os fatores sao deliberadamente
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ajustados ou manipulados, visando determinar o impacto das suas variagdes nas
respostas (efeito de primeira ordem) e suas interagdes com outros fatores (efeito de
segunda ordem ou superior). Dessa forma, compreender integralmente a influéncia de
todos os fatores, combinada com os erros aleatorios (ndo-controlaveis) no processo,
possibilita a estimagao da variavel resposta com base na combinacéo desses fatores.
Além disso, auxilia na determinagdo da combinag¢ao que produz o resultado otimizado

e permite exercer controle sobre o processo (Montgomery, 2017).

FIGURA 6 - GENERALIZAQAO DE UM PROCESSO, METODO OU SISTEMA
Fatores nao-controlaveis

Yy Yz Yy Yn

Entrada : Saida
Metodo ;

+++++++

X1 %3 X3 X
Fatores controlaveis

Fonte: adaptado de Montgomery, 2017.

Existem diferentes tipos de planos experimentais, como os planejamentos para
triagem, para otimizagao de misturas, para superficie de resposta, entre outros. Cada
tipo de plano experimental tem suas préprias caracteristicas e objetivos especificos.
O uso adequado do DOE pode economizar tempo, recursos e fornecer um melhor
entendimento para melhorar processos, produtos ou sistemas. No Quadro 5 constam
os principais desenhos utilizados na triagem de parametros e otimizagdo de

experimentos (Bhoop et al., 2013; Sahu et al., 2018).
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QUADRO 5 - PRINCIPAIS TIPOS DE DESENHOS EXPERIMENTAIS

Desenho experimental Funcao

Desenho

Avaliagao do efeito e

Fatorial completo Triagem de parametros

Avaliagao do efeito e

Fatorial fracionario . A
Triagem de parédmetros

ma
T o
o 1) o
o
n‘u’
ﬁ' ﬂ
»

5
o
. Avaliagao do efeito e
Taguchi . A
Triagem de parédmetros
L

o
Simplex centroide Otimizac&o de misturas
Simplex lattice Otimizacao de misturas
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experimentos
-
Otimizagéo de
D-optimal experimentos com * .
restricdes
.

Fonte: Adaptado de Bhoop et al., 2013 e Sahu et al., 2018

O QbD e 0 AQbD representam a integracao das ferramentas de Analise de Risco
e DOE no planejamento e racionalizagdo das variaveis de entrada em relagdo as
variaveis de saida. A analise de risco tem como objetivo listar, filtrar e priorizar as
variaveis que podem afetar o método, enquanto o DOE busca planejar e testar de
maneira sistematica essas variaveis, a fim de avaliar a magnitude dos efeitos,
selecionar as variaveis significativas, otimizar o intervalo experimental e criar modelos
matematicos para explicar os dados e estimar os valores de saida. As terminologias
diferem entre QbD e AQbD, mas desempenham a mesma funcéo, como ilustrado no
Quadro 6 (Verch et al., 2022).
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QUADRO 6 - SIGLAS COMUMENTE UTILIZADAS NO QbD E AQbD

Quality-by-Design Analytical Quality-by-Design
Perfil de Qualidade Alvo do Produto (QTPP, Perfil Analitico Alvo (ATP, Analytical Target
Quality Target Product profile) Profile)

Atributos Criticos de Qualidade/Material (CQA, Atributos Criticos do Método (CMA, Critical

CMA Critical Quality/Material Attributes) Method Attributes)
Parametros Criticos do Processo/Produto (CPP, | Parametros Criticos do Método (CMP, Critical

Critical Process/Product Parameters) Method Parameters)
Regido Operacional (DS, Design Space) Regido 0pe(l’)a;el?gs:edgel\ggtgd;a(n'\g(gfR, Method

