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RESUMO

A producdo de farmacos deve seguir rigorosos critérios estabelecidos por normas nacionais e
internacionais. O cumprimento desses critérios visa garantir a qualidade e a seguranga do produto,
de modo que os consumidores tenham acesso a formas eficazes de tratamentos contra diversos
tipos de doengas. Algumas anomalias podem comprometer toda produ¢ao de um farmaco, como ¢
o caso da contaminacdo cruzada, que ocorre, por vezes, devido a um processo de limpeza
malsucedido que resulta da remocao incompleta de residuos de medicamentos produzidos
anteriormente na mesma linha de produgdo. A fim de evitar esse tipo de problema, pode-se langar
mao de ferramentas que auxiliem no controle de qualidade de todos os processos que envolvam a
preparagdo de um farmaco, incluindo a fase de limpeza de equipamentos e utensilios. Tendo isso
em vista, objetivou-se neste trabalho validar um método analitico capaz de detectar e quantificar,
de forma exata e precisa, o ativo maleato de clorfeniramina, presente na composi¢do de um
medicamento antigripal muito utilizado no tratamento de gripes e resfriados, e que pudesse ser
utilizado para averiguar a eficiéncia do procedimento de limpeza na remog¢ao desse farmaco. Para
tanto, empregou-se a técnica de cromatografia liquida em fase reversa, uma coluna cromatografica
Zorbax SB-CN (250 x 4,6 mm, 5 um), fase mével em elui¢do por gradiente composta por metanol
e uma solugdo aquosa de acido perclorico 0,07% (v/v) ajustada em pH 2,0 e fluxo de 1,8 mL min~!.
Utilizou-se ainda um detector na regido do ultravioleta em comprimento de onda de 271 nm para
detectar o analito de interesse. O farmaco maleato de clorfeniramina foi satisfatoriamente eluido
com tempo de retencdo de aproximadamente 6,20 minutos. O método mostrou-se linear (R igual
20,9998 e R?igual a 0,9996), preciso (DPR% entre a repetibilidade e a precisdo intermediaria na
faixa de 2,8%), exato (médias de recuperacgdes entre 91,48% e 94,24%)), seletivo e robusto (exceto
para os parametros alteracdo de coluna cromatografica e estabilidade de solucdo). Os limites de
detecgdo e quantificagdo foram iguais a 0,15 pg mL™! e 0,46 pg mL™!, respectivamente. Com isso,
o método desenvolvido foi considerado validado, podendo ser aplicado para avaliar a qualidade

de limpeza dos equipamentos e utensilios apds a producao do medicamento estudado.

Palavras-chave: maleato de clorfeniramina, validagdo, limpeza, RPLC.



ABSTRACT

Producing drugs requires strict adherence to national and international standards to ensure product
quality and safety. Contamination can compromise the entire production process of a drug, and
cross-contamination can occur if the cleaning process fails to remove residues of previously
produced drugs on the same line. To avoid such problems, tools can be employed to assist in the
quality control of all processes involved in drug preparation, including equipment and utensil
cleaning. This study aimed to validate an analytical method using reversed-phase liquid
chromatography (RPLC) to detect and quantify the active ingredient chlorpheniramine maleate in
a cold medicine and to evaluate the efficiency of cleaning process in removing the drug. The
method employed a Zorbax SB-CN (250 x 4.6 mm, 5 um) chromatographic column, a gradient
elution in mobile phase that was composed of methanol and an aqueous solution of 0.07% (v/v)
perchloric acid adjusted to pH 2.0, a mobile phase flux of 1.8 mL min™!, and a UV detector at a
wavelength of 271 nm. The drug was satisfactorily eluted with a retention time of approximately
6.20 minutes. The method was found to be linear (R equal to 0.9998 and R? equal to 0.9996),
precise (%RSD between the intraday precision and the intermediate precision equal to 2.8%),
accurate (recoveries between 91.48% and 94.24%), selective and robust (except for the
chromatographic column alteration parameter and for the solution stability parameter), with
detection and quantification limits of 0.15 pg mL™! and 0.46 pg mL, respectively. The method
was validated and can be applied to assess equipment and utensil cleaning quality after producing

the cold medicine studied.

Keywords: chlorpheniramine maleate, validation, cleaning, RPLC.
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1 INTRODUCAO

No contexto farmacéutico, a produ¢dao de medicamentos deve seguir rigorosos critérios
para que sejam atendidas as exigéncias normativas em vigor no Brasil e no mundo. Estas tém por
objetivo garantir que o processo de obtencao dos farmacos siga todas as especificagdes que foram
previamente estabelecidas a fim de garantir a eficacia e a seguranca do produto que chega aos
consumidores. Entretanto, algumas anomalias podem ocorrer durante o processo produtivo,
podendo comprometer um ou mais lotes de medicamentos, e, em nao havendo um correto controle,
gerar problemas para a empresa e para potenciais pacientes, incluindo os relacionados a satude,
sendo estes os riscos mais relevantes [1].

Uma das anomalias que pode surgir ¢ a contaminacao cruzada. No Brasil, em 2016, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) emitiu um relatorio que resultou em uma
recomendacao do Ministério Publico da Paraiba quanto a suspensao da produ¢ao do medicamento
Pitavastatina Célcica, de nome comercial Livalo®, devido a contaminag¢io cruzada ocorrida pela
presenca do ativo Buspirona [2].

Um dos modos mais eficazes de evitar contaminagdes cruzadas ¢ a validacao de limpeza.
Este termo se refere a evidéncia documentada que garante que os procedimentos de limpeza sdo
capazes de remover residuos a niveis pré-determinados de aceitacdo. Para tanto, sdo considerados
diversos fatores, que incluem intermedidrios de reacdes, reagentes, solventes, impurezas, dose,
toxicologia, tamanho do lote do equipamento do qual s3o removidos os residuos, dentre outros [3].

Portanto, a validagdo tem por objetivo verificar a eficiéncia do procedimento de limpeza
aplicado na remogao de residuos, valendo-se de metodologias analiticas que sejam adequadas a
finalidade a que se destinam e capazes de produzir resultados confidveis. Os procedimentos de
limpeza sdo de suma importancia, pois a produ¢ao de um farmaco pode ocorrer em uma linha
composta por equipamentos que receberdo outros ativos e excipientes para a produgdo de um
segundo medicamento. Logo, se houver resquicios da primeira producdo em quantidade
significativa, pode ocorrer uma contaminacdo cruzada que exceda os limites estabelecidos em
norma, inviabilizando a comercializagao do segundo farmaco [3-5].

Na industria farmacéutica, muitos métodos analiticos empregam a cromatografia com a
finalidade de detectar e quantificar compostos, sendo a cromatografia liquida uma das técnicas
mais utilizadas devido a sua versatilidade [6,7].

O desenvolvimento de um método analitico em cromatografia liquida apresenta algumas
dificuldades, uma vez que devem ser considerados os diferentes tipos de interagdes que ocorrem

no sistema cromatografico, como as interagdes entre analito e fase movel e entre analito e fase
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estaciondria. Por esse motivo, a escolha de colunas cromatograficas e solventes que compdem a
fase movel deve ser feita levando-se em consideragdo o(s) tipo(s) de composto(s) que sera(ao)
estudado(s) e os tipos de interagdes de interesse [7,8].

Nesta dissertagdo, serdo apresentados os trabalhos desenvolvidos no IntechLab, localizado
no Campus VI do Centro Federal de Educacdo Tecnolédgica de Minas Gerais (CEFET-MGQG), em
parceria com um colaborador de uma industria farmacéutica brasileira localizada na regido
metropolitana de Belo Horizonte. O objetivo geral deste estudo consistiu em desenvolver um
método analitico validado, em cromatografia liquida, que permitisse detectar e quantificar o ativo
maleato de clorfeniramina, oriundo de um medicamento antigripal, apds procedimentos de limpeza
em linhas de producao.

Para tanto, buscou-se cumprir os critérios estabelecidos pela Resolu¢do da Diretoria
Colegiada — RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, da ANVISA, que dispde sobre a valida¢ao de
métodos analiticos e lista quais parametros devem ser avaliados nesse processo. Portanto, os
objetivos especificos deste trabalho consistiram em obter resultados estatisticamente confidveis
para os parametros elencados na norma supracitada, de modo que atendessem a legislagao vigente.

A industria farmacéutica tratada neste trabalho havia desenvolvido, a época do estudo, uma
metodologia que utilizava o solvente acetonitrila (gradiente para cromatografia) como a parte
organica da fase movel. Todavia, havia baixa disponibilidade do solvente e seu valor de mercado
havia aumentado significativamente, o que dificultava a aplicagdo do método. Por esse motivo,
buscou-se utilizar o metanol, um solvente organico de menor custo e mais acessivel, que, por mais
que apresente riscos a saide humana, possui niveis de exposicao ocupacional e concentragao letal
maiores que os do solvente acetonitrila, ou seja, necessita-se de maiores quantidades de metanol
para produzir efeitos toxicos similares aos da acetonitrila. Como comparacdo, para turnos de oito
horas de trabalho, estipula-se, a fim de evitar qualquer efeito toxico, um valor limite de exposi¢ao
ocupacional ao metanol de 0,26 g cm™, o que corresponde a pouco mais de trés vezes o limite de

exposi¢ao a acetonitrila [9].



14

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Medicamento antigripal estudado

O medicamento antigripal utilizado neste estudo foi produzido por uma industria
farmacéutica localizada na cidade de Betim, regido metropolitana de Belo Horizonte, no estado de
Minas Gerais, sob o registro 1.1717.0010 no Ministério da Saude. Ele ¢ indicado para o tratamento
de sintomas de gripes e resfriados, atuando no alivio de congestdo nasal, coriza, febre, dor de
cabeca e dores musculares que surgem durante os estados gripais. Uma cépsula desse medicamento
¢ composta por 400 mg de paracetamol, 4 mg de maleato de clorfeniramina, 4 mg de cloridrato de

fenilefrina, além dos excipientes didxido de silicio, estearato de magnésio, lactose e talco [10].

2.2 Maleato de clorfeniramina

O farmaco maleato de clorfeniramina (MCF), um dos principios ativos do medicamento
antigripal estudado, ¢ um anti-histaminico derivado das alquilaminas. Ele atua na diminui¢do ou
inibi¢do da a¢do da histamina por meio de bloqueio reversivel e competitivo dos receptores H1'!
presentes nos tecidos, sem, contudo, interferir em sua sintese ou liberagdo. Por isso, esse farmaco
¢ utilizado no tratamento de algumas reagdes alérgicas, tais como rinites, urticarias ¢ asma, sendo
indicado no tratamento de seres humanos e de animais de pequeno porte no contexto
veterinario [10—15].

A nomenclatura do MCF, segundo as normas da IUPAC, do inglés International Union of
Pure and Applied Chemistry, ¢ maleato de 3-(4-clorofenil)-N,N-dimetil-3-piridin-2-il-propan-1-
amina [14]. Trata-se de um composto facilmente solivel em agua e alcool, caracteristica que ¢
devida a formacdo de um sal entre o grupo carboxilico do acido maleico e a amina terciaria da
molécula clorfeniramina pelo processo de transferéncia de proton [13]. Na Figura 1 (pag. 15), ¢

apresentada sua estrutura quimica.

' Os receptores H1, ou receptores de histamina (HR);, sd0 os responsaveis pelos muitos sintomas de doengas alérgicas,
visto que a histamina — molécula que se liga a esses receptores — atua como mediador quimico em reacdes alérgicas,
promovendo o aumento da permeabilidade capilar, coceira e vermelhiddo da pele [10,15].
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Figura 1. Estrutura quimica do ativo maleato de clorfeniramina.
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Na literatura, sdo apresentados diversos métodos analiticos utilizados para analisar esse
farmaco, incluindo espectroscopia Raman com Transformada de Fourier (FT-Raman),
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), eletroforese capilar e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detec¢do UV-Vis ou acoplada a

espectrometria de massas (HPLC/MS) [11,12,14].

2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés high-performance liquid
chromatography (HPLC), com detector UV ou detector de massas, ¢ o método analitico mais
utilizado nos estudos do farmaco MCF, haja vista tratar-se de uma técnica com alto poder de
resolucdo, sensivel e sofisticada [13,14]. Ademais, estd presente no contexto de muitos
laboratorios farmacéuticos, pois € uma técnica versatil que permite analisar diversos compostos
ndo volateis nem termoldbeis, caracteristicas essenciais para andlise por cromatografia
gasosa [6,7].

Trata-se, portanto, de uma técnica analitica que permite separar, identificar e quantificar
componentes em uma mistura. Ela se baseia no principio de que diferentes compostos apresentam
diferentes afinidades pela fase estacionaria, tipicamente um liquido adsorvido ou quimicamente
ligado a silica da coluna cromatografica®, e pela fase movel, responsavel por transportar os analitos
pela coluna cromatografica [6,7].

A medida que os componentes passam pela coluna, ocorrem diferentes interagdes entre
eles e as duas fases, estacionaria e mével, resultando em tempos de elui¢do variados. O tempo de
elui¢do ¢ o periodo necessario para que um composto percorra toda a coluna cromatografica, sendo
também denominado de tempo de retencdo (zr). Moléculas que possuem maior afinidade pela fase

moével apresentam 7k menor que o das moléculas que possuem maior afinidade com a fase

2 Atualmente, utiliza-se principalmente a fase estacionaria liquida com fase ligada, visto que ela proporciona maior
estabilidade & coluna devido as ligacdes quimicas que sdo formadas entre o liquido e as particulas de suporte do
recheio, além de ser compativel com a elui¢do por gradiente [7].
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estaciondria. Dessa forma, torna-se possivel promover a separagdo de diferentes compostos em
uma mistura [6,8]. Para que o processo de separacdo ocorra, alguns parametros devem ser
controlados, como o fluxo e a composi¢ao de fase movel, o tipo de eluigdo (se isocratica ou por
gradiente), a temperatura da coluna e a pressao [7].

Apos a andlise cromatografica, as moléculas sdo observadas por meio de detectores, como
os de espectrofotometria no UV-Vis e de espectrometria de massas, dois dos mais utilizados na
analise de farmacos. Além desses, existem outros tipos, como os detectores de fluorescéncia, de
indice de refragdo e condutimétrico [7,14]. O sinal gerado pelo detector ¢ tratado por um software
apropriado em um computador, que gera um cromatograma referente a analise realizada. No
cromatograma, uma relacdo entre o tempo e os sinais gerados pelo detector ¢ obtida [8].

Na Figura 2, ¢ apresentado um esquema simplificado de um cromatégrafo liquido,
indicando o fluxo, por meio de setas, que ¢ seguido pelos solventes e pelos componentes de uma
amostra. No esquema, observa-se a presenca de um reservatorio de solvente, uma bomba, uma

valvula de inje¢do, uma coluna cromatografica, um detector e um recipiente para amostras.

Figura 2. Esquema simplificado de um cromatdégrafo liquido.

Amostras
O OCOOS
Soo o 3
b 4 Coluna
’-’l:‘ Detector
Vilvula de
Bomba injecdo

Reservatorio de
solvente

Fonte: Adaptado de Snyder et a/ [8].

2.3.1 Cromatografia liquida de fase reversa

A cromatografia liquida de fase reversa, do inglés reversed-phase liquid chromatography
(RPLC), é um dos modos mais utilizados atualmente. Ela ¢ caracterizada pelo emprego de uma
fase estacionaria apolar, ou de baixa polaridade, e de uma fase mével polar composta por uma
mistura de 4gua com um solvente organico polar, como metanol, acetonitrila e/ou

tetraidrofurano [6,8]. A utilizagdo de agua ¢ uma das grandes vantagens desse modo de
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cromatografia liquida, haja vista tratar-se de um solvente barato, ndo-toxico e sem deteccao na
regido do UV-Vis [7].

