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RESUMO

Baldo, R. A. H. M.. Impacto e confiabilidade das analises tardias em um lote de acido
acetilsalicilico submetido a condi¢cdo de Holding time. 2023. Trabalho de Concluséo
de Curso de Farmacia-Bioguimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Palavras-chave: Acido acetilsalicilico; Holding Time; metodologia alternativa;

variabilidade analitica.

A fabricacdo de medicamentos € um processo complexo e multiprofissional que
depende da atuacgéo dos varios setores de uma companhia farmacéutica e dos 6rgaos
regulatérios e de vigilancia sanitaria para o atendimento de padrdes de qualidade no
sistema de saude.O Holding Time é um estudo que busca avaliar o impacto do tempo
e condicdes de armazenamento na integridade do produto, a partir de testes de suas
propriedades fisico-quimicas, além de analises microbiolégicas. Com o intuito de
avaliar o impacto da estocagem assim como das analises laboratoriais tardias de um
lote de acido acetilsalicilico em escala laboratorial, foi elaborado um fluxo experimental
de trés metodologias, a convencional (amostragens dos time points em dias diferentes
e andlises de cada um no mesmo dia da coleta), a convencional com atraso (analises
realizadas sete dias ap0s as amostragens de cada um dos time points coletados em
dias diferentes) e alternativa (andlise no mesmo dia de todos os time points
amostrados em dias diferentes) que também permitem a avaliacdo da variabilidade
andlitica considerando andlises em dias diferentes ou no mesmo dia. Foram
preparadas solucfes padrao submetidas a leitura espectrofotométrica na faixa de 252
a 308 nm, para determinacdo da concentracdo do ativo (AAS) e produto de
degradacdo (AS) nas amostras. Comparando os resultados analiticos das trés
metodologias foi observado que quando analisados em dias diferentes, os time points
nao permitiam uma determinacdo de tendéncia referente as concentracdes de AAS e
AS. Por outro lado, a metodologia alternativa, na qual os time points foram analisados
no mesmo dia, permitiu a identificacdo do decaimento da concentracao de ativo com
o tempo de Holding Time proposto. Conclui-se que o método alternativo foi o mais
adequado para analisar o AAS e definir seu perfil degradativo durante o periodo de

HT, uma vez que permitiu reduzir a variabilidade analitica.



ABSTRACT

The manufacture of medicines is a complex and multiprofessional process that
depends on the performance of the various sectors of a pharmaceutical company and
the regulatory and sanitary surveillance bodies to meet quality standards in the health
system. The Holding Time is a study that seeks to evaluate the impact of time and
storage conditions on the integrity of the product, from tests of its physicochemical
properties, as well as microbiological analyses. In order to evaluate the impact of
storage as well as late laboratory analysis of a batch of acetylsalicylic acid on a
laboratory scale, an experimental flow of three methodologies was elaborated, the
conventional (sampling of time points on different days and analysis of each on the
same day of collection), the conventional with delay (analyses performed seven days
after the sampling of each of the time points collected on different days) and alternative
(analysis on the same day of all time points sampled on different days) which also
allow the evaluation of the analytic variability considering analyses on different days or
on the same day. Standard solutions were prepared submitted to spectrophotometric
reading in the range of 252 to 308 nm to determine the concentration of the active
ingredient (ASA) and degradation product (AS) in the samples. Comparing the
analytical results of the three methodologies it was observed that when analyzed on
different days, the time points did not allow a trend determination regarding the
concentrations of ASA and AS. On the other hand, the alternative methodology, in
which the time points were analyzed on the same day, allowed the identification of the
decay of the asset concentration with the proposed Holding Time time. It is concluded
that the alternative method was the most appropriate to analyze the ASA and define
its degradative profile during the HT period, since it allowed to reduce the analytical

variability.



1. INTRODUCAO

1.1.IndUstria Farmacéutica

A industria farmacéutica é um setor produtivo que tem impacto direto na qualidade
de vida das pessoas, de modo que, a partir da producdo de medicamentos, contribui
para a manutencéo da saude e bem-estar global. Sdo os medicamentos o método de
tratamento de doencas, patologias e/ou comorbidades, além de em alguns cenarios
aplicados como medidas preventivas e/ou profilaticas contra comorbidades.