Fonte: adaptado de Verch et al., 2022

O perfil analitico alvo (ATP) consiste na descricao do perfil analitico desejado,
englobando detalhes apropriados dos atributos necessarios no processo ou
metodologia analitica. Geralmente, essa descricdo esta vinculada aos atributos
criticos do método (CMA), que séo os critérios de desempenho do método a serem
medidos e/ou avaliados (variaveis de saida) para assegurar a conformidade do ATP.
A descricao do ATP pode abordar elementos caracteristicos, como o tipo de amostra,
técnica de separacgao, detecgao e outras condigdes, ou de desempenho, nos quais
séo listados os CMAs que possuem relagao direta com o perfil desejado. Por exemplo,
se o ATP prevé a separagdo dos picos cromatograficos como um parametro de
qualidade, é possivel considerar a resolugao dos picos e a pureza do pico como CMAs
para este propoésito. A falta de cumprimento desses elementos caracteristicos ou de
desempenho resulta em desvios de qualidade (Raman et al.,, 2015; ICH, 2022;
Szoleczsky et al., 2022).

Os parametros criticos do método (CMP) sédo os parametros do método analitico
que podem impactar a metodologia analitica e, por conseguinte, a qualidade do
método. Durante a analise de risco, esses parametros sao identificados, investigados
e avaliados em relagdo a sua capacidade de influenciar um ou mais CMAs. Alguns
exemplos de CMPs para cromatografia liquida incluem a fase estacionaria, o
modificador organico da fase movel, a temperatura do forno da coluna e o
comprimento de onda de detecgao, entre outros (Deidda et al., 2018).

A regiao operacional do método (MODR) compreende o intervalo operacional em
que a combinacgao de duas ou mais variaveis demonstra que o procedimento analitico
€ apropriado para o uso pretendido, conforme os CMAs estabelecidos (Figura 7). Cada
linha no grafico de sobreposigdo ou overlay plot representa um limite (também
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conhecido como threshold) que separa um modelo de regressdo de um CMA em
resultados acima e abaixo do valor estipulado nos critérios de aceitacdo. Apds a
sobreposi¢ao de todos os critérios, as regides em cinza destacam as regides em que
o resultado ndo atende pelo menos um dos critérios, enquanto a regido branca produz

resultados dentro dos limites especificados (Deidda et al., 2018).

FIGURA 7 - EXEMPLO DO GRAFICO DE SOBREPOSICAO COM CRITERIOS DE
ACEITABILIDADE PARA GERAGAO DA ZONA ROBUSTA

Threshald OMA 2

Threshold CHA 4 Thrashold CMA 5

Threshold CHMA 3

\ Threshold CHMA &

N
L
- ® PAR
5 NOC
/

Threshold CMa 7]

7

Var 1

Nota: Cinza — resultado ndo-conforme; Branco — resultado conforme; PAR — faixa aceitavel
comprovada; NOC - condi¢gbes normais de operagao; MODR — zona robusta.
Fonte: o autor (2023)

Essa faixa operacional pode ser considerada a "zona robusta" do método,
indicando que, ao longo de sua extensao, o metodo assegura sua qualidade com alta
probabilidade, permitindo ajustes dentro desses limites. Uma das maneiras de avaliar
a qualidade dessa regiao € por meio da utilizacdo da faixa aceitavel comprovada
(PAR, proven acceptable range em inglés), que envolve a analise univariada dos
pontos experimentais para verificar sua concordancia com a regressao. O ponto
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central do PAR testado é chamado de condigdes normais de operacao (NOC, normal
operating conditions em inglés) ou condigbes estabelecidas (EC, established
conditions em inglés) (ICH, 2022).

As etapas de implementacdo do AQbD consistem no estabelecimento do ATP
por meio da compreensdo do processo analitico; na listagem do conjunto de CMAs e
sua relagdo com o ATP; na aplicagao da analise de risco para identificar e filtrar os
CMPs que podem impactar nos CMAs; na utilizagcao de DOE para a selegao de fatores
e a otimizacao experimental; na definicdo do MODR e sua subsequente confirmacéo;
e na implementacéo de estratégias de controle e melhoria continua (Beg, 2019; ICH,
2022).