A RPLC surge como alternativa ao método tradicional, a cromatografia liquida de fase
normal, do inglés normal-phase liquid chromatography (NPLC), que se baseia na utiliza¢do de
uma fase estacionaria polar, como colunas de silica ou de alumina, e de uma fase moével apolar,
composta por solventes organicos de baixa polaridade, como éter de petroleo, etanol e acetona.
Outra diferencga entre os métodos estd no mecanismo de retengdo. Na NPLC, atua principalmente
a adsorcao, em que o analito ¢ adsorvido pelos compostos que compdem a fase estacionaria; na
RPLC, atua a parti¢dao de solutos (absor¢ao), em que o analito ¢ absorvido pelo liquido da fase
estaciondria que ¢ quimicamente ligado a superficie da particula de suporte, promovendo a
retencdo por meio da particdo do soluto entre as fases movel e estacionaria [6].

A fase estaciondria em RPLC consiste em cadeias, geralmente funcionalizadas, ligadas a
particulas de silica, incluindo a superficie interna de seus poros. Para exemplificar como ocorre a
funcionalizacdo de uma fase estacionaria em RPLC, ¢ apresentada na Figura 3 a equacdo quimica
que representa a formag¢ao do grupo octilsilano, estrutura quimica presente em uma coluna do tipo
Cs [6]. O mesmo processo pode ser utilizado para obter diferentes grupos, cada qual caracterizando
um tipo de coluna cromatografica, como a Cis, em que se utiliza uma cadeia carbonica contendo
dezoito 4tomos de carbono, fase conhecida como octadecilsilano, ou a do tipo CN, em que se
utiliza, em uma de suas versdes, o grupo di-isopropil 3-cianopropil silano® (Figura 4,

pag. 18) [6,16].

Figura 3. Reacdo de formacdo do grupo octilsilano, que caracteriza a fase estacionaria de colunas

cromatograficas do tipo Cs.
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Fonte: Adaptado de Vitha [6].

3 A coluna cromatografica utilizada neste estudo era funcionalizada com esse grupo.
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Figura 4. Estrutura quimica da fase estacionaria composta pelo grupo di-isopropil 3-cianopropil silano.

Superficie de silica

A RPLC ¢ uma das técnicas mais utilizadas na analise de farmacos, destacando-se em
estudos de métodos de validagao para detectar e quantificar misturas que contém MCF. Em alguns
desses estudos, foram utilizadas, principalmente, colunas cromatograficas dos tipos Cs e Cis
ligadas a particulas de silica, e fases modveis compostas por acetonitrila e solucdes
tamponadas* [12,17,18].

Conforme citado anteriormente, na RPLC, € possivel utilizar a eluicio por gradiente
devido a estabilidade das colunas cromatograficas. Ela se difere da elui¢fio isocratica, pois nela
nao ha varia¢do na composicao da fase movel no decorrer da corrida cromatografica, ou seja, se
for utilizada uma mistura de 4gua e metanol na propor¢ao 50:50 (v/v), essa razdo permanece
inalterada até o término do processo. Boa parte dos recentes estudos que abordam a utilizagdo de
RPLC para detec¢@o e quantificagdo de misturas que contém MCF em sua composi¢do se baseia
na utilizagdo desse tipo de eluigdo [12—14,19].

Diferentemente, na eluicdo por gradiente, ha alteracdo (ou alteracdes) na composicao da
fase movel, de modo que as proporgdes dos solventes, que se diferem em suas polaridades, sdao
modificadas no decorrer do processo. Como exemplo, tem-se uma mistura de agua e acetonitrila
na propor¢ao inicial de 50:50 (v/v), mas que, ao longo do tempo, vai sendo alterada de tal forma
que, ao final do processo, a propor¢do chegue a 20:80 (v/v) [8].

A eluicdo por gradiente pode ser comparada, ressalvadas as devidas proporcdes, a
programacio de temperatura em cromatografia gasosa. Na programagao de temperatura, busca-
se separar os compostos por diferentes pontos de ebulicdo, em que, a medida que a temperatura
aumenta, os compostos vao sendo volatizados e direcionados a coluna. Na eluigdo por gradiente,

busca-se separar os compostos pelas interagdes entre eles e os solventes da fase mével, pois a

4 A utilizagdo de solugdes tamponadas pode promover o desgaste e entupimento de colunas cromatograficas e do
proprio equipamento devido a formagao de cristais dos sais dos tampdes utilizados, caso ndo sejam adotadas medidas
preventivas durante os procedimentos.
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alteracdo na propor¢ao dos constituintes dessa fase permite que moléculas de polaridade proxima
as dos solventes sejam menos retidas pela fase estaciondria, visto que a afinidade do solvente com
o analito torna-se mais intensa. Com isso, os componentes de uma mistura tendem a ser mais

facilmente separados, o que pode reduzir o tempo de analise® [6,7].

2.3.2  Desenvolvimento de método em cromatografia liquida

O desenvolvimento de método em cromatografia liquida tende a ser mais complexo em
relacdo ao desenvolvimento em cromatografia gasosa, uma vez que ocorrem interacdes entre os
componentes de uma mistura de interesse com as fases movel e estacionaria presentes no sistema.
Por isso, a escolha de uma coluna cromatografica e dos solventes que compdem a fase mével deve
ser feita levando-se em consideracado o tipo de analito estudado e os tipos de interagdes que podem
ocorrer durante o processo [7].

Desse modo, percebe-se que a polaridade ¢ um fator determinante a ser considerado quando
da escolha das fases estacionaria ¢ movel, sendo de grande utilidade no estudo de seletividade,
pois, devido a ele, torna-se possivel obter boas resolugdes entre os compostos. Todavia, outros
fatores devem ser observados no desenvolvimento de um método, como temperatura, fluxo da fase
movel, tipo de detector, dentre outros [6,7].

Um método desenvolvido em cromatografia liquida pode ter diferentes aplicagdes a
depender do contexto, podendo ser aplicado em andlises de alimentos, de farmacos, de
biomoléculas e de compostos inorganicos. No contexto farmacéutico, pode-se aplicar a
cromatografia liquida no controle de qualidade de medicamentos acabados e de seus excipientes,
bem como em analises de contaminagdo cruzada de insumos de farmacos ativos. Nesse caso, a
cromatografia possui significativa relevancia, pois, por meio dela, ¢ possivel detectar e quantificar
pequenas concentragdes de compostos nao desejados que estejam presentes em equipamentos e

demais utensilios em uma linha de produgao [3,6].

2.4 Validacao de limpeza

Para que nao haja contaminagao cruzada, faz-se necessario realizar a limpeza das linhas de
producdo por meio de procedimentos aplicados a cada pega de equipamento e a cada final de
processo. Todavia, deve-se comprovar sua eficiéncia por meio de andlises instrumentais e

estatisticas, aplicando-se um método validado de limpeza [3].

5 O tempo de analise cromatografica depende de diversos fatores, ndo sendo a eluigdo por gradiente uma garantia de
reducdo significativa desse tempo.
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De acordo com a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA), a validag¢do de

limpeza pode ser definida como:

“[uma] evidéncia documentada que demonstre que os procedimentos de limpeza
removem residuos a niveis pré-determinados de aceitacdo, levando em
consideracdo fatores tais como tamanho do lote, dosagem, dados toxicologicos,

solubilidade e area de contato do equipamento com o produto” [5].

Portanto, o objetivo da validagdo de limpeza ¢ verificar a eficiéncia do procedimento de
limpeza aplicado na remog¢ao de residuos de produtos, produtos de degradacdo, excipientes e
agentes de limpeza, podendo ser aplicada ainda no controle de potenciais contaminantes
microbiologicos [20].

De acordo com as normas, existem no minimo trés niveis de limpeza que podem ser
aplicados. No Quadro 1, sdo apresentados esses niveis, a abrangéncia de limpeza e o status da

validagdo de limpeza [3].

Quadro 1. Niveis de limpeza simplificados aplicados em farmoquimicas.

Status da validacao de
Nivel Abrangéncia de limpeza
limpeza

A transferéncia de substancias para um lote subsequente
¢ critica, sendo necessaria a limpeza até que .
2 ~ . ) i Essencial
concentragdes dentro dos limites estabelecidos sejam

alcangadas.

A transferéncia de substancias para um lote subsequente
¢ menos critica, sendo necessaria a limpeza para reduzir De ndo obrigatéria a
as concentragdes para limites menos severos do que necessaria

aqueles tratados no nivel 2.

Pode-se realizar apenas a limpeza bruta se as substancias )
0 ] ] Néo necessaria
transferidas de um lote para o outro ndo forem criticas.

Desse modo, observa-se que a industria deve seguir protocolos estabelecidos que trazem
informacdes quanto a criticidade de substancias e processos para, entdo, realizarem a validacao do
processo. Para tanto, no estudo, devem ser observados elementos basicos de validagdo de limpeza,

que sao:
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a. Definig¢do dos critérios de aceitagdo:

Neste ponto, definem-se os limites do residuo resultante do processo de limpeza que podera
estar presente no proéximo produto a ser fabricado no mesmo equipamento, sem que haja riscos
acima dos considerados aceitaveis [3].

Normas internacionais trazem critérios rigorosos quanto a quantidade de residuo que pode
ser transferida para o produto seguinte em uma linha de produ¢ao, como [21]:

L nao deve haver mais que 0,1% da dose terapéutica de um residuo na dose diaria de

um produto fabricado em seguida;

II. a concentragdo de qualquer produto presente em outro fabricado em seguida ndo

deve ser superior a 10 ppm;

III.  nenhuma quantidade de residuos deve ser visivel no equipamento apos

procedimento de limpeza.

Para que os critérios sejam atendidos, faz-se necessario determinar a natureza quimica dos
residuos que estdo sendo gerados, verificar visualmente o equipamento, em especial as dreas mais
dificeis, e realizar estudos, quando apropriado, referentes a possibilidade de contaminagio

microbiologica e como ela pode afetar a qualidade do produto [3].

b. Procedimentos de limpeza:

Devem ser estabelecidos procedimentos de limpeza para cada peca do equipamento e para
cada processo. Para tanto, levam-se em consideragdo diversos aspectos, como dificuldade da
limpeza, propriedades dos materiais, técnicas de limpeza, residuos e produtos de limpeza (quanto
a solubilidade e a outros aspectos fisico-quimicos), aspectos ambientais, de satide e seguranga,

dentre outros [3].

c. Amostragem:

Para desenvolver um plano de amostragem em validagdo de limpeza, deve-se basear em
justificativa técnico-cientifica a fim de definir os critérios de aceitagdo e determinar quaisquer
limitagdes do método de amostragem relacionadas a superficie que sera amostrada [3].

No contexto farmacéutico, dois métodos de amostragem sdo usualmente empregados:
esfregaco (swab) e rinsagem. No método com swab, realiza-se o procedimento por meio do
esfregaco de uma pequena area, de tal forma que se obtenha um resultado que possa ser
extrapolado como representacdo da area total da superficie do equipamento. Por esse motivo, a

regido do esfregaco deve ser escolhida com cuidado. Na rinsagem, utiliza-se um solvente no ultimo
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ciclo de lavagem, de modo que ele consiga percorrer toda superficie do equipamento e recuperar
os residuos que eventualmente tenham permanecido ap6s o processo [3,21].

Diferentemente do esfregaco, a rinsagem ¢ um método indireto de amostragem, haja vista
a necessidade de utilizar um solvente para extrair o residuo do equipamento. No esfregaco, o
residuo sobre o equipamento ¢ coletado diretamente por meio de swab, que posteriormente ¢é
colocado em um frasco com solvente. As solugdes obtidas pelos dois métodos de amostragem sao

examinadas por meio de métodos analiticos adequados, como a cromatografia liquida [3,21].

d. Metodos analiticos

A fim de atestar a confiabilidade dos resultados, os métodos analiticos a serem utilizados
na metodologia precisam ser validados e documentados, devendo ser capazes de detectar a(s)
substancia(s) de interesse em niveis dentro dos critérios de aceitagdo, bem como detecta-la(s) na

presenca de outros compostos que possam estar presentes na amostra (seletividade) [3].

e. Protocolos de validacdo

Para que um método de validagdo de limpeza seja desenvolvido, deve haver um prévio
protocolo de validacao que defina itens especificos e atividades a serem realizadas [3].

No protocolo, devem estar presentes o objetivo e o escopo do estudo, a identificagdao dos
parametros do processo que serdo estudados, os procedimentos de amostragem e inspe¢do, as
responsabilidades durante o estudo, os métodos utilizados, os critérios de aceitacdo, o controle de

mudancas e a sua aprovagao antes do inicio do estudo [3].

f. Relatorio de validagdo

Ao final do estudo, deve ser gerado um relatério de validagdo que apresente os resultados
e conclusdes que garantam a credibilidade do método desenvolvido. Nele, devem estar presentes
as referéncias dos procedimentos utilizados, os resultados dos testes fisicos e quimicos, as
conclusdes a respeito da aceitabilidade dos resultados, as recomendacdes baseadas nos resultados
ou informagdes relevantes obtidas durante o estudo, a aprovagao da conclusdo e a revisao dos

possiveis desvios do protocolo [3].

2.5 Parametros de validacao de métodos analiticos

Um método analitico, para que seja considerado validado, deve atender a uma série de

parametros estabelecidos em normas. No Brasil, adota-se a Resolugdo da Diretoria Colegiada —
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RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, da ANVISA, como referéncia para estabelecer quais
parametros analiticos devem ser atendidos em um estudo de validacao.

Segundo a norma supracitada:

“A validac@o deve demonstrar que o método analitico produz resultados confiaveis
e ¢ adequado a finalidade a que se destina, de forma documentada ¢ mediante

critérios objetivos™ [4].

Para que o estudo seja desenvolvido, deve-se utilizar uma (ou algumas) substancia(s)
quimica(s) de referéncia farmacopeica (SQF) que seja(m) oficializada(s) pela Farmacopeia
Brasileira ou por outros compéndios reconhecidos pela ANVISA. Por vezes, as industrias
farmacéuticas apresentam ao 0rgao relatdrios de caracterizag¢do do analito contendo resultados de
técnicas analiticas aplicadas para este fim, como espectroscopia no infravermelho, espectrometria
de massas, ressonancia magnética nuclear, analise elementar, dentre outras [4].

Além dos dados de caracterizagdo da(s) SQF, outros dados devem constar no relatorio
apresentado & ANVISA, tais como: nimero e validade do lote da substancia; denominag¢do comum
brasileira ou internacional; n® CAS, do inglés Chemical American Society, nome quimico;
formulas molecular e estrutural; forma fisica; propriedades fisico-quimicas, dentre outros.

Os parametros tipicos a serem considerados em uma validagdo dependem do ensaio a ser
realizado, sendo normalmente estudados os limites de deteccdo e quantificacdo, a exatidao, a
repetibilidade, a precisao intermediaria, a seletividade, a linearidade e a robustez [4]. Estes sdo os
mesmos parametros trazidos pelo ICH, do inglés International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, cujos critérios sdo seguidos por
parte dos estudos de validacao de métodos analiticos desenvolvidos para detecg¢ao e quantificacao

de MCF em conjunto com outros farmacos [12,14,18,19].