A fabricacdo de medicamentos é um processo complexo e que esta sempre em
busca de inovacao, visto as diversas possiveis rotas de sintese de farmacos, formas
farmacéuticas, vias de aplicacdo, variabilidade genotipicas e fenotipica entre
individuos e também evolucao sensivel de microrganismos causadores de doencas.
Esse processo é composto por diversas etapas, desde o planejamento do farmaco até
a avaliacdo final do produto acabado e, posteriormente, sua comercializacdo no
mercado, criteriosamente previstas e normatizadas. (Propec, 2021).

Com o intuito de se garantir o sucesso de um tratamento farmacologico é
necessario um rigido controle da producéo industrial, seguindo os critérios, legislacdes
(RDCs) e instrucfes normativas (INs) aprovados e vigentes no momento do registro
do medicamento para assegurar sua a qualidade, eficacia e seguranca. (Almeida,
2020).

1.2.Garantia de Qualidade

O estabelecimento de normas e padrdes de qualidade a serem seguidos pela
industria, pelos érgdos regulamentadores como ANVISA, FDA, EMA etc, com o intuito
de assegurar que os medicamentos disponiveis no mercado sejam seguros e eficazes
no tratamento dos pacientes alvo € vital para o direcionamento de uma empresa e de
seu escopo de atuacdo. As normas vigentes referentes as Boas Praticas de
Fabricacéo sao a Resolugcdo RDC N° 658 e a Instrugao Normativa IN N° 138 de 30 de
marco de 2022 que trazem as definicbes e conceitos pertinentes ao gerenciamento

do sistema da qualidade de uma empresa farmacéutica.



‘A concepgao do produto seja
alcancada por meio do projeto,
planejamento, implementacéo,
manutencdo e melhoria continua de um
sistema que permita a fabricacdo
consistente de produtos com atributos de
qualidade apropriados.” (RDC 658, 2022).

O trecho faz referéncia ao artigo 8 da resolucdo, que dispde dos itens a serem
garantidos para um sistema da qualidade adequado, reforcando que dentro desse
segmento industrial ndo apenas deve ter-se com foco o setor de producédo e a
fabricacdo exponencial de medicamentos comercializaveis, a planta fabril deve estar
certificada e apta aos processos, toda a documentagéo precisa seguir e atender aos
critérios de integridade de dados, os equipamentos necessitam estar qualificados para
uso, os colaboradores internos e/ou externos/terceiros devem ser devidamente
treinados para a execucdo de suas atividades e todo o sistema de classificacdo de
areas, seguranca e manutencao técnica mapeado, atendendo a todos os padrbes de
vigilancia sanitéria.

Todos esses topicos estdo intimamente ligados ao setor da qualidade, area essa
muito ampla e que tem grande impacto na rotina de uma fabrica, podendo ser
subdividida em controle de mudancas (gerenciamento das propostas de mudancas de
processos e/ou condi¢bes ja validadas e qualificadas), documentacédo (cadastro de
informacdes e controle de procedimentos operacionais padréo), desvios de qualidade
(controle de nao conformidades com os fluxos ja estabelecidos e validados),
treinamentos (capacitacdo dos colaboradores), validacdo (assegurar a autenticidade
e seguranca das condi¢cOes propostas), qualificacdo (realizacdo da certificacdo das
areas e equipamentos), controle de qualidade (analise laboratorial dos produtos). (IN
N° 138, 2022).

Visto a importancia do setor, faz-se necessario que haja uma relacédo profissional
de interdependéncia e multidisciplinaridade, de modo a néo ser setorizada a qualidade
de um produto, assim, resultado final, ou seja, o sucesso do tratamento farmacéutico
sera obtido com critérios de qualidade. Estes que serdo regularmente avaliados em
vistorias técnicas e auditorias regulamentares, seguindo o pensamento de Henry Ford,

“quality means doing it right when no one is looking” (“qualidade € fazer o certo quando
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ninguém esta olhando”), logo, o atendimento das Boas Praticas de Fabricagdo deve

ser um valor constante e ndo apenas uma prioridade. (Ford, s.d.).

1.3.Validagéo

Como uma das areas englobadas dentro do escopo da garantia de qualidade, a
validacdo é um setor crucial numa companhia farmacéutica. Este setor é responsavel
por assegurar a qualidade de um produto, através da avaliagdo dos processos
envolvidos na sintese e comercializacdo de um medicamento, provando que
desempenham o resultado esperado. (RDC 658, 2022).