A estratégia de controle é definida como um conjunto planejado de medidas que
asseguram o desempenho do processo e a qualidade do método durante a rotina de
analises. Essa estratégia é incorporada aos métodos analiticos de forma dinédmica
para a constante avaliagao da variabilidade dos resultados. O uso de graficos de carta-
controle com as regras de Westgard nos parametros de adequacgao do sistema
(system suitability) € amplamente empregado para verificar e garantir o desempenho
continuo do método analitico (Deidda et al., 2018; ICH, 2022).

Além disso, apds o desenvolvimento do método, ainda é possivel coletar dados
de forma retroativa que podem fornecer informagdes importantes para o refinamento
dos modelos matematicos, adaptando-se a efeitos existentes e potencialmente novos,
sendo util para melhoria do método analitico. Essa etapa € conhecida como melhoria
continua, e ela gera um ciclo gerencial que permite a expansao do método
desenvolvido, bem como revisao ou adaptacdo de novos critérios de qualidade para
metodologia (Deidda et al., 2018; ICH, 2022).

2.2.4. Estudos de estabilidade do haloperidol

Foram realizados estudos sobre a estabilidade do HAL, com destaque para as
pesquisas conduzidas por Trabelsi et al. (2002) e Petkovska e Dimitrovska (2008). No
estudo de Trabelsi et al. (2002), propuseram o desenvolvimento de um método
indicativo de estabilidade por CLAE-DAD para analisar tanto o HAL quanto suas

substancias relacionadas na matéria-prima. O estudo submeteu o HAL a condicbes
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de estresse, incluindo hidrélise acida (1N), hidrélise alcalina (1N) em refluxo 70 °C por
5 h e exposig¢ao a peroxido de hidrogénio a 30%. No entanto, devido as diferengas no
contexto legislativo em relagdo ao atual, algumas lacunas de informacgao nao foram
preenchidas. Por exemplo, a estratégia de desenvolvimento analitico ndo considerou
0 conjunto de excipientes da matriz medicamentosa. Além disso, a avaliagdo da
estabilidade abordou somente condi¢des hidroliticas e oxidativas, deixando de fora
outros possiveis fatores. Também é relevante mencionar que o estudo empregou
ensaios univariados durante o desenvolvimento analitico.

Um estudo notavel foi conduzido por Petkovska e Dimitrovska (2008), no qual as
autoras realizaram o desenvolvimento de um meétodo multivariado para a
quantificacao do HAL e suas substancias relacionadas. As estruturas do HAL e suas
substancias relacionadas utilizadas neste desenvovilmento analitico estédo ilustradas
na Figura 9. Para a otimizagdo dos parametros cromatograficos, foram avaliados o
fluxo da fase movel, angulo do gradiente e variagao da fase organica, foi empregado
um desenho fatorial completo 23, sendo a resolugcdo dos picos a variavel resposta
otimizada. Embora o desenho fatorial completo seja empregado para algumas
otimizagdes, existem desenhos experimentais mais apropriados para tal finalidade,
tais como o Box-Behnken (BBD) e o Central Composto (CCD) (Sahu et al., 2018).
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FIGURA 8 - ESTRUTURA QUIMICA DO HALOPERIDOL E SUAS SUBSTANCIAS RELACIONADAS
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Nota: Impurezas 2, 4, 5 e 6 sdo impurezas de sintese, enquanto impurezas 1 e 3 sao potenciais
produtos de degradacao advindas da hidrélise do HAL
Fonte: Petkovska e Dimitrovska, 2008

Portanto, os métodos mencionados desenvolveram um MIE aplicando

abordagem univariada ou uma rotina de desenvolvimento multivariado sem

a

a

aplicacao de todas as etapas exigidas no desenvolvimento por AQbD. Levando essa

informacdo em consideracdo, ha uma oportunidade para o desenvolvimento de um

MIE com abordagem AQbD para o monitoramento da estabilidade para haloperidol

solugdo oral, com o proposito de assegurar a qualidade do medicamento

proporcionar segurancga e eficacia para o paciente.