2.5.1 Seletividade

Este parametro ¢ demonstrado por meio de sua capacidade de identificar e/ou quantificar
um analito estudado, de forma inequivoca, quando na presenca de outros componentes que podem
estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e excipientes de uma matriz. Se no estudo
for utilizado um método cromatografico, deve-se comprovar a pureza cromatografica do sinal do

analito (pico cromatografico) [4].
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2.5.2 Linearidade

Este parametro ¢ demonstrado por meio de sua capacidade de obter respostas analiticas que
sejam diretamente proporcionais a concentragdo de um analito em uma dada amostra, de modo a
ser estabelecida uma relagao linear em toda a faixa de concentragado trabalhada. Para a constru¢ao
dessa relacdo, deve-se utilizar, no minimo, cinco concentragdes diferentes da SQF para as solugdes
preparadas, realizando-se as leituras em, no minimo, triplicata, de modo que as solugdes sejam
preparadas de forma independente [4].

A fim de avaliar a linearidade, alguns dados devem ser apresentados. Sao eles [4]:

L. representacdo grafica das respostas em funcao do analito;

II. grafico de dispersao de residuos, bem como sua interpretagao estatistica;

III.  equagdo da reta de regressdo de y e x, estimada pelo método dos minimos
quadrados;

IV.  avaliagdo dos coeficientes de correlagio (R) e determinagio (R?);

V. avalicdo da significancia do coeficiente angular.

2.5.3 Limites de detec¢do e quantificagdo

O limite de detecgao representa a menor quantidade de analito em uma amostra que pode
ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, sob determinadas condi¢des experimentais.
Ja o limite de quantificagdo representa a menor quantidade de analito que pode ser quantificada
com precisdo e exatidao aceitaveis sob determinadas condi¢des experimentais [4].

Existem diferentes formas de determinar esses limites. Uma delas se baseia na
determinacao da razao sinal-ruido do sinal analitico. No caso do limite de detecc¢ao, essa razao
deve ser maior ou igual a 2:1; no caso do limite de quantificacdo, essa razdo deve ser maior ou
igual a 10:1 [4]. Em algumas normas internacionais, aceita-se uma razao sinal-ruido maior ou igual
a 3:1 para avaliar o limite de deteccdo [22].

Outra forma de determinar esses limites sdo os calculos que se baseiam em parametros da

curva analitica obtida por meio do estudo da linearidade® [4].

® Essa foi a maneira utilizada neste trabalho para determinar os limites de detec¢do e quantificagdo. Ela sera mais bem
apresentada no tépico Metodologia.
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2.5.4 Precisdo

Este parametro ¢ demonstrado por meio de sua capacidade de avaliar a proximidade entre
os resultados obtidos por meio de ensaios realizados no estudo de validacdo. Para tanto, avalia-se
a dispersao dos resultados da série de medi¢des por meio do desvio padrdo relativo (DPR%) [4].

Expressa-se a precisdo por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da
reprodutibilidade. A repetibilidade visa avaliar as amostras sob as mesmas condi¢des de operacao,
mesmo analista e mesma instrumentagdo, em uma Unica corrida cromatografica, de modo a serem
feitas, no minimo, nove determinacdes dentro do intervalo linear do método analitico, de tal
maneira que sejam analisadas trés réplicas para cada concentragdo do teste (que sdo: baixa, média
e alta), ou seis réplicas a 100% da concentracdo avaliada [4]. Por convencao, sdo utilizados os
percentuais’ de 50%, 100% e 150% para as concentragdes baixa, média e alta, respectivamente.

A precisdo intermediaria, por sua vez, visa avaliar a proximidade dos resultados obtidos
por um segundo analista, em dias diferentes, com os resultados obtidos na repetibilidade. Portanto,
devem ser respeitadas as mesmas condi¢gdes utilizadas pelo primeiro analista, como local,
equipamentos, nimero de amostras, forma de preparo, dentre outros aspectos [4].

A reprodutibilidade ¢ realizada em estudos colaborativos, ou na padronizagao de métodos
analiticos, entre diferentes laboratorios e segue os mesmos critérios descritos em termos de

execugdo de procedimentos [4].

2.5.5 Exatiddo

Este parametro ¢ demonstrado por meio do grau de concordancia entre os resultados
individuais do método analitico em relagdo a um valor considerado verdadeiro [4].

Expressa-se a exatiddo por meio do percentual de recuperacao (%oRecuperagdo) do analito
de concentracao conhecida adicionado a amostra ou pela relagdo entre a concentragdo média,
observada experimentalmente, e a concentragdo tedrica/esperada. Para tanto, devem ser feitas, no
minimo, nove determinagdes, sendo trés réplicas para cada concentragdo do teste, que sdo: baixa,

média e alta [4].

7 Esses percentuais se referem a concentragio do analito adotada para o estudo. Neste trabalho, por exemplo, utilizou-
se uma concentragdo limite de 10 pg mL~!. Logo, para os estudos de repetibilidade e de precisdo intermediaria, bem
como de exatiddo, os percentuais de 50%, 100% e 150% da concentragdo de referéncia correspondem a 5 pg mL™,
10 pg mL! e 15 pg mL™!, respectivamente.
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2.5.6 Robustez

Este parametro ¢ avaliado por meio da capacidade de o método analitico resistir a pequenas
e deliberadas variacdes das condi¢des analiticas. Em métodos quantitativos, a robustez ¢ avaliada
com os mesmos critérios utilizados para a exatidao, ou seja, utiliza-se o percentual de recuperagao
para avaliar o impacto das variagdes propostas para o sistema [4]. Existem outras formas de
determinar a robustez, como o calculo do DPR%, que sera avaliado de acordo com a concentragao
utilizada no estudo e com os niimeros de amostras e replicatas [23].

De acordo com a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, alguns parametros devem ser
obrigatoriamente contemplados no relatéorio de validacdo, sendo, portanto, considerados
indispensaveis no estudo de validacdo de um método analitico no contexto farmacéutico. No
Quadro 2, sdo apresentadas as condi¢des para a avaliacdo da robustez do método analitico durante
as fases de preparo de amostra e de analise por cromatografia liquida [4]. Além dos parametros
elencados no quadro, outros podem ser abordados durante o desenvolvimento do método analitico,

como a temperatura do forno em que fica a coluna cromatografica.

Quadro 2. Condigbes para a avaliagdo da robustez do método analitico.

Fase de estudo Parametro variado
Estabilidade das solu¢des analiticas
Preparo de
Tempo de extracao
amostras
Compatibilidade de filtros
Variagao do pH da fase movel
Cromatografia
Variacdo na composi¢do da fase movel
liquida
Diferentes lotes ou fabricantes de colunas cromatograficas
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3 METODOLOGIA

Os equipamentos, as vidrarias e os reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho
foram fornecidos pelo laboratério IntechLab, do CEFET-MG, Campus VI, e por colaboradores da
industria farmacéutica localizada em Betim. O estudo foi realizado no periodo de setembro de

2021 a janeiro de 2022.

3.1 Reagentes e padroes

Neste trabalho, foram utilizados os seguintes reagentes e padrdes: acetonitrila P.A.
(=299,5%, CAS 75-05-8, lote 45808), Neon; acido perclorico (70%, CAS 7601-90-3, lote 556221),
Anidrol; agua purificada (sistema SimPack 02™, Millipore); metanol grau HPLC (= 99,9%,
CAS 67-56-1, lote L690107325), Merck; maleato de clorfeniramina (padrao de referéncia, CAS
113-92-8, lote NO0G316)3, USP®; ¢ medicamento antigripal (registro MS: 1.1717.0010, lote
58003/21).

3.2 Preparo de solugoes

A seguir, serdo descritos os procedimentos de preparo das solucdes diluente, padrao

estoque, padrao controle, padrio leitura e amostra.

3.2.1 Solucdo diluente

Para o preparo da solucdo diluente, utilizou-se a propor¢ao 75:25:0,2 (v/v/v) de agua

purificada, metanol e acido fosforico, respectivamente.

3.2.3  Solug¢do padrao estoque

Realizou-se a pesagem de 10,0 mg de padrao MCF, posteriormente transferidos para um
béquer de 100 mL. Ao béquer foram adicionados 50 mL de diluente. A solucdo foi levada ao
ultrassom por 30 minutos até que houvesse a completa dissolu¢do do sélido. Por fim, ela foi
transferida para um baldo volumétrico de 100,00 mL e seu volume completado com solucio

diluente (concentragdo de MCF: 100,00 ug mL™).

8 Toda massa de maleato de clorfeniramina aferida na realizagdo deste trabalho foi multiplicada pelo fator 0,998,
conforme especificagdo do fabricante.
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3.2.4  Solugdo padrao leitura

Pipetaram-se 5,00 mL da solugdo padrao estoque, que foram transferidos para um balao
volumétrico de 50,00 mL, cujo volume foi completado com solugdo diluente (concentragdo de

MCF: 10,0 ng mL™).

3.2.5 Solugdo padrdo controle

Procedeu-se o preparo da solugdo padrao controle conforme descrito nos subitens 3.2.3 e

3.2.4 (concentragdo de MCF:10,0 pg mL™).

3.2.6 Solugcdo amostra

Realizou-se a pesagem de 1 PM°, em mg, da amostra do medicamento antigripal em
capsula (cerca de 4,0 mg de MCF, de acordo com o fabricante). Essa massa foi transferida para
um béquer de 25 mL, ao qual foi adicionada solucdo diluente. A solucdo formada foi levada ao
ultrassom por 30 minutos até que houvesse a dissolugdo de parte do sélido. Por fim, ela foi
transferida para um baldo volumétrico de 25,00 mL e seu volume completado com solucdo
diluente (concentragdo de MCF: 160,0 ug mL™).

Apds o preparo, e com o auxilio de uma micropipeta, 625 L da solugdo amostra foram
transferidos para uma placa de aco inox de 25 cm?. Esta, por sua vez, foi exposta ao ar por
aproximadamente 24 horas, a fim de promover a evaporacgao dos solventes.

Ao término do periodo, foram transferidos 10,00 mL de solucao diluente para um tubo de
tipo Falcon de 15 mL, e nele foram colocados 02 (dois) swabs TEXWIPE TX761. Estes,
devidamente embebidos com solu¢do diluente, foram utilizados, um por vez, na amostragem da
placa de ago inox, realizada com movimentos horizontais (primeiro passo) € movimentos verticais
(segundo passo), conforme esquema representativo da Figura 5 (pag. 29), de modo a promover o

contato das hastes dos swabs com a superficie da placa.

% Neste trabalho, 1PM representa a massa média do contetido de quatro capsulas de comprimidos. Essa quantidade foi
utilizada devido a falta de amostras disponiveis. A Farmacopeia Brasileira exige a utilizacdo de vinte
comprimidos [50].
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Figura 5. Esquema de amostragem das placas de ago inox.

A

A

Posicdo Horizontal: 1° passo
Posigao Vertical: 2° passo

A

A

A

Em seguida, os swabs foram novamente transferidos para o tubo de tipo Falcon. Todo o
sistema foi levado ao ultrassom por 30 minutos. Apos este periodo, os swabs foram retirados da
solucao, de modo que o liquido retido em sua haste permanecesse no tubo, e, posteriormente, a
solucdo foi vigorosamente homogeneizada, filtrada com um filtro para seringa de membrana de
PVDF 0,22 um e transferida para um vial. Na Figura 6, ¢ apresentado um esquema que representa

a sequéncia experimental seguida.

Figura 6. Sequéncia experimental seguida para o preparo da solugcdo amostra.
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3.3 Equipamento e condicdes cromatograficas

Neste trabalho, as anélises cromatograficas foram realizadas utilizando-se o cromatografo
liquido Prominence-i LC-2030 Plus (Shimadzu Corporation, Quioto, Japdao) — contendo um

sistema de degaseificacdo, um sistema de injecdo automdtico de amostra, um compartimento
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termostatizado para coluna cromatografica e detectores UV-Vis — e uma coluna cromatogréfica
Zorbax SB-CN (250 x 4,6 mm, 5 um).

As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: fase mével composta por metanol e
solug¢do de acido perclorico 0,07% (v/v) ajustada em pH 2,0 (utilizou-se o pHmetro Digimed
DM- 22), em eluicdo por gradiente, conforme especificagdes apresentadas na Tabela 1; fluxo de
fase movel de 1,8 mL min~'; temperatura de coluna de 30 °C; volume injecdo de 10 pL; e

comprimento de onda de deteccdo de 271 nm.

Tabela 1. Gradiente de fase movel.

Tempo / min Acido Perclérico 0,07% / % Metanol / %
0,0 95,0 5,0
1,0 95,0 5,0
7,0 55,0 45,0
8,0 55,0 45,0
9,0 95,0 5,0
10,0 95,0 5,0

As pesagens dos solidos utilizados no preparo das solu¢des foram realizadas na balanga
analitica Shimadzu ATX224, com resolugdao de 0,1 mg, pertencente ao IntechLab. Houve uma
excegdo para as pesagens do padrao MCF utilizado na construgdo das curvas analiticas no estudo
de linearidade, em que se utilizou a balanca analitica Mettler Toledo XPR2U/A, com resolugdo de
0,1 png, disponibilizada pela industria farmacéutica localizada na regido metropolitana de Belo
Horizonte. Sua utilizagdo deveu-se a necessidade de reduzir os desvios observados em ensaios
preliminares durante a construcdo das curvas analiticas no teste de linearidade apos pesagens na

primeira balanga analitica.

3.4 Adequabilidade do sistema

Os estudos de adequabilidade do sistema foram realizados analisando-se os resultados
obtidos para as triplicatas das solugdes padrao de MCF apds as corridas cromatograficas
executadas nos ensaios dos parametros seletividade, linearidade, precisdo (repetibilidade e
precisdao intermediaria), exatiddo, robustez (incluindo os ensaios de alteracdo de parametros
analiticos e de estabilidade de solugdo). Para ter sido considerado adequado, o ensaio deveria
atender aos seguintes critérios:

a) desvio padrdo relativo (DPR%) da concentragdo de MCF menor ou igual a 2%;
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b) nimero de pratos tedricos referente ao pico de MCF maior ou igual a 15.000;
c) assimetria (fator de calda) do pico cromatografico referente ao analito MCF menor ou

igual a 2.

Neste estudo, utilizou-se o critério Il apresentado no subitem 2.4a, que diz que a
concentragao de qualquer produto presente em outro fabricado em seguida ndo deve ser superior
a 10 ng mL~'. Como o valor obtido pelos calculos realizados pela indistria parceira foi superior a
67 ug mL™, utilizou-se o limite de 10 pg mL~'. O calculo para obtengdo desse valor se baseou no
guia de Validagdo de Limpeza para Farmoquimicas, em que sdo descritas formas de determinar o
limite de concentracdo de um residuo do produto em outro fabricado em seguida. Para tanto, sdo
levados em consideracdo a area ¢ o volume do equipamento, o tamanho minimo do lote
subsequente, a minima dose didria do contaminante, dentre outros parametros [3]. Todavia, os

valores desses € dos demais parametros nao foram repassados pela empresa.
3.5 Validacao analitica

3.5.1 Seletividade

O preparo das solugdes padrao estoque, padrao leitura, padrdo controle e amostra (massa
média de 468,2 mg) foi realizado conforme descrito nos subitens de 3.2.3 a 3.2.6 ', As solugdes
placebo, placebo fortificado com padrao e diluente também foram analisadas.