Pode ser subdividida em Validacdo de Método, Processo, Limpeza, Filtracdo
Esterilizante, Media Fill, Transporte e Holding Time (HT), que atuam desafiando os
métodos de andlise dos medicamentos, processos e equipamentos produtivos, 0s
meios de limpeza dos equipamentos, as condicdes assépticas das areas, o transporte
dos produtos e sua estocagem.

Com isso, podem ser estabelecidos parametros de desempenho para operagéo
dos equipamentos em multiplos cenérios, materiais de limpeza adequados para cada
caso, tempo necessario para crescimento microbiano proveniente de residuos pos
fabricacéo e pré-limpeza, bem como filtros que reduzem a biocarga de uma etapa para
a outra, o tempo de acondicionamento inter etapa e métodos que garantam uma
andlise precisa dos produtos a fim de se garantir suas especificacbes dentro dos
limites aceitaveis, ndo prejudiciais ao paciente e que tenham o efeito terapéutico

desejado.

1.4.Holding Time

O Holding Time é um segmento ou continuidade da validacdo de processo que
estuda o potencial efeito cumulativo que o tempo de parada entre as etapas produtivas
durante a fabricacéo pode gerar o produto intermediario ou granel. Dessa forma, € um
estudo que consiste em manter o produto armazenado pelo tempo maximo estipulado
em determinadas etapas do processo, respeitando as condi¢cdes de armazenamento
e ambientais, atendendo as especificagcbes do produto ndo impactando em sua
qualidade, seguranca e eficacia.
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Essa avaliacdo a ser realizada com o produto é importante para a atuacao de
outros setores em caso de algum acidente ou incidente durante a fabricagcdo que
demande a interrupcao da fabricacéo; necessidade de transportar e embalar um bulk
em outra unidade ou empresa; possiveis adequacdes do processo e, primordialmente,
0 estabelecimento de tempos validados que garantam a estabilidade do medicamento
e atendam as necessidades do setor de producéo.

A elaboracao e conducéo de um estudo de HT deve ser alinhada previamente com
0s setores da producdo e com a equipe de planejamento (PCP) de modo a organizar
tempos de parada produtiva a serem respeitados durante a fabricagcdo. E necessario
um conhecimento do produto, sua rota de sintese, as etapas produtivas, pontos de
parada, quais analises laboratoriais podem ser realizadas em cada ponto do processo
e todas essas informacfes devem estar mapeadas em protocolos de estudo e
procedimentos operacionais padrdo (POP) revisados e aprovados pelas é&reas
envolvidas. (WHO, 2015).

Cada um desses topicos € referente a um setor especifico da industria
farmacéutica, todas as informacfes técnicas podem ser obtidas com a equipe de
desenvolvimento farmacotécnico, as andlises laboratoriais e metodologias analiticas
devem ser tanto de conhecimento do desenvolvimento quanto do controle de
qualidade, o processo de fabricacdo (rota, equipamentos, matéria-prima etc) esta
contida nas ordens de producado (OPs) e instru¢des de fabricacao (IFs) criadas pela

equipe de documentacao técnica e utilizadas pelo setor produtivo.

Figura 1. Fluxograma de fabricacdo de um comprimido revestido.

matérias-primas Tamizagao dmida _’(Cahbragao H Secagem }—‘

Granulacio seca - - Embalagem
— acad —> Mistura [* Compressdo [ REVESTIMENTO [  primaria
(cahbragao) e secundaria

Fonte: Silva, B. M. S. R. da, Medina, F., Rocha, H. V. A., & de Oliveira, A. R. (2016).
(adaptado).