e
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2.3. MATERIAL E METODOS

2.3.1. Reagentes e materiais

O padrao analitico do Haloperidol, substancia quimica de referéncia (SQR) da
Farmacopéia Brasileira Lote 1058, com o grau de pureza >99%, foi adquirido do
Instituto Nacional de Controle de em Saude (INCQS). Metilparabeno (nipagin), acido
cloridrico e hidroxido de sédio da marca Dinamica (SaoPaulo, Brasil). Acetonitrila
(ACN), metanol (MeOH) e tetrahidrofurano (THF) (grau CLAE) da marca Tedia (Ohio,
EUA). Acido férmico e formiato de aménio ambos Merck(Milford, EUA). Acetato de
amonio, acido acético, fosfato potassio monobasico e perdxido de hidrogénio 30% da
marca LabSynth (S&o Paulo, Brasil).

Colunas cromatograficas, utilizadas no desenvolvimento analitico, foram das
marcas: Agilent Zorbax Eclipse XDB-Fenil (4,6 x 150 mm, 5 ym);Waters Spherisorb
ODS2 (4,6 x 150 mm, 5 ym); Waters Symmetry C18 (3,9 x 150 mm, 5 pym). A agua

ultra purificada foi obtida no sistema de purificagao Milli-Q® Gradient A10 — Millipore
(Milford, EUA).

2.3.2. Equipamentos e softwares

- Cromatografo a liquido de alta eficiéncia acoplado a detector de arranjo de
diodo (CLAE-DAD), marca Agilent (Califérnia, EUA) série 1100. Degasser G1379A,
QuatPump G1311A, ALSTherm G1330B, ColCom G1329A e DAD G1315B;

- Chemstation versao B.04.03[16], Copyright© Agilent Technologies, Inc.
(Califérnia, EUA), 2001-2010;

- Prisma versédo 6.01, Copyright© GraphPad Software, Inc. (Califérnia, EUA)
1992-2012;

- Minitab versao 17.1.0, Copyright© LEAD Technologies, Inc. (Carolina do Norte,
EUA), 1991-2004;

- Chemsketch versdo C50E41, Copyright© ACD/Labs, Inc. (Toronto, Canada),
1994-2018;
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- Marvinsketch versdo 18.25.0, Copyright© ChemAxon, Inc. (Budapeste,
Hungria), 1998-2018.

- Inkscape versdao 0.97.4, Copyright© Free Software Foundation, Inc
(Massachussets, EUA) 2007-2019.

- Design Expert 11, Copyright© Stat-ease, Inc. (Minneapolis, EUA). 2018.

2.3.3. Ensaios de degradacéo forgada

Os ensaios de degradagéo visando a obtengéo do perfil e dos possiveis produtos
de degradacao do HAL em solucéo oral foram conduzidos de acordo com as diretrizes
da Anvisa presentes no guia n° 04/2015, intitulado “Guia para Obtencao do Perfil de
Degradacao, Identificacdo e Qualificagdo de Produtos de Degradacédo em
Medicamentos”, bem como as normas RDC 53/2015 da Anvisa, que abordam os
“Limites de Notificacao, Identificacdo e Qualificagcdo de Produtos de Degradacgao”, e a
RDC 318/2019 da Anvisa, referente aos “Estudos de Estabilidade de Insumos
Farmacéuticos Ativos e Medicamentos”. Além disso, as diretrizes internacionais da
Conselho Internacional para Harmonizacdo (ICH, International Conference of
Harmonization, do inglés) foram seguidas, incluindo o guia Q1A, intitulado “Stability
Testing Guidelines: Stability Testing of New Drug Substances and Products”, e o guia
Q1B, que trata do “Stability Testing: Photostability Testing of New Drug Substances
and Products” (Brasil, 2015a, 2015b; ICH,1996, 2003).