A solugdo placebo foi preparada pesando-se 42,8 mg de placebo, posteriormente
transferidos para um béquer de 50 mL. Ao béquer foram adicionados 10 mL de solugao diluente.
A solugao foi levada ao ultrassom por 30 minutos até que houvesse a dissoluc¢ao do solido. Ela foi
transferida para um baldo de volumétrico de 25,00 mL e seu volume completado com solucio
diluente. Por fim, foram realizados os mesmos procedimentos descritos em 3.2.6 para deposi¢ao
da solugdo sobre a placa de inox e sua posterior analise.

A solugao placebo fortificado foi preparada pesando-se 41,2 mg de placebo e 4,0 mg de
padrdao MCEF, tendo sido seguidas, posteriormente, as etapas descritas para o preparo da solucao
placebo.

Para a analise da solugdo diluente, efetuou-se a deposicao de 625 uL sobre uma placa de

ago inox de 25 cm?. Esta, por sua vez, foi exposta ao ar por aproximadamente 24 horas, a fim de

A fim de avaliar a efic4cia da recuperagdo por meio de swabs, procedeu-se com o preparo da solugdo amostra
conforme descrito no subitem 3.2.6, mas utilizando-se um (01) swab, em um primeiro momento, ¢ dois (02) swabs,
em um segundo momento, de forma a comparar numericamente os resultados das recuperagdes.
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promover a evaporacdo dos solventes. As demais etapas foram realizadas conforme descrito no
subitem 3.2.6.

Todas as analises foram feitas em triplicata e a seletividade foi avaliada observando-se a
presenca ou auséncia de possiveis interferentes ou contaminantes nos cromatogramas obtidos, bem
como avaliando-se alguns pardmetros, como a recuperagdo (em % e em pg mL™'), a 4rea sob o

pico cromatografico e 0 DPR% das recuperagdes'!.

3.5.2 Linearidade

Para o estudo de linearidade, foram preparadas, seguindo os procedimentos descritos no
subitem 3.2.3, trés solu¢des padrao estoque, uma para cada curva analitica, quais sejam: Curva A,
Curva B e Curva C. As massas de MCF aferidas!? (ja corrigidas pelo fator 0,998) para o preparo
das solugdes padrao estoque foram: (a) 10,026 mg para a Curva A, (b) 10,036 mg para a Curva B
e (¢) 10,042 mg para a Curva C.

De cada solugado padrao estoque, foram pipetados cinco volumes diferentes para o preparo
das trés curvas analiticas, tendo sido utilizados baldes volumétricos de 50 mL para as diluigdes.
Na Tabela 2, sdo apresentados os volumes de pipetagem, em mL, utilizados para cada

concentragdo/nivel da curva analitica e as respectivas concentragdes teoricas, em % e em pg mL™ !,

Tabela 2. Esquema de diluigdo para o preparo das curvas analiticas.

Pipetagem / mL.  Concentracio / % Concentrag¢io / pg mL™!
2,50 50 5,0
3,75 75 7,5
5,00 100 10,0
6,25 125 12,5
7,50 150 15,0

As solugdes foram preparadas em diferentes ordens de concentracdo a fim de evitar
comportamento ou tendéncia funcional. Na Tabela 3 (pag. 33), sdo apresentadas as ordens de

concentracdes, de cima para baixo, adotadas no preparo de cada curva analitica.

1" Os célculos de percentual de recuperagdo (%Recuperagdo) e de DPR% serfio apresentados no subitem 3.5.4
(Equacdes 4 ¢ 5).

12 Para tanto, utilizou-se a balanga analitica Mettler Toledo XPR2U/A, com resolugdo de 0,1 pg, conforme citado no
subitem 3.3.
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Tabela 3. Ordens de concentracdo adotadas no preparo das curvas analiticas.

Curva
A B C

5,00 15,00 10,00
7,50 12,50 5,00
10,00 10,00 12,50
12,50 7,50 7,50
15,00 5,00 15,00

Concentra¢io / pg mL™!

As solugdes foram transferidas para os vials utilizando-se filtros para seringa de membrana
de PVDF 0,22 um. A ordem das andlises cromatograficas foi projetada visando favorecer a
aleatoriedade do processo, de modo que cada solugdo foi analisada em triplicata, totalizando
quarenta e cinco corridas cromatograficas, seguindo uma sequéncia randémica criada no sofiware

Minitab®.

3.5.2.1 Testes estatisticos

Com o intuito de avaliar os resultados obtidos com as analises, foram aplicados diferentes
testes estatisticos, cada qual com uma finalidade. Abaixo, serdo descritos os testes empregados e
quais os critérios de avaliagdo utilizados. Em todos os casos, utilizou-se um nivel de significancia

de 5% [4].

3.5.2.1.1 Meétodo dos minimos multiplos quadrados

Para a construcao das curvas analiticas, optou-se pelo método dos minimos miultiplos
quadrados. Este método foi escolhido por fornecer resultados com varidncia minima, partindo-se
de determinadas suposicdes estatisticas. Ele permite obter uma relagdo matemadtica entre uma
resposta medida y (e.g. a 4rea sob um pico cromatografico) e a concentragdo de um dado padrao
analitico x (e.g. a concentracdo do analito de interesse) [24,25]. Essa relacdo, denominada modelo

de regressao, pode ser representada conforme a Equagao 1
y=b+mx (1)

em que b representa o intercepto com o €ixo y € m a inclinacao da curva (ou coeficiente angular)
obtida [26]. A inclinagdo da curva e o intercepto com o eixo y foram avaliados seguindo os

seguintes critérios (Quadro 3, pag. 34):
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Quadro 3. Critérios de avaliagdo estatistica da inclinagdo e do intercepto da curva analitica.

Ho: Coeficiente angular igual a zero p=>0,05  Aceita-se a hipotese nula (Ho)

Hi: Coeficiente angular diferente de zero  p < 0,05  Rejeita-se a hipotese nula (Ho)

ANOVA

Ho: Intercepto igual a zero p=>0,05  Aceita-se a hipotese nula (Ho)

H;: Intercepto diferente de zero p<0,05 Rejeita-se a hipotese nula (Ho)

Ademais, trata-se de um método que pode ser aplicado de modos diferentes dependendo
do comportamento das variancias: caso elas sejam constantes, opta-se pelo método dos minimos
quadrados ordinarios; caso ndo sejam constantes, opta-se pelo método dos minimos quadrados
ponderados, no qual ha a aplicacao de um fator de ponderacao [27].

Construido o modelo de regressdo, obtém-se o coeficiente de correlacdo de Pearson (R)
entre duas variaveis, que ¢ uma medida do grau de associagao entre elas e do grau de proximidade
dos dados a uma reta. Esse coeficiente pode variar de —1 a +1, sendo os extremos considerados
correlagdes perfeitas (negativa ou positiva) [24,25]. Para este estudo, adotou-se como critério de
aceitacdo um valor de R superior a 0,990 [4].

O coeficiente de determinacio (R?), por sua vez, explica o quanto, em termos percentuais,
o modelo linear foi capaz de explicar a variagdo da resposta a partir dos dados, sendo uma medida
estatistica do quao proximos os dados estdo da linha de regressao ajustada [24].

Calculou-se ainda o coeficiente de determinag¢io ajustado (RZyjustado), que € uma medida
de qualidade de ajuste utilizada em regressao multipla a fim de determinar o grau de intensidade
ou eficacia das varidveis independentes na explicacdo da varidvel dependente. Esse coeficiente ¢
importante, pois 0 R? tende a aumentar 4 medida que novas variaveis sdo adicionadas ao modelo,
tornando-se necessario corrigir essa superestimagdo. O valor obtido para RZ2ajustado € sempre menor

ou igual ao do obtido para R? [28].

3.5.2.1.2 Teste de Cochran

O teste de Cochran permite avaliar o desvio bilateral das varidncias com um nivel de

significancia de 5%, indicando se ha ou ndo homogeneidade entre elas. Para tanto, avalia-se a

razo C entre a maior varidncia, s, e o somatério de todas as variancias obtidas, Y, s?, de 1

a k niveis, conforme representado na Equacdo 2 [29].

SZ

- z:§c=1 Si2 (2)

C
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Esse teste possui os critérios abaixo elencados (Quadro 4):

Quadro 4. Critérios para avaliacdo da homecedasticidade por do teste de Cochran.

Hpy: Nao existe diferenga
Avaliacio da significativa entre as variancias Se Cealculado < Ccritico
(homocedastico)

Aceita-se a hipotese
nula (Ho)
Homocedasticidade
(Teste de Cochran)

H;: Existe diferenca significativa
entre as variancias (heterocedastico)

Rejeita-se a hipotese

Se Cealeulado > Ceritico nula (HO)

Portanto, para que as varidncias sejam consideradas homogéneas, espera-se que
Cealculado < Ccritico, Tesultado que atesta a homocedasticidade. Neste estudo, utilizou-se 0 Ceritico

igual a 0,3346, referente a 15 niveis com 3 replicatas cada.

3.5.2.1.3 Teste de Bartlett

Em continuidade a analise de homocedasticidade dos residuos gerados pela linearidade,
utilizou-se o teste de Bartlett, que permite averiguar se k amostras apresentam varidncias

estatisticamente iguais [30,31]. O teste apresenta os seguintes critérios (Quadro 5):

Quadro 5. Avaliacdo da homocedasticidade por meio do teste de Bartlett.

Avaliagio da Ho: As variancias sio iguais p>0,05 Acelti:fa "‘EIEIHI)OOtese
Homocedasticidade Rereit ho' ”
(Teste de Bartletty ~ Hi: As variancias sdo diferentes p<0,05 Cjeita-se a ipotese
nula (Ho)

O teste de Bartlett ¢ o mais comum para averiguar igualdade de varidncias, haja vista
possuir maior precisdo e alto poder para a probabilidade de erro do tipo I, que ocorre quando se
rejeita a hipotese nula mesmo ela sendo verdadeira [31]. Importante atentar-se ao fato de a hipotese
de homogeneidade ser importante fator em analises de variancias, uma vez que uma interpretagao
equivocada pode gerar heterogeneidade do erro experimental e ocasionar erros, como o

anteriormente citado [32].

3.5.2.1.4 Teste de Grubbs (outlier)

A fim de avaliar a presenga de outliers, considerados valores extremos em observagdes
amostrais, realizou-se o teste de Grubbs, que possui os critérios a seguir elencados (Quadro 6,

pag. 36) [33]:
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Quadro 6. Critérios para avaliacdo de outliers por meio do teste de Grubbs.

Ho: Todos os valores de dados sdo
Teste de outliers provenientes da mesma populagdo

(Teste de Grubbs)

p>0,05 Aceita-se a hipdtese nula (Ho)

H;:: O menor ou maior valor dos

dados & um outlier p<0,05 Rejeita-se a hipotese nula (Ho)

A estatistica G do teste de Grubbs ¢ apresentada na Equagao 3 [33].

¢ = i 3)

N

em que x; representa o valor maximo ou minimo de um conjunto amostral, X representa o valor
médio e s representa o desvio padrao. Se Gealculado > Geritico, 0 Valor serd considerado outlier [34].

O Geritico utilizado nas condi¢des estudadas foi de 2,55.

3.5.2.1.5 Teste de Anderson—Darling (normalidade de residuos)

Os residuos gerados pela linearidade foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Anderson—Darling, que permite averiguar, com certa sensibilidade, se um conjunto de dados
apresenta uma distribuicao normal [35]. No Quadro 7, sdo apresentados os critérios utilizados no

teste.

Quadro 7. Critérios para avaliagdo de normalidade de residuos pelo método de Anderson—Darling.

Normalidade dos Ho: Os dados seguem uma distribuigao =005 Aceita-se a hipotese nula
residuos normal 7 (Ho)
(Anderson- H,: Os dados néo seguem uma Rejeita-se a hipdtese nula
R p <0,05
Darling) distribui¢@o normal (Ho)

3.5.2.1.6 Teste de Durbin—Watson

Os residuos gerados pela linearidade foram verificados por meio do teste de Durbin—
Watson a fim de atestar se os erros eram independentes entre si, pois a auséncia de correlacao entre
eles ¢ um dos pressupostos a ser atendido no modelo de regressdo [36]. Para tanto, foram

considerados os seguintes critérios (Quadro 8):

Quadro 8. Critérios avaliados no método de Durbin-Watson.

o . Sed>dy Nao existe correlacdo
Independéncia dos erros

(Teste de Durbin— Sed<d; Existe uma correlacdo positiva

Watson) Sed; <d<dy Resultado inconclusivo
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No Quadro 8, o termo dy representa o limite superior do teste, enquanto o termo d.
representa o limite inferior, considerando n dados e k variaveis explicativas, de tal modo que, se d
estiver fora do intervalo, d; <d<dy, se torna possivel verificar a existéncia ou ndo de uma
correlacao [37]. Os valores de referéncia utilizados para d.. e dv nas condi¢des estudadas foram de

1,475 e 1,566, respectivamente, com n=45 ¢ k=1.

3.5.3 Limites de detec¢do e quantificagdo

Os limites de detec¢ao (LD) e quantificagdo (LQ) foram determinados por meio das
Equacdes 4 e 5 [4], respectivamente, em que s ¢ o desvio padrdo do intercepto com o €ixo y
referente as trés curvas analiticas (Curva A, Curva B e Curva C) e m ¢ o valor médio das

inclinagdes dessas curvas.

LD =222 )
LQ =22 )

3.5.4 Precisdao

A precisao foi determinada baseando-se na repetibilidade e na precisdo intermediaria, esta
realizada por um segundo analista. Em ambos os casos, procedeu-se com o preparo de seis solugdes
amostra, seguindo os passos descritos no subitem 3.2.6. Cada solugdo foi analisada em triplicata
(n=73).

Esse parametro foi avaliado por meio do DPR% [4], que, conforme norma internacional
para as condicdes estabelecidas neste trabalho, ndo deveria exceder 7,3%. Ademais, para a
repetibilidade e a precisdo intermediaria, estabeleceu-se um intervalo de recuperagdo de 80—110%,
conforme preceitua a AOAC, do inglés The Association of Official Analytical Chemists [23]. Nas
Equacdes 6 e 7, sdo apresentados os cdlculos utilizados para determinacdo do DPR% e da

recuperagdo, respectivamente.
DPR% = j—( 100 (6)

em que s representa o desvio padrdo e X a média, ambos referentes as recuperacdes.

%Recuperagio = 2—‘; 100 (7)
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em que Co representa a concentracdo média observada e Cr a concentracdo tedrica/esperada.
Além disso, as variancias e as médias de cada analise foram avaliadas por meio dos testes
F (Snedecor) e T (Student) [24], a fim de verificar se eram estatisticamente semelhantes entre si.
O teste F foi utilizado para avaliar se as variancias entre a repetibilidade e a precisao intermediaria
eram iguais, e o teste 7 foi utilizado para avaliar se suas médias eram iguais, conforme critérios

descritos no Quadro 9.

Quadro 9. Critérios avaliados nos testes F (Snedecor) ¢ T (Student) para analise de variancias e médias.

Aceita-se a hipdtese nula (Ho):

HO: 01 / Oy = 1 pz (),05 o . .
as variancias sao iguais
Teste F (Snedecor) — — -
Hy:6y/0,# 1 < 0,05 Rejelta—§? a.hlpoicese‘nula (Ho):
as variancias sdo diferentes

. _ Aceita-se a hipotese nula (Ho):

Teste T (Student) Hotpa ~ 42 =0 p= 0,05 as médias sdo iguais

este uden
H.: Rejeita-se a hipdtese nula (Ho):
1M — U2 70 p< 0,05

as médias sdo diferentes

A estatistica do teste 7 pode ser calculada de duas formas a depender do resultado obtido
no teste F: se as variancias forem iguais, realiza-se um calculo; se as variancias forem diferentes,
realiza-se outro. Contudo, os critérios anteriormente apresentados para o teste 7 ndo sdo alterados.
Com isso, torna-se possivel determinar se as médias de recuperacdes, ainda que realizadas por

diferentes analistas, sdo estatisticamente similares [24].