O farmaco haloperidol foi submetido a condicoes de estresse acido, alcalino,
oxidativo, fotolitico e térmico em vial de vidro ambar de 1,5 mL (transparente para
condicao fotolitica). As amostras foram preparadas dissolvendo o HAL SQR em agua
acidificada com acido latico e metilparabeno (NIP), para alcangar a concentragao de
2 mg.mL"", mimetizando as concentragbes do Haldol® solugéo oral (Janssen, 2019).
Os agentes de degradagao (acido, base ou oxidante) foram adicionados para atingir
as concentragdes desejadas para o ensaio de degradacdo, sendo apresentadas no
Quadro 7.
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QUADRO 7 — COMPOSIGAO DOS SISTEMAS DE DEGRADAGAO FORCADA

Condigao Aditivo Temperatura (°C)
Acido HCI2 M 80
Base NaOH 2 M 80
Calor imido H.O 80
Fotolitico H.O Ambiente
Oxidativo H.O. 20% v/v Ambiente

Nota: HAL contido na solugdo degradante suficiente para atingir a concentragdo de 2 mg.mL""

Fonte: adaptado de Blessy et al., 2014

A degradacao fotolitica foi conduzida em uma camara contendo uma l&mpada
fluorescente branca fria e uma lampada fluorescente ultravioleta com emissédo de
radiacao na faixa de 320 a 400 nm, conforme recomendam as diretrizes para
fotodegradacao (ICH, 1996).

Os ensaios de degradacgao foram conduzidos de maneira semelhante para o
produto formulado, matriz isenta (placebo) e para o farmaco isolado em agua, com
objetivo de investigar a influéncia dos excipientes no perfil de degradagcdo e
investigacao da origem de cada um dos produtos de degradacgao (PD).

A area do pico cromatografico do HAL e a presencga de PD foram determinadas
por CLAE-DAD no momento inicial (TO) e no quarto dia de degradacgao (T4 - 96 horas).
Essa fase foi denominada de ensaio preliminar de estabilidade. Os cromatogramas
das amostras nesses intervalos de tempo foram comparados, e o HAL foi considerado
resistente a condi¢cdo de estresse quando n&o ocorreu o surgimento de novos picos
cromatograficos e ndo houve redugéo na area do pico do HAL, confirmado por meio
do teste t de Student pareado e a porcentagem de decaimento. Essa etapa foi
realizada para evitar analises desnecessarias de condicdbes em que,
independentemente do tempo e da concentragao do agente degradante, o HAL nao
seria suscetivel a degradagao.

Quando o farmaco se mostrou sensivel a uma condigao especifica de estresse,
essa condigao foi incorporada ao ensaio de monitoramento, no qual foram realizadas
avaliagdes diarias ao longo de cinco dias. Esses ensaios tém a finalidade de assegurar
que os PDs identificados no final do periodo de monitoramento originem-se de reagdes
primarias e ndo de reagbes secundarias de degradacédo (degradagao excessiva).
Caso as concentragdes dos agentes degradagao apresentem um impacto significativo

e a taxa de degradacgao seja excessivamente rapida para fins de monitoramento, as
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concentragdes desses agentes foram diminuidas para atenuar e ajustar a velocidade
de decaimento.

Os periodos de monitoramento estdo apresentados no Quadro 8. Todos os
ensaios de degradacgao foram conduzidos em triplicata em momentos distintos para

verificar se os produtos de degradagéo eram reproduziveis ou artefatos isolados.

QUADRO 8 — TEMPO DE COLETA DOS ENSAIOS DE DEGRADAGAO

Ensaio preliminar Ensaio de monitoramento
Coleta
Tempo (dias) Tempo (dias)
TO 0 0
T - 1
T2 - 2
T3 - 3
T4 4 4

Nota: T - tempo
Fonte: o autor (2023)

Com base nos dados dos ensaios de monitoramento, foi possivel identificar o dia
em que ocorreu a maior quantidade de PDs com no minimo 10% de degradagéo, sem
que os analitos de interesse sejam consumidos em reagdes secundarias. Esse dia foi
designado como o "endpoint" de degradacao, e esse protocolo foi adotado sempre
que houve a demanda por produgao de um novo lote de degradacao.

As analises em todas as etapas dos estudos de estabilidade foram conduzidas
por CLAE-DAD. As amostras das diferentes condigbes de degradacdo em solugao
foram preparadas para analise coletando-se 100 uL da solugcdo de degradacgao,
neutralizadas quando necessario e em seguida diluidas com a fase mével, para uma
solugdo de concentragdo esperada de 100 ug.mL™". Essas amostras foram submetidas
a ultrassom por 5 minutos, filtradas através de filtro sering das PVDF 0,45 um e
posteriormente analisadas.

Para monitorar a formacao de PD e/ou alteragao na intensidade do pico de HAL,
um pré-método foi desenvolvido utilizando a coluna Waters Symmetry C18 (3,9 x 150
mm, 5 ym), sendo a fase movel constituida por tampao acetato 20 mM pH 4,8 (faixa
escolhida em virtude do pKa do HAL) e acetonitrila. O gradiente exploratério foi

estabelecido com o auxilio de uma calculadora de gradientes, e suas condigdes,
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juntamente com os parametros cromatograficos, que estdo detalhados no Quadro 9
(Dolan, 2013).

QUADRO 9 - CONDIGOES CROMATOGRAFICAS DO PRE-METODO PARA MONITORAMENTO
DA ESTABILIDADE DE HAL

Fase estacionaria Waters Symmetry C18 (3,9 x 150 mm, 5 ym)
Tipo de eluigao Gradiente
Fase aquosa Tampao acetato pH 4,8 — 20 mM
Fase organica Acetonitrila
Gradiente 0 min — 10%B; 19 min — 100%B; 24 min — 100%B
Fluxo 2 mL.min""
Temperatura 25°C
Volume de injecéo 20 pL
Comprimento de onda 246 nm
Concentracao de analise 100 yg.mL"!

Fonte: o autor (2023)

2.3.4. Desenvolvimento do método com abordagem AQbD

Uma solugéo contendo a mistura de HAL e os PD obtidos das diferentes
condigbdes de estresse foram empregados no desenvolvimento do método indicativo
de estabilidade. As solugdes de degradagdo foram combinadas em proporgoes
equivalentes apds a neutralizagdo dos agentes de degradacédo, quando aplicavel, e
entdo filtradas em filtro de seringa de PVDF hidrofilico de 0,45 pm.

O desenvolvimento analitico foi dividido em varias etapas, conforme ilustrado na
Figura 10. Essas etapas incluiram a definigdo dos objetivos (ATP) (1), a aplicagéo da
analise de risco para identificar CMAs e CMPs (2), a selecao das CMPs categoricas
(3), a escolha das CMPs numéricas (4), a operagao evolucionaria (4.1), a criagéo da
superficie de resposta e o ajuste do modelo de regressao (5), a determinagcéo do
MODR e dos parametros de controle do processo (6). Para a geragao e avaliagdo dos

modelos multivariados, foi utilizado o software Design Expert 11®.
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FIGURA 9 - ETAPAS PARA DESENVOLVIMENTO PELA ABORDAGEM AQbD

Etapa 2 | Etapa 3 Etapa 4
tapa 1 | | identificagio CMA & CAP }_ Selocio CMP | |setesio cme
Dofinigio de ATP [ Ishikawa categoricas — | nuMmEricas -
. . - FMEA - Fatorial completo i Fatorial fraciondrias |
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Nota: ATP — perfil analitico alvo; CMA — atributos criticos do método; CMP — parametros criticos do
método; EVOP — operacao evolucionaria
Fonte: O autor (2023)

2.34.1. Definicdo do perfil analitico alvo (ATP) e identificagdo dos atributos

criticos do método (CMA) e parametros criticos do método (CMP)

O ATP do método foi delineado de modo a incorporar elementos caracteristicos,
como a técnica de separacgao, a técnica de deteccéo, o tipo de amostra e quaisquer
outros fatores que permanegam constantes durante o desenvolvimento e validacao,
bem como elementos de desempenho, como quantificacao, separagao, sensibilidade,
entre outros. Tanto os elementos de qualidade identificados quanto os intervalos
correspondentes foram justificados em relagdo as suas escolhas e organizados em
uma tabela para uma visualizagdo mais clara.