3.5.5 Exatiddo

Para o estudo de exatidao, foram utilizados trés niveis de concentragdao: 50%, 100% ¢
150%. Para cada nivel avaliado, preparou-se uma solucdo, cada qual analisada em triplicata
(n=23).

O preparo das solugdes ocorreu da seguinte forma: realizou-se a pesagem de 10,0 mg de
padrao de MCF e 18,2 mg de placebo, posteriormente transferidos para um béquer de 50 mL. Ao
béquer foram adicionados aproximadamente 5 mL de diluente. A solugdo foi levada ao ultrassom
por 30 minutos até que houvesse a dissolugdo de parte do solido. Por fim, ela foi transferida
quantitativamente para um baldao volumétrico de 10,00 mL e seu volume completado com solugao
diluente. Um volume determinado, especifico para o nivel de concentracdo, de cada solucdo foi
adicionado a uma placa de ago inox de 25 cm?, e, a partir desse ponto, foram seguidos os passos
de secagem e transferéncia do sélido para tubos do tipo Falcon, conforme descrito no subitem
3.2.6. Na Tabela 4 (pag. 39), sdo apresentados os volumes aplicados em placa de ago inox para

cada nivel e as respectivas concentracdes teoricas de MCF.
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Tabela 4. Preparages de placebo fortificado com padrdo de MCF.

Nivel / % Volume aplicado em Concentracio de maleato de
placa / mL clorfeniramina / pg mL™!
50 0,050 5,00
100 0,100 10,00
150 0,150 15,00

A exatidao foi avaliada por meio do percentual de recuperagdo do analito, que foi calculado
de acordo com a Equagdo 7. Para atestar esse parametro, estabeleceu-se um intervalo de
recuperacao de 80-110%, conforme preceitua a AOAC [23]. Por se tratar de um método de
recuperagdo por swab, ha uma variabilidade intrinseca, pois ele depende da execugdo da técnica

pelo analista [3,4].

3.5.6 Robustez

Para o estudo de robustez, foram preparadas as solugdes padrao estoque (vide subitem
3.2.3), padrao controle (vide subitem 3.2.5) e amostra (vide subitem 3.2.6). A primeira foi
analisada em triplicata e as demais em duplicata'3.

Na Tabela 5, sdo apresentados os parametros analiticos que foram alterados no estudo de
robustez. Os critérios de avaliacdo da robustez foram o DPR% das recuperacgdes, que nao poderia

exceder 2%, e o percentual de recuperacdo utilizado para avaliacdo da exatidao [23].

Tabela 5. Alteragdes dos parametros analiticos para o estudo de robustez.

(continua)

Parametro Analitico Condicao Controle Condicao Alterada
Tempo de extragao” 30 min 20 min
40 min

Coluna Zorbax CN SB Coluna Hyperclone ODS Cis 120A
Coluna cromatografica (250 x 4,6 mm, 5 um) — (150 x 4,6 mm, 5 pm)
USSF036638 —H20-126788

. 25°C
Temperatura 30°C 35 °C

13 As andlises foram realizadas em duplicata devido ao fato de o estudo de robustez ter sido planejado para permitir
analises continuas no cromatdgrafo, e, como se tratava de um estudo longo, optou-se por reduzir o numero de injegoes
a fim de viabilizar o teste, de modo que ndo fosse necessario interromper o funcionamento do equipamento para
efetuar a troca de fase movel, cuja quantidade em frasco nao seria suficiente para realizar todas as analises necessarias
caso se aumentasse o numero de leituras. Ademais, até esse momento do estudo, ndo haviam sido identificadas
variagdes entre as injegdes, ou seja, os DPR% referentes as injecdes estavam abaixo do valor preconizado para a
adequabilidade do método.
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(concluséo)

Parametro Analitico Condic¢ao Controle Condicao Alterada
-l
Fluxo da fase mével 1,8 mL min"! 1,7 mL min
1,9 mL min™!
1,8
pH da fase movel 2,0
2,2
Alteracio do filtro PVDF 0,22 um PTFE 0,22 pm
Alteragdo de solvente Metanol Acetonitrila

da fase movel

@ O tempo de extragio se refere ao periodo em que a solugdo amostra permaneceu exposta no ultrassom, conforme

procedimento descrito no subitem 3.2.6.

3.5.7 Estabilidade de solucdo

Para o estudo de estabilidade de solugdo, foram preparadas as solucdes padrdo estoque

(vide subitem 3.2.3), padrdo controle (vide subitem 3.2.5) e amostra (vide subitem 3.2.6). As duas

primeiras foram analisadas em triplicata e a solugdo amostra em duplicata'?.

Apbs o preparo, todas as solu¢des foram analisadas e os resultados obtidos considerados

os valores de referéncia (tempo zero). Posteriormente, elas foram armazenadas sob refrigeracgao,

aproximadamente 4 °C, durante os intervalos de 24, 48 e 72 horas. Em cada intervalo, realizaram-

se analises das solugdes, cujos resultados foram comparados com os do tempo zero a fim de avaliar

o DPR%, que ndo poderia exceder a 2%.

14 Idem a nota 14 na pagina anterior.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para proceder com as andlises dos parametros de validacdo, fez-se necessario realizar
estudos de adequabilidade do sistema antes de cada sequéncia de corridas cromatograficas,

conforme descrito no subitem 3.4.

4.1 Adequabilidade do sistema cromatografico

Os resultados médios obtidos para a adequabilidade do sistema cromatografico a partir das

injecdes de solugdes padrao sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados dos parametros de Adequabilidade do Sistema Cromatografico.

Parimetro
Estudo Pratos teoricos Assimetria DPR%
(>15.000) (<2,000) (<2,000%)
Seletividade 26.371 1,306 0,318
Linearidade ¢ 23.307 1,175 0,119
Precisdo (repetibilidade e
. . 26.371 1,306 0,318
intermediaria)
Exatidao 26.107 1,234 0,510
Robustez — Alteracio dos Parametros Analiticos
Condig¢do controle 29.671 1,174 0,302
Temperatura — Coluna 25 °C 28.465 1,174 0,106
Temperatura — Coluna 35 °C 30.592 1,160 0,349
Alteracdo do Fluxo —
o 31.575 1,171 0,681
1,7 mL min
Alteragao do Fluxo —
. 28.257 1,165 0,131
1,9 mL min
Alteragdo de coluna 11.539 1,712 10,995
Alteragdo de pH (1,8) 30.186 1,100 0,587
Alteracao de pH (2,2) 22.975 1,312 0,173
Alteracdo de solvente
. 45.440 1,169 0,328
(acetonitrila)
Robustez — Estabilidade de solucio
Condi¢do controle 22.517 1,237 0,349
24h 24.152 1,248 0,309
48 h 24.229 1,249 0,329
72h 26.669 1,214 0,221

@ Utilizou-se o ponto de 10 pg mL™' da curva B para analise da adequabilidade no estudo de linearidade.

Analisando-se a Tabela 6, observa-se que os critérios de aceitagdo para os parametros
definidos foram cumpridos, haja vista os valores de pratos tedricos terem sido superiores a 15.000,
os de assimetria inferiores a 2 e os de DPR% inferiores a 2%. Apenas para o ensaio de alteracdo

de coluna, em que se optou pela utilizacdo de uma coluna cromatografica do tipo Hyperclone ODS
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Cis 120 (150 x 4,6 mm, 5 pm), houve variagdes significativas dos pardmetros, especificamente
para os valores de pratos teoricos (11.539, inferior ao valor de referéncia) e DPR% (10,995%,
superior ao valor de referéncia).

Esse fato pode estar relacionado a natureza da coluna Cis, que possui uma cadeia carbonica
com dezoito atomos carbonos, predominando o carater apolar. Devido a esse fato, ela ndo reproduz
o mesmo efeito de paridade i6nica que ocorre na coluna Zorbax CN SB (250 x 4,6 mm, 5 pm),
que ¢ capaz de interagir com moléculas positivamente carregadas, como a de 3-(4-clorofenil)-N,N-
dimetil-3-piridin-2-il-propan-1-amina (clorfeniramina), que, em pH 2,0, apresenta carga 2+. Isso
ocorre devido a presenca do grupo nitrila na estrutura do grupo di-isopropil 3-cianopropil silano
(presente na estrutura da coluna cromatografica Zorbax CN SB), no qual o nitrogénio possui carga
parcial negativa, favorecendo a interagdo entre esse grupo e¢ a molécula de clorfeniramina
positivamente carregada. O anion perclorato (ClO4") presente na fase movel atua como contra-ion,
contribuindo para a estabilizagdo do cation formado. Na Figura 7, sdo apresentadas as estruturas
quimicas das duas colunas cromatograficas, sendo mostradas em (a) as cargas parciais presentes
na nitrila do grupo di-isopropil 3-cianopropil silano e em (b), no circulo vermelho, a regido com

carater apolar presente na coluna do tipo Cis [8,19,38].

Figura 7. Estruturas quimicas das colunas cromatograficas Zorbax CN SB, em (a), e do tipo Cis, em (b).

(@) 5 ()

Regido com carater
apolar
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Diferentemente da clorfeniramina, os demais compostos presentes na formulacao nao se
encontram carregados quando em pH 2,0, conforme se observa nos graficos de distribui¢do de
microespécies de cada molécula presentes nos Anexos D (pag. 79), E (pag. 80) e F (pag. 81). O
controle de pH ¢ o fator mais importante quando se pretende controlar a seletividade de amostras

10nicas em cromatografia de fase reversa, sendo mais relevante, por exemplo, que os tipos de
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solvente e a coluna cromatografica utilizados, que apresentam relevancia préxima entre
si [8,19,38].

Na Figura 8, sdo apresentadas a curva de distribui¢do de microespécies de clorfeniramina
em fungdo do pH e as estruturas quimicas existentes em cada faixa, destacando-se em amarelo a
estrutura protonada predominante em pH 2,0. Conforme citado anteriormente, nessa condi¢do, a
molécula de clorfeniramina apresenta carga 2+, o que favorece uma maior interagao e conseguinte

retencdo na coluna cromatografica do tipo Zorbax CN SB.

Figura 8. (o) Grafico de distribuicdo de microespécies da molécula de clorfeniramina em fungéo do pH e

(b) suas respectivas estruturas quimicas.
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Fonte: Graficos e estruturas moleculares disponibilizados pelo colaborador da industria farmacéutica localizada em

Betim, que os obteve via site https://chemicalize.com/.

Conforme citado, o método proposto buscou otimizar outro ja existente e aplicado na

industria farmacéutica localizada na cidade de Betim, no qual se utiliza o solvente acetonitrila
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como fase orgédnica. Portanto, buscou-se com este estudo substituir a acetonitrila por metanol
devido, principalmente, a baixa disponibilidade daquele solvente no mercado aliada a seu elevado
custo e sua maior toxicidade. Na época da realizagdo dos estudos experimentais (segundo semestre
de 2021 — periodo da pandemia de Covid-19), a aquisicdo de acetonitrila foi dificultada devido a
baixa na producdo global. Desse modo, era de suma importancia desenvolver um método validado
que utilizasse um solvente de facil obtencdao, como o metanol. Ademais, a molécula de metanol
apresenta caracteristicas que facilitam sua escolha, como corte na regido do ultravioleta de 205 nm,

proximo aos 190 nm da molécula de acetonitrila [39], e sua polaridade, que ¢ relativamente

proxima a da molécula de acetonitrila [8].
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Os resultados das areas das solugdes amostra — recuperagao com um swab e com dois swabs —, placebo, placebo fortificado com padrao e

diluente sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados avaliados no estudo de seletividade.

Concentracao ¢/ ‘ Recuperacao / Recuperacao Recuperacio
Solucio Replicata s Area  Recuperaciio / % perag: uperag média / DPR%
pg mL pg mL média / % a
ng mL
N 1 10,00 45580 84,85 8,47
mostra com 2 10,00 45681 84.84 8,48 85.86 8,49 0,25
um swab
3 10,00 45805 85,07 8,51
N 1 10,00 54642 101,49 10,15
mostra com 2 10,00 54380 101,00 10,10 101,11 10,11 0,33
dois swabs
3 10,00 54295 100,84 10,08
1 10,00 0,00 0,00 0,00
Diluente 2 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00 0,00
1 10,00 0,00 0,00 0,00
Placebo 2 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10,00 0,00 0,00 0,00
Placeh 1 10,00 52029 96,77 9,68
acebo 2 10,00 51874 96,49 9,65 96,54 9,65 0,22
contaminado
3 10,00 51803 96,35 9,64

“ Trata-se da concentracio tedrica do ativo MCF avaliada neste trabalho, que, para fins de analise, seria obtida em todos os cromatogramas, incluindo nas solugdes

diluente e placebo.
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Pelos resultados apresentados na Tabela 7, infere-se que a recuperagao realizada com dois
swabs foi mais eficiente que a realizada com apenas um. Isso pode estar relacionado ao fato de os
resquicios de farmaco que permanecem apos a utilizagdo do primeiro swab serem recuperados e
incorporados a solugdo contida no tubo de tipo Falcon, uma vez que o primeiro swab pode ter sido
saturado com o solido oriundo da solu¢do amostra, dificultando a recuperagdo integral do analito
em um primeiro momento.

As solucdes diluente e placebo nao apresentaram picos que pudessem interferir na
quantificagcdo do ativo MCF, fato constatado apos analise visual dos cromatogramas, que foram
obtidos por meio de integracao automatica no software LabSolutions SC, em comprimento de onda
de 271 nm. Na Figura 9, sdo apresentados os cromatogramas obtidos para as solu¢des padrio e
amostra, recuperacdo com dois swabs, nos quais os picos de MCF aparecem em torno de
6,20 minutos. Pelo aspecto apresentado, observa-se que, em conformidade com os resultados
apresentados na Tabela 6 (pag.41), os picos referentes ao farmaco apresentam consideravel

simetria.

Figura 9. Em azul, esta representado o cromatograma da solugdo padrio e, em vermelho, esta representado

o cromatograma da solu¢do amostra. Observa-se que o pico de interesse aparece em torno de 6,20 minutos.
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Ressalte-se, todavia, que a constatagdo de coeluicdo, em se tratando de cromatografia
liquida, ¢ realizada por meio de um detector do tipo DAD, do inglés Diode Array Detector, que

permite a constru¢cdo de um grafico tridimensional que relaciona a intensidade do sinal, o tempo
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de retengdo e os espectros de absor¢ao molecular associados a cada pico cromatografico. Dessa
forma, torna-se possivel confirmar se ha a presenga de interferentes em determinado pico, que, no
software LabSolutions SC, ¢ identificada quando o pardmetro Similarity, que diz respeito a
similaridade do espectro do analito estudado em relagdo a um espectro de referéncia, é inferior ao
Threshold, parametro que define o valor teérico minimo de uma dada distribuigao [40]. Entretanto,
o equipamento utilizado ndo dispunha desse detector, impossibilitando essa avaliagao.

Portanto, ap6s avaliagdo dos cromatogramas da Figura 9 e dos dados presentes na Tabela
7, infere-se que o método proposto foi seletivo, ndo tendo sido possivel, contudo, precisar acerca

da pureza do pico do ativo MCF.