Para identificar as possiveis CMPs que afetam os CMAs, utilizou-se das
ferramentas de analise de risco, iniciando-se com diagrama de Ishikawa, no qual os
potenciais fatores foram categorizados em quatro principais grupos (método, material,
medida e ambiente). Posteriormente, a Analise de Modo e Efeito de Falha (FMEA,
Failure Mode and Effect Analysis do inglés) foi empregada para calcular as prioridades
dos CMPs associados aos elementos do diagrama. Cada parametro recebeu uma
pontuagdo com base na ocorréncia (O), na severidade (S) e na detecgao (D), os quais
foram utilizados para calcular a prioridade de risco (RPN, Risk Priority Number do
inglés) (multiplicacao entre O, S e D), que por sua vez indica uma pontuagao e a ordem
de prioridade desses parametros. Valores numéricos de 1 a 10 foram atribuidos a
cada fator em relacédo a ocorréncia, severidade e deteccdo. Os RPNs situados entre
1 e 49 foram classificados como "negligenciaveis"; entre 50 e 124 como "aceitaveis";
entre 125 e 174 como "avaliar necessidade"; entre 175 e 224 como "médio risco"; e
acima de 225 como "alto risco". (Melanson e Nadeau, 2019).
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As CMPs com RPNs que se enquadraram nas categorias de "alto risco" e "médio
risco" em relagao ao cumprimento do ATP foram selecionadas para avancar para o
desenvolvimento analitico. As variaveis na categoria "avaliar necessidade" foram
discutidas com a equipe para considerar sua inclusdo, enquanto as variaveis nas
outras categorias foram excluidas do desenvolvimento analitico. Com base nas
variaveis significativas, uma lista foi elaborada para separar os CMPs em categoricos

€ numeéricos.

2.34.2. Selecéo dos parametros criticos do método (CMP) categdricos

A selecéo inicial dos CMPs categodricos foi conduzida de forma a manté-los
constantes durante o processo de otimizagdo dos CMPs numéricos. Isso se deve ao
fato de que incluir esses parametros nas proximas etapas resultaria em um aumento
substancial do tamanho experimental em comparagdo com um desenho sem sua
inclusao.

Os CMPs categoricos avaliados compreenderam a fase estacionaria, a fase
organica e o tipo de tampéo. A selegédo das colunas cromatograficas baseou-se na
seletividade e hidrofobicidade, visando explorar diferentes interacdes entre o analito e
a fase estacionaria, a fim de enriquecer a analise. A Figura 11 ilustra as colunas
organizadas por afinidade: os pontos em cinza indicam colunas disponiveis no
mercado, os em preto correspondem as colunas presentes no laboratoério e os em azul
foram escolhidos para avaliagdo. As colunas selecionadas possuiam comprimentos e
tamanhos de particulas similares, a fim de facilitar a comparacao. Foram selecionadas
as colunas Agilent Zorbax Eclipse XDB-Fenil (4,6 x 150 mm, 5 um), Waters Spherisorb
ODS2 (4,6 x 150 mm, 5 ym) e Waters Symmetry C18 (3,9 x 150 mm, 5 pym) para o
desenvolvimento analitico. Embora tanto a ODS2 quanto a C18 tenham recheios
similares, a distingdo reside na tecnologia de ligagdo, no tamanho do poro (80 A na
ODS2 e 100 A na C18), na area de superficie (220 cm? na ODS2 e 335 cm? na C18),
e no carbon load (11% na ODS2 e 19% na C18).

A Figura 12 ilustra o efeito da seletividade e hidrofobicidade na separagao

cromatografica, no qual a seletividade ocasiona a inversdo da ordem de eluigao,
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enquanto a hidrofobicidade esta relacionado com a afinidade da fase estacionaria com

moléculas organicas (Waters, 2022).