4.3 Linearidade

Os dados obtidos a partir das corridas cromatograficas foram lancados no software
Minitab® a fim de estimar a equagdo pelo método dos minimos multiplos quadrados. Na Figura
10, ¢ apresentada a reta obtida apds o estudo de linearidade. Ao realizar uma inspec¢ao visual no
gréafico da figura, infere-se que a curva ¢ apropriada para o modelo linear, uma vez que os pontos
dispostos no grafico possuem relagdo linear aparente. A seguir, € descrita a equagdo da reta

estimada para o modelo:

A=-1081+5390-C (6)

em que 4 € a area sob o pico cromatografico e C ¢ a concentracdo teérica de MCF.

Figura 10. Gréfico de linha ajustado para o modelo linear referente ao farmaco MCF.
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Buscou-se, por meio da aleatorizacdo das sequéncias de preparo e analise das solucdes,
reduzir, a0 maximo, possiveis erros sistematicos, permanecendo apenas os erros intrinsecos ao
sistema utilizado, conhecidos como erros aleatérios [26]. Os erros aleatdrios e seus possiveis
efeitos sobre o modelo podem ser quantificados por meio de analises estatisticas [41]. Todavia,
para saber se os dados obtidos apresentaram erros majoritariamente aleatdrios, realizou-se a

avaliacao da homocedasticidade do modelo, conforme descrito a seguir.

4.3.1 Avaliacdo da homocedasticidade

a) Teste de Cochran

A homocedasticidade dos dados foi avaliada, inicialmente, por meio de inspecao visual do
grafico apresentado na Figura 11. Os valores —783, —1174, 783 e 1174 foram definidos
multiplicando-se o desvio padrao s (391,4), referente as areas utilizadas na regressao linear, pelos
fatores +2 e £3, que representam as quantidades de desvios padrdes utilizados. Sdo considerados
andmalos os valores que ultrapassarem os limites inferior (—1174) e/ou superior (1174), que

correspondem a trés desvios padroes.

Figura 11. Grafico de valor ajustado em relagdo aos residuos.
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Observa-se que a dispersdao dos residuos, estes distribuidos aleatoriamente, em torno da
média apresenta um aspecto homecedastico para a distribuicdo. A auséncia de curvatura ou de
formacao de cones no grafico indica a adequabilidade do modelo, pois, em havendo esses fatores,

observar-se-ia uma tendéncia na dispersdao dos dados, o que poderia indicar, no caso de formacao
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de cones, heterocedasticidade na distribuicdo dos residuos ou que o modelo, caso houvesse a
formagdo de curva, seria quadratico.

Posteriormente, para sequéncia da avaliagdo de homocedasticidade, foram analisados os
parametros do teste de Cochran. Para 15 niveis, uma vez que havia trés curvas analiticas, cada
qual com 5 niveis de concentragao, ¢ 3 replicatas para cada nivel, totalizando 45 dados, 0 Ceritico €
igual a 0,3346. O Ccalculado foi de 0,2291. Diante deste resultado, em que Cecalculado < Ccritico, aceita-
se a hipotese nula, visto que nao ha diferenca significativa entre as variancias nos niveis testados.
Portanto, conclui-se que, apds realizacdo do teste de Cochran, a dispersdo das varidncias
apresentou aspecto homocedastico, corroborando com a interpretagao feita do grafico da Figura

11.

b) Teste de Bartlett

Na Figura 12, ¢ apresentado um grafico representativo da igualdade de variancias obtida
no teste de Bartlett. Analisando-se o grafico, observa-se que os intervalos de comparagdes se
sobrepdem, indicando que as diferencas entre os grupos apresentados ndo sdo estatisticamente
significantes, o que ¢ atestado pelo p-valor obtido, 0,087. Com isso, a hipdtese nula deve ser aceita,

o0 que robustece a conclusao obtida no teste de Cochran.

Figura 12. Teste de Bartlett para igualdade de variancias.
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Destarte, levando-se em consideracao os resultados obtidos pelos testes de Cochran e
Bartlett, em que houve, em ambos os casos, aceitagdo das hipdteses nulas, conclui-se que o modelo

estudado apresentou aspecto homocedastico quanto a dispersao de residuos.
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4.3.2 Teste de Grubbs (outlier)

Na Tabela 8, sdo apresentados os valores Gealculados € 0 p-valor obtidos para cada nivel de
concentracdao avaliado no teste. Por meio dos dados apresentados, observa-se que todos os p-
valores obtidos foram superiores a 0,05, indicando aceitacao da hipotese nula. Portanto, conclui-
se que nao ha evidéncias suficientes para atestar a presenca de outliers no conjunto amostral,
sugerindo, com isso, que todos os dados sdo provenientes da mesma populagdo. Ademais, todos

0s Gealculados foram inferiores ao Geritico, que vale 2,55, reforcando a interpretagdo apresentada.

Tabela 8. Geaiculado € p-valor para cada nivel de concentragéo.

Concentracio / pg mL™! Gealculado p-valor
5,02 1,13 0,43
5,03 1,02 0,92
5,03 1,13 0,42
7,53 1,01 0,98
7,54 1,15 0,13
7,55 1,03 0,89
10,05 1,14 0,30
10,06 1,08 0,69
10,06 1,10 0,62
12,56 1,15 0,24
12,57 1,06 0,79
12,58 1,05 0,81
15,07 1,15 0,21
15,08 1,06 0,76
15,09 1,09 0,66

Na Figura 13 (pag.51), ¢é apresentada a dispersdo dos residuos em fungdo das

concentragdes, em pg mL™" (ou ppm).
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Figura 13. Grafico para teste de outliers.
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Por meio do grafico, observa-se que nenhum residuo ultrapassou os limites inferior e

superior (respectivamente —1174 e 1174) do intervalo de confianga, indicando auséncia de outliers.

4.3.3 Teste de Anderson—Darling (normalidade de residuos)

O p-valor obtido pelo método de Anderson—Darling foi de 0,50, indicando a aceitagdo da
hipdtese nula, e, por conseguinte, atestando que se trata de uma distribui¢do normal de residuos.
O gréfico de probabilidade de residuos (Figura 14a, pag. 52) e o histograma de residuos (Figura

14b, pag. 52) também indicam uma distribui¢do normal, corroborando com o resultado observado.
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Figura 14. Em (a) ¢ apresentado o grafico de normalidade dos residuos e em (b) um histograma que indica
sua distribuicdo normal.
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A estatistica de Anderson—Darling foi calculada, no sofiware Minitab®, definindo-se a
distancia ao quadrado ponderada entre a linha ajustada do grafico de probabilidade' e a fungdo de
etapa nao-paramétrica. O célculo ¢ mais fortemente ponderado nas caudas da distribuicao [42]. Na

Figura 14a, observa-se que os residuos estdo dispersos dentro dos limites indicados pelas linhas

15 Baseando-se, todavia, na distribui¢do escolhida e usando o método de estimativas de minimos quadrados [42].
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continuas vermelhas, demonstrando que a distribuicdo normal fornece um bom ajuste para o
modelo em questao.

Em continuidade a analise, buscou-se verificar o comportamento de normalidade
avaliando-se o histograma da Figura 14b. De acordo com o Teorema Central do Limite, a
distribui¢ao da soma de muitas variaveis independentes entre si, e de mesma distribui¢do, tende a
normalidade (padrdo de gaussiana) a medida que o nimero de varidveis aumenta [43]. Essa
tendéncia ¢ observada no grafico da Figura 14b, que apresenta aspecto de distribui¢ao normal
centrada na origem, na qual cerca de 95% das observagdes encontram-se no intervalo de dois
desvios padrdes da média (—783 e 783), estando fora deste intervalo, portanto, cerca de 5% das

observagoes.

4.3.4 Teste de Durbin—Watson

O valor d obtido foi de 2,762, ou seja, d > du (o valor du de referéncia ¢ igual a 1,566).
Conclui-se, portanto, que nao existe correlacao entre os residuos, o que significa dizer que os erros
referentes a uma observacao nao influenciam erros associados a outra.

Na Figura 15, observa-se, graficamente, a distribuicdo desses residuos e como os pontos
ndo possuem um comportamento que se repete, evidenciando a auséncia de tendéncias e, por

consequéncia, a independéncia dos residuos.

Figura 15. Grafico de dispersdo de residuos em fungao da ordem de observacao.
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Ressalte-se a importancia de verificar se hé correlacao entre os erros, pois, em havendo, a
regressao pelo método dos minimos miultiplos quadrados pode subestimar o erro padrao dos
coeficientes, gerando interpretagdes erroneas de seus preditores, fazendo com estes sejam
considerados significativos quando ndo o sdo [44]. Como ndo houve essa correlagdo, procedeu-se
com a aplicagdo do método, a seguir descrito, partindo-se da premissa de ndo correlagcdo entre

€1T10S.

4.3.5 ANOVA — Minimos Multiplos Quadrados

A fim de verificar se o modelo era significativo, os dados gerados pelas corridas
cromatograficas do padrao de MCF para a constru¢ao da curva analitica foram submetidos ao
método dos minimos multiplos quadrados, conforme descrito no subitem 3.5.2.1.1. Consoante
explanado no teste de Cochran (subitem 4.3.1a), as variancias apresentaram comportamento
homocedastico, indicando que sdo constantes. Com isso, o método dos minimos quadrados
ordinarios mostrou-se adequado para ser aplicado neste trabalho, tendo sido utilizado na
construcdo do modelo. Ademais, os erros demonstraram ndo possuir correlagdo entre si (subitem
4.3.4), o que reduz a probabilidade de uma ma interpretagao dos preditores obtidos apds aplicagao
do método.

Na Tabela 9, sdo apresentados os resultados estatisticos obtidos para o modelo de

regressao.

Tabela 9. Resultados estatisticos da linearidade pelo método minimos multiplos quadrados.

Estatisticas de regressiao

R 0,9998
R? 0,9996
RZajustado 0,9996
Erro padrio 391,4
Observacoes 45
Inclinacao 5389,5
Intercepto —1081,0

Pelos resultados apresentados, observa-se que o modelo ¢ linear, visto que o coeficiente de
correlagdo R foi superior a 0,990, conforme especificacio da RDC 166/17. O coeficiente de
determinagdo R? indica o quio bem a linha de regressdo se ajustou aos dados, medindo o quanto
da variacao da resposta (A) foi explicada pela varidvel concentragdao (C). Portanto, quanto mais

proximo de 1,0000, melhor a linha tera se ajustado aos dados. Neste trabalho, o R? obtido foi de
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0,9996, 0 mesmo valor observado para R?jusuda, indicando que o modelo foi capaz de explicar
99,96% da variabilidade dos dados de resposta ao redor de sua média.

O p-valor calculado para o coeficiente angular foi de 0,00, indicando a rejeicao da hipotese
nula. Com isso, ele foi considerado diferente de zero. J& o p-valor calculado para o intercepto foi
de 0,00, indicando, novamente, a rejei¢do da hipdtese nula, ou seja, assim como o coeficiente
angular, o intercepto ¢ diferente de zero. Com isso, torna-se necessario determinar seu impacto,
visto que ele ¢ estatisticamente significante [45], na resposta realizando a divisdo do valor
encontrado pelo valor médio do ponto central da curva analitica (10,00 pg mL™"). Apos a
realizacdo desse célculo, chegou-se a um percentual absoluto de —2,04%. Para uma faixa de
concentracdo de 80-120%, pode-se utilizar uma extrapolagdo maxima para o intercepto de
5,5% [46], tornando o percentual obtido aceitdvel para os limites estudados neste trabalho. Com
isso, o percentual absoluto de —2,04% foi considerado estatisticamente significante, mas ndo

apresentou relevancia pratica para o modelo [45,46].

4.3.6 Conclusoes sobre os resultados obtidos no teste de linearidade

O modelo de regressao gerado no estudo do padrio de MCF apresentou respostas
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma relagdo linear na faixa estabelecida
do valor especificado (50-150%). As trés curvas preparadas independentemente tiveram seus
residuos dispersos em distribui¢cdo normal sem que houvesse outliers ou tendéncia funcional. A
homocedasticidade foi atestada pelos testes de Cochran e Bartlett. O coeficiente angular
demostrou ser diferente de zero e o desvio observado para o intercepto ndo apresentou relevancia
pratica para o modelo. Diante dos resultados apresentados, a linearidade gerada pela curva do

padrao de MCF atende a todos os requisitos descritos na RDC 166/17.
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4.4 Limites de deteccio e quantificacio

Os resultados obtidos a partir das trés curvas analiticas e utilizados para avaliar os pardmetros limites de deteccdo e quantificacdo sdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Parametros concentragdo e area das curvas analiticas utilizados para determinacéo dos limites de deteccéo e quantificacéo.

Concentracio / pg mL™! ., Concentracio / pg mL™! , Concentracio / pg mL™! ,
Padrao ne Area A He Area B ne Area C
(Curva A) (Curva B) (Curva C)
5,02 26180 5,03 26152 5,03 26032
5,02 26353 5,03 26469 5,03 25931
5,02 26406 5,03 26299 5,03 25583
7,53 39206 7,54 38801 7,55 39498
7,53 39516 7,54 39265 7,55 39855
7,53 39364 7,54 38762 7,55 39204
10,05 52937 10,06 52999 10,06 53124
Maleato de
10,05 52899 10,06 53211 10,06 53197
clorfeniramina
10,05 52906 10,06 53330 10,06 52971
12,56 67271 12,57 66639 12,58 67600
12,56 67292 12,57 66577 12,58 67185
12,56 67419 12,57 66487 12,58 66892
15,07 79612 15,08 80441 15,09 80143
15,07 80400 15,08 79900 15,09 80076

15,07 79706 15,08 79549 15,09 80270
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Na Tabela 11, sdo apresentados os pardmetros intercepto e inclinacdo e seus respectivos

valores para cada curva analitica, bem como a média e o desvio padrao associados a eles.

Tabela 11. Valores de intercepto e inclinacdo para os parametros limites de deteccdo e quantificacao.

Intercepto Inclinacio
Curva A —896,4 5381,3
Curva B —983,2 5367,5
Curva C —1363.4 5419,8
Média —1081,0 5389,5
Desvio padrao 248,4 27,1

Os limites de detecgdo e quantificagdo para o analito MCF foram iguais a 0,15 ng mL™" ¢
0,46 ug mL™!, respectivamente. Estes estdo abaixo da concentragdo limite estudada,
10,0 pg mL~!, indicando que o método foi capaz de detectar e quantificar de forma satisfatoria
baixas concentragdes do composto.

Por mais que nao tenham sido encontrados estudos, na literatura, que tenham utilizado
metodologia similar a deste trabalho, serdao apresentadas algumas abordagens a fim de demonstrar
como tém sido avaliados alguns parametros nos estudos de validacdo do farmaco MCF quando
presente em composi¢des farmacéuticas. Em estudo realizado por Nabi et al [14], os autores
valeram-se de uma metodologia diferente para avaliar simultaneamente os fArmacos paracetamol,
cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina, utilizando, para tanto, uma coluna
cromatografica Princenton Cis (250 x 4,6 mm, 5 pm) e como fase moével (pH 2,5) uma solugdo
tampao fosfato e acetonitrila (95:5) em fluxo isocratico. Como resultado, obtiveram limites de
detec¢do e quantificagdo iguais a 0,031 pg mL™' e 0,093 ug mL™!, respectivamente. A faixa
utilizada para constru¢do da curva analitica foi de 16,25-390 pg mL™'.

Em outro estudo, este realizado por Nezhadali ef al [19], os autores valeram-se de uma
abordagem diferente da anterior, utilizando — a fim de estudar simultaneamente os farmacos
guaifenesina, cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina — uma fase movel (pH 5,5)
composta por tampao fosfato e metanol (85:15) e uma coluna cromatografica FENIL
(250 x 4,6 mm, 5 um). Como resultado, obtiveram limites de detec¢do e quantificacdo iguais a
0,8 ug mL! e 2,1 ng mL!, respectivamente. A faixa utilizada para constru¢do da curva analitica
foi de 7,1-12,2 ng mL™".

Um estudo mais antigo, realizado por Senyuva e Ozden [47], traz outra metodologia para
analise simultdnea dos farmacos paracetamol, cloridrato de fenilefrina e maleato de
clorfeniramina, utilizando como fase mével (pH 6,22) uma solug¢ao tampao fosfato e acetonitrila

(78:22) e coluna cromatografica pBondapak CN RP (150 x 3,9 mm, 10 pm). Como resultado,
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obtiveram limites de detec¢do e quantificagdo iguais a 0,028 ug mL™! e 0,184 pg mL™,
respectivamente. A faixa utilizada para constru¢do da curva analitica foi de 0,3-10 ug mL™".

Os estudos apresentaram em comum a utilizagdo de algum tipo de solucdo tampao, que,
conforme discutido no subitem 4.1, pode ser prejudicial para a vida 1til da coluna analitica e para
todo sistema cromatografico [48]. Todavia, ¢ comum encontrar trabalhos na literatura que
busquem o ajuste de pH por meio de solu¢des tampao e que apresentem bons resultados em termos
de deteccao e quantificagdo, dentre outros parametros, conforme visto nos trés estudos
apresentados, ainda que tenham utilizado diferentes metodologias [14,19,47].

Neste trabalho, contudo, mostrou-se possivel aplicar um ajuste de pH sem a utilizagao de
um sistema tamponado e obter limites de detec¢do e quantificagdo satisfatorios. A ndo utilizagdo
de solugdes tampao dentro do contexto industrial pode reduzir custos no processo, que englobam,
dentre inimeros fatores, seu preparo, pois inclui a compra dos acidos, sais e solventes, além de
vidrarias, € a manuten¢ao de equipamentos, incluindo cromatografos e colunas cromatograficas,

que podem ser danificados devido a formacao de sais [48].



4.5 Precisao

Na Tabela 12, sdo apresentados os resultados obtidos para o parametro precisao repetibilidade.

Tabela 12. Resultados obtidos para o pardmetro precisao repetibilidade.
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Concentracao

Concentracao

Média da

Amostra Replicata Aplicada / Area Recuperada / Recuperacio / % Recuperacio / Média 9a o, DPR%
1g mL-! jg mL-! 1g mL-! Recuperacao / %

1 10,00 52252 9,70 97,00

1 2 10,00 52028 9,66 96,59 9,69 96,83 0,224
3 10,00 52197 9,69 96,90
1 10,00 52311 9,72 97,11

2 2 10,00 52036 9,66 96,60 9,70 96,92 0,283
3 10,00 52268 9,71 97,03
1 10,00 51676 9,60 95,94

3 2 10,00 51738 9,61 96,05 9,59 95,89 0,192
3 10,00 51544 9,57 95,69
1 10,00 53002 9,84 98,40

4 2 10,00 53308 9,90 98,97 9,88 98,81 0,361
3 10,00 53357 9,91 99,06
1 10,00 53271 9,89 98,90

5 2 10,00 52825 9,81 98,07 9,88 98,76 0,641
3 10,00 53495 9,94 99,31
1 10,00 53490 9,93 99,30

6 2 10,00 53506 9,94 99,33 9,91 99,03 0,497
3 10,00 53039 9,85 98,47




60

Jana Tabela 13, sdo apresentados os resultados obtidos para o parametro precisdo intermediaria.

Tabela 13. Resultados obtidos para o parametro precisdo intermediaria.

Amostra  Replicata Apﬁg:;i‘}t;agcgobl Area RecuCpOel;?dl:ltl/.fga(:anl Recuperagio/ % Meédia da Recupera¢io / ng mL™! Recllz/[[)ﬁ:i:g: /% DPR%
1 10,00 50818 9,44 94,42
1 2 10,00 50422 9,37 93,69 9,36 93,56 1,005
3 10,00 49813 9,26 92,56
1 10,00 50975 9,47 94,71
2 2 10,00 50517 9,39 93,86 9,44 94,40 0,493
3 10,00 50921 9,46 94,61
1 10,00 50952 9,47 94,67
3 2 10,00 50585 9,40 93,99 9,43 94,34 0,362
3 10,00 50784 9,44 94,36
1 10,00 55284 10,27 102,72
4 2 10,00 55735 10,36 103,56 10,27 102,74 0,795
3 10,00 54856 10,19 101,93
1 10,00 54252 10,08 100,80
5 2 10,00 53659 9,97 99,70 10,04 100,40 0,608
3 10,00 54201 10,07 100,71
1 10,00 51857 9,64 96,35
6 2 10,00 51666 9,60 96,00 9,60 95,98 0,399
3 10,00 51445 9,56 95,59
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Neste estudo, foram obtidos 1,32% e 3,70% de DPR% para a repetibilidade e precisdo
intermedidria, respectivamente. Em trabalhos recentes, nos quais os autores utilizaram diferentes
abordagens com o intuito de validar métodos para determinag¢do simultdnea de MCF e outros
farmacos, mas se valendo de fases mdveis tamponadas, foram observados valores de DPR% que
estavam de acordo com os mesmos critérios da AOAC abordados neste trabalho. Como exemplo!®,
Aldewachi e Omar [49] utilizaram cinco amostras para determinacdo do DPR% e obtiveram
valores para a repetibilidade e a precisao intermediaria de 1,50% e 2,14%, respectivamente. Por
sua vez, Bachute ef al [18] obtiveram, para os mesmos parametros e utilizando seis amostras,
0,11% e 0,12%.

Abaixo, na Tabela 14, sdo apresentados os resultados obtidos na avaliagdo do DPR% entre

a precisao repetibilidade e a precisdo intermedidaria.

Tabela 14. Resultados obtidos na avaliagdo do DPR% entre a precisdo repetibilidade e a precisdo
intermediaria.

Parametro
Média de recuperacio / % 97,30
Desvio padrao / % 2,685
DPR% 2,759

Analisando-se os resultados apresentados, o DPR% entre a repetibilidade e a precisdo
intermedidria de MCF, 2,8%, cumpriu o critério de aceitacao estabelecido, pois DPR% < 7,3%.
Ademais, a média de recuperagao obtida também se encontrou dentro da faixa preconizada [23].

Mais uma vez, mostrou-se ser possivel atender as especificacdes de normas na validacao
da metodologia analitica proposta cujo pH precisa ser controlado, sem, contudo, dispor de solugdes
tamponadas.

O p-valor obtido para o teste F foi de 0,00, indicando que as varidncias entre a
repetibilidade e a precisdo intermediaria foram iguais. A diferenca observada entre elas pode estar
relacionada as formas de execugdo do processo de recuperagao do analito aplicadas pelos analistas,
visto que o emprego de forga sobre a haste do swab pode interferir diretamente na quantidade de
farmaco recuperado.

Com base no resultado anterior, realizou-se o teste 7 para variancias diferentes, cujo
p-valor foi de 0,38, indicando que as médias obtidas para a repetibilidade e a precisao

intermedidria foram iguais, ou seja, as médias das recuperagdes realizadas pelos dois analistas

16 Ressalte-se que, assim como tratado no subitem 4.4, o objetivo de apresentar esses estudos ndo envolve uma
comparacdo direta entre os valores dos pardmetros analiticos, haja vista tratar-se de metodologias distintas, mas
envolve o desenvolvimento da ideia apresentada neste trabalho, que foi propor um método analitico validado capaz
de gerar bons resultados para a industria parceira e minimizar riscos de operacdo pela utilizacdo de solucdes
tamponadas.
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foram consideradas estatisticamente iguais, embora as variancias tenham sido diferentes. Dessa

forma, com os resultados ora apresentados, conclui-se que o método foi preciso.



4.6 Exatidao

Na Tabela 15, sdo apresentados os resultados obtidos para o estudo de exatidao do método.

Tabela 15. Resultados para o parametro exatiddo para o farmaco MCF.
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(continua)
Nivel / % Curva Replicata C.oncentrag:ﬁo _ Area Concentragdo _ Recuperag:ﬁo no Recuperacio / % Rec}l p.eragﬁo DPR%
Aplicada / pg mL! Recuperada / pg mL™ Nivel / % Média / %
1 5,09 23073 421 41,34 82,68
1 2 5,09 23312 4,25 41,77 83,53
3 5,09 23081 421 41,35 82,70
1 5,04 24983 4,60 45,65 91,30
50 2 2 5,04 24741 4,56 45,21 90,42 91,48 0,47
3 5,04 24451 4,50 44,68 89,36
1 5,14 28579 5,16 50,21 100,43
3 2 5,14 28853 5,21 50,69 101,39
3 5,14 28879 5,22 50,74 101,48
1 10,18 45092 8,22 80,79 80,79
1 2 10,18 45326 8,27 81,21 81,21
3 10,18 44964 8,20 80,56 80,56
1 10,08 54998 10,13 100,50 100,50
100 2 2 10,08 54584 10,05 99,74 99,74 94,24 1,10
3 10,08 54893 10,11 100,30 100,30
1 10,28 57693 10,42 101,37 101,37
3 2 10,28 57998 10,47 101,90 101,90
3 10,28 57944 10,47 101,81 101,81
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(conclusao)
Nivel / % Curva  Replicata QOncentragﬁo Area Concentragao _ Recuperagﬁo no Recuperacio / % ReC}lp.eragﬁo DPR%
Aplicada / pg mL™! Recuperada / pg mL™! Nivel / % Média / %
1 15,27 63096 11,51 113,04 75,36
1 2 15,27 63381 11,56 113,55 75,70
3 15,27 63540 11,59 113,84 75,89
1 15,12 82320 15,16 150,42 100,28
150 2 2 15,12 82085 15,12 149,99 99,99 93,81 2,28
3 15,12 82225 15,14 150,25 100,16
1 15,42 90302 16,31 158,66 105,77
3 2 15,42 90163 16,28 158,42 105,61
3 15,42 90069 16,27 158,25 105,50
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Analisando-se os resultados apresentados, infere-se que o método para deteccdo e
quantificagdo de MCF em amostras residuais do medicamento antigripal estudado na validagao de
limpeza ¢ exato na faixa de concentragdo verificada, visto que as recuperagdes apresentaram
resultados dentro da especificagdo do método, 80%—110%, e atenderam aos requisitos de
recuperagdo especificados na AOAC e aos critérios de aceitacdo estabelecidos na RDC
166/17 [4,23].

Em alguns estudos, os autores utilizam outra forma para determinar a exatidao do método.
No trabalho citado no subitem 4.5, Aldewachi e Omar [49] avaliaram esse parametro por meio do
DPR%, utilizando o mesmo critério para determinar a repetibilidade e a precisdo intermedidria.
Em seu trabalho, eles obtiveram, com cinco replicatas para cada nivel (r=5), um intervalo de 3,02—
3,48%. Neste trabalho, conforme apresentado na Tabela 15, o DPR% variou de 0,47-2,28%,
estando abaixo de 7,3%, limite estabelecido em norma para as condi¢des estudadas [23].

Sabendo-se que os intervalos de recuperagdo e de DPR% obtidos estdo dentro dos limites

estabelecidos, conclui-se que o método foi exato nas condi¢des estudadas.



4.7 Robustez

4.7.1 Alteragdo de parametros analiticos

Na Tabela 16, sdo apresentados os resultados obtidos no estudo de robustez.

Tabela 16. Resultados obtidos para os parametros avaliados no estudo de robustez.

(continua)
Parametro . Conc?ntragﬁo c Concentragio Recuperacio Recuperacio Recllpef‘ag:ﬁo em
analitico Replicata Apllcadfl1 / Area Recuperaﬁtlia/ % Meédia / % DPR% relacio a amostra
pg mL pg mL controle / %
e 2 00 s 15 1o7as -
Tempo de 1 10,00 59868 11,08 110,81
e;‘ff;ﬁio 2 10,00 59564 11,02 110,25 110,53 0,360 102,96
Tempo de 1 10,00 60061 11,12 111,17
ejffiﬂio 2 10,00 59824 11,07 110,73 110,95 0,280 103,36
Temperatura 1 10,00 58252 10,73 107,29
- ZCS"},“CM 2 10,00 58702 10,81 108,12 107,70 0,544 100,33
Temperatura 1 10,00 58407 10,76 107,57
_§5°f,“cna 2 10,00 58581 10,79 107,89 107,73 0.210 100,36
Alteragio do 1 10,00 62096 11,44 114,37
1,7Fl:1“1f‘:n_in,1 2 10,00 61565 11,34 113,39 113,88 0,607 106,09
Alteracao do 1 10,00 55568 10,23 102,35
Fluxo - 2 10,00 55325 10,19 101,90 102,12 0,310 93,13

1,9 mL min™!
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(conclusao)
A Concentraciao Concentracgao ~ L1 Recuperac¢io em
Paran,u.etro Replicata Aplicada / Area Recuperada / Re~cup0er Recuperag Ao Média / DPR% relacio a amostra
analitico I 1 acdo / % ) o
pg mL ug mL controle / %
Alteracio de 1 10,00 4804 0,88 8,85
8,81 0,621 8,21
coluna 2 10,00 4762 0,88 8,77 ’ ’ ’
1 10,00 61483 11,32 113,24
Troca de filtro 5 10,00 61604 1135 113.36 113,35 0,139 105,59
Alteracio de 1 10,00 58811 10,83 108,32
107,95 0,487 100,56
pH (1,8) 2 10,00 58407 10,76 107,57 ’ ’ ’
Alteracio de 1 10,00 52933 9,75 97,49
97,71 0,319 91,02
pH (2,2) 2 10,00 53172 9,79 97,93 ’ ’ ’
Alteragio de 1 10,00 57606 10,61 106,10
Ivent 106,15 0,064 98,88
sorver 2 10,00 57658 10,62 106,19 ’ ’ ’

(acetonitrila)
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Analisando-se a Tabela 16, observa-se que o parametro alterag¢ao de coluna foi o iinico que
apresentou resultado destoante, com recuperacao em relacdo a amostra controle igual a 8,21%,
encontrando-se fora da faixa de aceitagdo de 80—110%. Os demais parametros apresentaram
recuperagdes dentro da faixa de aceitag@o e em todos os casos o DPR% foi inferior a 2%, indicando
que, para essas alteragdes, o0 método se mostrou robusto.

Na Tabela 17, sdo apresentados os tempos de retengdo médios e os erros relativos
associados a cada parametro de robustez. Os tempos de retencdo médios variaram quando
comparados ao da amostra controle, conforme se observa na Tabela 17. Todavia, como fora
descrito no subitem 4.1, os ensaios de robustez atenderam aos parametros de adequabilidade
estabelecidos, ressalvando-se o parametro alteragdo de coluna, que apresentou DPR% superior a
2%, e assim, ainda que os tempos de retencdo tenham sofrido variagdes, os ensaios foram

considerados validos.

Tabela 17. Tempos de retencdo e erros relativos das amostras analisadas no estudo de robustez.