FIGURA 10 - GRAFICO DE SELETIVIDADE E HIDROFOBICIDADE DE COLUNAS
CROMATOGRAFICAS
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Nota: Pontos azuis — colunas selecionadas; pontos pretos — colunas disponiveis no laboratério;
pontos cinzas — colunas indisponiveis no laboratorio
Fonte: adaptado de Waters, 2022

FIGURA 11 - CROMATOGRAMAS EXEMPLIFICANDO O EFEITO DA SELETIVIDADE E
HIDROFOBICIDADE DA COLUNA CROMATOGRAFICA
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A — grafico de seletividade de In [a] amitriptilina/acetafeno; B — grafico de hidrofobicidade de In
[k] acetafeno.
Fonte: Adaptado de Waters, 2022
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Idealmente, os intervalos de pH da fase mével sdo avaliados levando em conta
os valores de pH nos quais ocorre a formagao das estruturas moleculares e idnicas,
0s quais sao dependentes da constante de dissociacdao acida do HAL (pKa 8,05)
(Figura 13) (Chemaxon, 2014). Originalmente, teria sido proposta a avaliagdo dos
valores de pH 7, 8 e 9. No entanto, devido a incompatibilidade das colunas
cromatograficas selecionadas com pH acima de 8, a analise do intervalo de pH foi
substituida pela avaliacdo de diferentes tampdes (fosfato pKa 7,2; acetato pKa 4,8;
formiato pKa 3,8), os quais proporcionam a estrutura catiénica do HAL. Para a fase
movel organica, foram selecionados a acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e
tetrahidrofurano (THF), uma vez que sao solventes frequentemente empregados em

cromatografia de fase reversa (Collins, et al., 2006).

FIGURA 12 - ESTRUTURAS MOLECULARES E IONICAS DE ACORDO COM OS VALORES DE
PKAs DO HALOPERIDOL
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Nota: Laranja — estrura neutra; verde — estrutura catidnica; azul — estrutura aniénica
Fonte: Chemaxon, 2014

Os CMPs categoricos foram selecionados utilizando um fatorial completo (33),
totalizando 27 experimentos (Quadro 10). A fase estacionaria, o tipo de tampéao e o
solvente orgénico foram analisados a fim de determinar a melhor combinagdo de

fatores que resultasse em uma maior quantidade de picos cromatograficos validos
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(indicando auséncia de coeluigao), separagdo adequada entre os picos (Rs > 1,5),
maior numero de picos cromatograficos com um fator caudal apropriado (T < 1,5) e
uma abordagem cromatografica rapida (menor k’ para o ultimo analito) (USP, 2019).
Para evitar possiveis equivocos na avaliacdo, uma analise de branco foi conduzida
para eliminar artefatos. Foi elaborada uma matriz de cromatogramas visando facilitar
a visualizacao, sendo o método cromatografico empregado o mesmo utilizado nos
segmentos dos ensaios de estabilidade. As combinag¢des dos CMPs categoricos que
geraram os resultados mais promissores foram definidas e foram adotadas nas

avaliagdes subsequentes do desenvolvimento analitico.

QUADRO 10 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE FATORIAL COMPLETO PARA CMPs

CATEGORICAS
N Faseestacionaria | Tampao | Solvente organico _

1 Fenil PO4 ACN
2 Fenil PO4 MeOH
3 Fenil PO4
4 Fenil ACO ACN
5 Fenil ACO MeOH
6 Fenil ACO
7 Fenil AFO ACN
8 Fenil AFO MeOH
9 Fenil AFO

Nota: Fenil - Agilent Zorbax Eclipse XDB-Phenyl (4,6 x 150 mm, 5 um); ODS2 - Waters Spherisorb
ODS2 (4,6 x 150 mm, 5 ym); C18 - Waters Symmetry C18 (3,9 x 150 mm, 5 ym]); PO4 - fosfato pH
7,2; ACO - acetato pH 4,8; AFO - formiato pH 3,8; ACN - acetonitrila; MeOH - metanol; THF —
tetrahidrofurano
Fonte: o autor (2023)
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ApoOs a identificagdo da combinagdo mais adequada, o método foi refinado de
acordo com as exigéncias, como a possibilidade de reduzir o tempo de analise, ajustar
o angulo do gradiente linear para distanciar ou aproximar os picos cromatograficos
e/ou modificar a proporgéao inicial da fase o