Tempo de retencio

Parametro analitico L 3. . Erro relativo / %
médio / min

Condicao controle 6,391 -
Tempo de extracio — 20 min 6,390 -0,01
Tempo de extracio — 40 min 6,390 -0,01
Temperatura — Coluna 25 °C 6,074 —4,96
Temperatura — Coluna 35 °C 6,190 -3,14
Alterag¢io do Fluxo — 1,7 mL min™! 6,117 —4.30
Altera¢io do Fluxo — 1,9 mL min! 6,186 -3,21
Alteracio de coluna 6,266 -1,96
Troca de filtro 6,394 0,05
Alteracao de pH (1,8) 6,383 -0,13
Alteracao de pH (2,2) 6,330 —-0,96
Alteracao de solvente (acetonitrila) 6,113 —4,36

O maior erro relativo foi observado ao se alterar a temperatura do forno em que ficava a
coluna cromatografica para 25 °C. Os menores erros observados ocorreram nos ensaios de tempo
de extra¢do — em ambos os ensaios — e de troca de filtro. Por mais que tenha havido essas variagoes,
algumas mais significativas que outras, foi possivel identificar e quantificar o ativo MCF em
praticamente todos os ensaios, excetuando-se no ensaio de troca de coluna.

Por fim, conclui-se que o método se mostrou robusto frente as variagcdes propostas neste

trabalho, com uma unica excec¢ao, a troca de coluna.
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4.7.2 Estabilidade de solucdo

Na Tabela 18, sao apresentados os resultados obtidos no estudo de estabilidade de solugdo (amostra), em que constam a condig¢do controle e

os trés intervalos de tempo avaliados: 24 h, 48 h e 72 horas.

Tabela 18. Resultados obtidos para o parametro estabilidade de solugdo em trés periodos.

Parametro Concentragdo ( Concentracio Recuperacio Variacio em relagio a
" Replicata Aplicada / Area Recuperada / Recuperacio / % upera¢ DPR% ¢ ¢
analitico 2 1 Média / % amostra controle / %
pg mL ng mL
Condigio 1 10,00 57647 11,21 112,14
controle 2 10,00 56723 11,03 110,35 111,25 1,143
1 10,00 60016 11,53 115,31
24h 2 10,00 59676 11,47 114,65 114,98 0,402 3,36
1 10,00 60455 11,61 116,15
48 h ’ ’ ’ 115,2 1 1
8 2 10,00 59533 11,44 114,38 5,26 087 3.6
1 10,00 60748 11,67 116,71
72h 2 10,00 60884 11,70 116,97 116,84 0.158 5,03
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Observa-se, pelos percentuais de variagdo em relagdo a amostra controle, que o método
nao se mostrou robusto a partir de 24 horas e sob refrigeracdo de aproximadamente 4 °C, haja vista
que a variacdo excedeu 2%. Isso pode estar relacionado a alguns fatores, dentre eles a volatilidade
dos solventes utilizados na solugdo diluente, uma vez que a recuperagdo média, a medida que as
analises eram feitas, cresceu consideravelmente, passando de 111,25% da condigdo controle a
114,98% em apenas 24 horas. Na analise de 72 horas, foi observada uma recuperagao de 116,84%,
correspondendo a 5,03% de variacdo em relagdo a amostra controle.

Como comparativo, Bachute et al [18] observaram que as solug¢des padrao e amostra dos
compostos analisados foram estaveis apos o periodo de 24 horas. No estudo, os autores utilizaram
uma solucdo diluente composta por metanol e agua, na propor¢ao de 50:50 (v/v). Para o preparo
da solu¢do amostra, foram utilizados 20 comprimidos do medicamento Helpex® Anticold, de modo
que cada capsula continha 2 mg de maleato de clorfeniramina. Assim como no presente trabalho,
os autores utilizaram um intervalo de 30 minutos de solubilizacdo dos compostos em ultrassom,
mas ndo especificaram no estudo em que condig¢des a solucao foi armazenada para verificagdo da

estabilidade.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no estudo proposto para deteccao e quantificagdo de MCF em
amostras de um medicamento antigripal em cépsula na validacdo de limpeza demonstraram que o
método analitico foi linear, preciso, exato, seletivo, relativamente rapido e robusto.

O método foi: linear, pois os coeficientes de correlacdo e determinacdo foram iguais a
0,9998 e 0,9996, respectivamente; preciso, pois o0 DPR% entre a repetibilidade e a precisdao
intermedidria foi igual a 2,8%, menor que os 7,3% estabelecidos em norma; exato, pois as médias
de recuperagdes ficaram entre 91,48% e 94,24%; seletivo, pois ndo foram percebidos, com os
recursos disponiveis, quaisquer indicios de coelui¢do nos cromatogramas obtidos e os resultados
estatisticos corroboraram com essa interpretacdo, embora ndo tenha sido realizada a avaliagdo de
pureza do sinal do pico cromatografico devido a indisponibilidade do detector DAD; robusto,
pois, apds alguns parametros terem sido alterados, nao houve significativas mudangas, exceto para
a troca de coluna, em que se observou uma recuperacdo média de 8,81%, e para o ensaio de
estabilidade de solugdo, em que se observou uma variacao de 3,36% em relagdo a amostra controle
apods 24 horas, indicando possivel evaporacao de solventes. Os limites de deteccao e quantificagao,
para uma faixa de trabalho de 5,00-15,00 ug mL~!, foram iguais a 0,15 pg mL~! ¢ 0,46 pg mL™!,
respectivamente, indicando uma boa sensibilidade do modelo, pois os valores sdo
significativamente inferiores a 10,00 pg mL™!, limite maximo definido neste estudo para a
presenca de MCF como contaminante. Ademais, o método mostrou-se relativamente rapido, visto
que cada andlise cromatografica teve duragao de 10 minutos.

Diante dos resultados obtidos no estudo, da realizacdo dos calculos estatisticos ¢ do
atendimento as especificacdes da RDC 166/17, o método pode ser considerado validado e a sua
implementagdo em analise de rotina pode ocorrer sem grandes restri¢des, haja vista tratar-se de
um método capaz de atender as exigéncias da ANVISA e demais normas no que diz respeito a
validacao de limpeza, ressalvados os parametros troca de coluna cromatografica e estabilidade de
solucdo, que apresentaram resultados destoantes, indicando que a coluna Coluna Hyperclone ODS
Cis 120A (150 x 4,6 mm, 5 pm) nao foi adequada para o presente estudo e que a solucdo amostra
ndo deve ficar armazenada por periodo igual ou superior a 24 horas.

Com isso, conclui-se que o método desenvolvido pode ser aplicado para avaliar a qualidade
de limpeza dos equipamentos e utensilios apds a produ¢do do medicamento antigripal estudado,
ressaltando-se a ndo necessidade de utilizar solugdo tampao para a fase movel, e a versatilidade de
utilizar um solvente de baixo custo, menos toxico ¢ de maior acessibilidade, como é o caso do

metanol quando comparado a acetonitrila.
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ANEXO A — Relatorio de linearidade obtido pelo software LabSolutions SC

Calibration Curve
D# =1
Name : Clorfeniramina
Quantitative Method : External Standard
Function - f(x)=5389,53*x-1080,88
Rr1=0,9998007 R12=0,9996014 RSS=6,587371e+006
FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
Weighted Regression : None
Detector Name : Detector A
. . # | Conc(Ratio)  Area
‘[t‘fg - 1 7,542 3926526
2 10,056 52999.30
3 15069 79706,11
9.0 4 5,031 2603224
5 12,5575 6741921
6 7542 38800,70
7 7.5465 39854.53
8 15,093 80076,12
9| 15,069 80400,18
10 10,046 52905,58
8.0 11| 5,028 26469.44
12] 10,046 52899.17
13 15,093 8014257
14 15,093 80269.53
15 7,5345 39364.24
16 10,056 53330.10
17 15,084 80440.95
55 18 5031 25930.53
3 19 12,57 66639.24
20 | 5,028 26298.79
21 | 15,084 79549.47
22 12,5775 66891.89
23 15,084 7989953
24 5,028 26151,68
25 12,5775 67184 55
6,0 26 12,5775 67599.91
27| 7,542 38762,30
28 10,056 53211.45
29 10,046 52936.86
30 7,5465  39498.16
31 7.5345 39206.11
32 5,023 | 26405,71
50 33 5023 26180,00
? 34 15,069 79612.17
351 123575 6729L75
36 5,031 25582,66
37 12,5575 67271,33
38 5023 26352.67
39 10,062 53123,94
40 7.5345 39515,55
4,0 41 12,57 66577,46
42 7.5465 39204,12
43 10,062 53196.87
4 10,062 52971.03
45 12,57 66487.15
3,0
2,0
1.0
0,0

0,0 02 04 0,6 0,8

5 > >

1,0 12 14 1,6
Conc. [*10"1]
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ANEXO B - Tabela do teste de Durbin-Watson com 5% de significancia

K'=1

dL
0.610
0.700
0.763
0.824
10 0879
11 0927
12 0971
13 1010
14 1045
15 1077
16 1106
17 1133
18 1158
19 1180
1.201
1221
1239
1257
24 1273
25 1288
26 1302
27 1316
28 1328
29 1341
30 1352
31 1363
32 1373
33 1383
34 1393
35 1402
36 1411
37 1419
38 1427
39 1435
40 1442
45 1475
50 1503
55 1528
1549
65 1567
70 1583
75 1598
80 1611
85 1624
90 1635
95 1645
100 1.654
150 1.720
200 1.758

RS - -1

I LR )
D = O

[
1%}

du

1.400
1356
1332
1320
1320
1324
1331
1340
1350
1361
1371
1381
1.391
1401
1411
1420
1429
1437
1446
1454
1461
1.469
1476
1483
1489
1.496
1.502
1.508
1514
1519
1.525
1530
1.535
1.540
1544
1.566
1.585
1.601
1.616
1629
1641
1.652
1.662
1671
1.679
1.687
1.694
1.747
1.779

dL

0.467
0.559
0.629
0.697
0.758
0.812
0.861
0.905
0.946
0982
1.015
1.046
1.074
1100
1125
1.147
1168
1.188
1.206
1224
1240
1255
1270
1284
1297
1309
1321
1333
1343
1354
1364
1373
1.382
1391
1430
1.462
1490
1514
1.536
1554
1571
1.586
1.600
1612
1.623
1634
1.706
1.748

=

du

1.896
1.777
1.699
1.641
1.604
1.579
1.562
1.551
1543
1.539
1.536
1535
1.536
1.537
1538
1541
1543
1.546
1.550
1.553
1.556
1.560
1.563
1.567
1.570
1.574
1.577
1.580
1.584
1.587
1.590
1.594
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1.615
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1.641
1.652
1.662
1672
1.680
1.688
1.696
1.703
1.709
1715
1.760
1.789

dL

0.367
0455
0.525
0.595
0.658
0.715
0.767
0.814
0.857
0.897
0.933
0.967
0.998
1.026
1.053
1.078
1.101
1.123
1.143
1.162
1.181
1.198
1214
1.229
124
1.258
1271
1.283
1.205
1.307
1318
1328
1.338
1.383
1421
1452
1.480
1.503
1.525
1543
1.560
1.575
1.589
1.602
1.613
1.693
1.738

Durbin-Watson Statistic: 5 Per Cent Significance Points of dL and dU
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1.654
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0.734
0.779
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0927
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1.013
1.038
1.062
1.084
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1143
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1193
1.208
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1679
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2.030
1977
1935
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1.848
1828
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1785
1.775
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1759
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1.747
1.743
1.739
1.735
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1.726
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1722
1722
1721
1720
1721
1724
1727
1731
1.735
1739
1.743
1.747
1751
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1776 1518
1.778 1535
1780 1550
1802 1651
1820 1.707
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1923  1.266
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1.893 1.369
1886 1.396
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1862 1.593
1.863 1.665
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Fonte: https://www3.nd.edu/~wevans1/econ30331/Durbin_Watson tables.pdf. Acesso em 07, de

maio de 2023.
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ANEXO C — Tabela do teste de Cochran com 5% de significincia

78

Vi

k 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 16 36 144 o0

2 0.9985 0.9750 0.9392 0.9057 0.8772 0.8534 0.8332 0.8159 0.8010 0.7880 0.7341 0.6602 0.5813 0.5000
3 0.9669 0.8709 0.7977 0.7457 0.7071 0.6771 0.6530 0.6333 0.6167 0.6025 0.5466 0.4748 0.4031 0.3333
4 0.9065 0.7679 0.6841 0.6287 0.5895 0.5598 0.5365 0.5175 0.5017 0.4884 0.4366 0.3720 0.3093 0.2500
5 0.8412 0.6838 0.5981 0.5441 0.5065 0.4783 0.4564 0.4387 0.4241 0.4118 0.3645 0.3066 0.2513 0.2000
6 0.7808 0.6161 0.5321 0.4803 0.4447 0.4184 0.3980 0.3817 0.3682 0.3568 0.3135 0.2612 0.2119 0.1667
7 0.7271 0.5612 0.4800 0.4307 0.3974 0.3726 0.3535 0.3384 0.3259 0.3154 0.2756 0.2278 0.1833 0.1429
8 0.6798 0.5157 0.4377 0.3910 0.3595 0.3362 0.3185 0.3043 0.2926 0.2829 0.2462 0.2022 0.1616 0.1250
9 0.6385 0.4775 0.4027 0.3584 0.3286 0.3067 0.2901 0.2768 0.2659 0.2568 0.2226 0.1820 0.1446 0.1111
10 0.6020 0.4450 0.3733 0.3311 0.3029 0.2823 0.2666 0.2541 0.2439 0.2353 0.2032 0.1655 0.1308 0.1000
12 0.5410 0.3924 0.3264 0.2880 0.2624 0.2439 0.2299 0.2187 0.2098 0.2020 0.1737 0.1403 0.1100 0.0833
15 0.4709 0.3346 0.2758 0.2419 0.2195 0.2034 0.1911 0.1815 0.1736 0.1671 0.1429 0.1144 0.0889 0.0667
20 0.3894 0.2705 0.2205 0.1921 0.1735 0.1602 0.1501 0.1422 0.1357 0.1303 0.1108 0.0879 0.0675 0.0500
24 0.3434 0.2354 0.1907 0.1656 0.1493 0.1374 0.1286 0.1216 0.1160 0.1113 0.0942 0.0743 0.0567 0.0417
30 0.2929 0.1980 0.1593 0.1377 0.1237 0.1137 0.1061 0.1002 0.0958 0.0921 0.0771 0.0604 0.0457 0.0333
40 0.2370 0.1576 0.1259 0.1082 0.0968 0.0887 0.0827 0.0780 0.0745 0.0713 0.0595 0.0462 0.0347 0.0250
60 0.1737 0.1131 0.0895 0.0765 0.0682 0.0623 0.0583 0.0552 0.0520 0.0497 0.0411 0.0316 0.0234 0.0167
120 0.0998 0.0632 0.0495 0.0419 0.0371 0.0337 0.0312 0.0292 0.0279 0.0266 0.0218 0.0165 0.0120 0.0083
o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: http://www.watpon.in.th/table/cochran.pdf. Acesso em 07 de maio de 2023.
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ANEXO D - Grifico de distribuicdo de microespécies de fenilefrina em fun¢io do pH
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Fonte: Grafico disponibilizado por colaborador; site: https://chemicalize.com/.
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ANEXO E - Grafico de distribuicio de microespécies de maleato em funcio do pH
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Fonte: Fonte: Grafico disponibilizado por colaborador; site: https://chemicalize.com/



ANEXO F - Grafico de distribuicdo de microespécies de paracetamol em funcio do pH
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Fonte: Fonte: Grafico disponibilizado por colaborador; site: https://chemicalize.com/.
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