A figura 1 utilizada apresenta um fluxograma simplificado do ciclo de um produto

farmacéutico dentro da industria, sendo exemplificadamente descrito o processo de



12

fabricacdo de uma forma farmacéutica sélida (comprimido revestido). Apdés o
planejamento do farmaco, desenvolvimento do medicamento, lotes piloto e lotes de
validacédo, é entédo realizada programacéo para a fabricacdo do produto na rotina, de
acordo com suas OP e IF vigentes. No caso de mudancas futuras, estas devem ser
previstas e avaliadas em controle de mudancas - CM. Sobre o comprimido revestido,
sua producdo comeca com a pesagem das matérias primas, as quais sao peneiradas
juntamente aos excipientes e entdo é feita uma mistura, que sera compactada e
submetida a uma granulacdo por via seca ou via umida (com o emprego de uma
solugéo aglutinante), permitindo a formacao de granulos que posteriormente passarao
pelos processos de secagem e moagem. A seguir, 0s granulos serdo submetidos a
compressado (adiciona-se um lubrificante para reduzir aderéncia ao equipamento e
facilitar escoamento) e, posteriormente, revestidos com uma solucdo de revestimento
(a fim de proteger suas propriedades fisico-quimicas, reduzindo degradac¢fes do ativo
e/ou crescimento microbioldgico). Por fim, os comprimidos revestidos serdo
embalados e preparados para transporte. (Science Info World, 2012).

A fim de estudar a estabilidade do produto, sdo delineados pontos de interrupcao
de um processo rotineiramente continuo em que o lote deverd ficar estocado nas
condicbes de armazenamento e prazos definidos previamente. Sendo estabelecido
pelos guias de Holding Time da Organizacdo Mundial da Saude, no anexo 4, deve ser
realizada a avaliacdo, seguindo o exemplo da figura 1, do impacto da parada entre a
pesagem e manipulacdo; entre a manipulacdo e a compressao; entre a compressao
e 0 revestimento; entre o revestimento e a embalagem primaria.

Para cada etapa definida no estudo ou time point (TO, 7, 14 ...), é feita a coleta de
amostras especificas referentes aquele ponto do processo de fabricacdo, que sdo
enviadas ao controle de qualidade para andlise, com o intuito de obter dados que
provem que o medicamento mantém sua descri¢ao, pH, teor, produtos de degradacéo,
uniformidade, umidade, biocarga, endotoxina e esterilidade dentro dos limites
aceitaveis para seu desempenho sem causar potenciais efeitos toxicos ao paciente.
Todos os resultados analiticos devem ser compilados em relatério de estudo e
avaliados estatisticamente para validacdo dos tempos de parada produtiva e

condi¢cbes de armazenamento.
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1.5.Controle de Qualidade

O setor responsavel por avaliar a qualidade dos produtos previamente a sua
comercializacdo no mercado é o controle de qualidade. Seguindo as boas praticas
laboratoriais, descritas ha Resolugdo RDC N° 512, de 27 de Maio de 2021, a area é
responsavel pela realizacdo de analises especificas para cada produto acabado,
seguindo métodos analiticos validados para cada teste analitico a fim de se comprovar
que as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas atendem a
faixa de especificagdo estabelecida, determinando se o medicamento &€ seguro e
eficaz.

O controle de qualidade atua ndo apenas em produtos de linha, mas também em
novos produtos que estdo sendo desenvolvidos, isso porque é necessario avaliar o
impacto de mudancas em produtos legados (produtos ja estabelecidos) e o
comportamento de um langcamento quando introduzido na linha de producédo. Dessa
forma, esta sempre em atuacdo conjunta com o0s setores de desenvolvimento,
producéo e validacéo. (Parekhplast India Limited, 2016).

Por ser um setor que atua juntamente a outros, ha um elevado recebimento de
amostras para analise. Essas analises devem ser realizadas o quanto antes, visto que
o tempo de espera entre a coleta de amostra e o inicio de sua analise pode impactar
em sua qualidade, na geracdo de produtos de degradacdo e crescimento
microbiolégico.

No ambito de entrega de amostras de estudo de HT, é ainda mais crucial a
priorizacdo das analises, visto que o lote produtivo j4 esta sob estresse devido a
estocagem planejada por tempo determinado e o periodo de analise ou atraso nao
esta previsto em um estudo para validacdo de tempos de Holding Time, podendo
assim comprometer os resultados analiticos e sua representatividade para o lote de
producao.

Outro fator importante quanto as analises e seus resultados sdo os pontos de
variabilidade, ou seja, as condi¢cOes de realizacdo das analises. Isso porque, cada
medicamento tem uma estabilidade prépria a qual esta sujeita a risco dependendo
ndo somente do tempo até a realizacdo das andlises laboratoriais, mas também da
temperatura e umidade ambientais de armazenamento que variam considerando

analises realizadas em dias e condi¢cOes diferentes.
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1.6.Acido Acetilsalicilico

O tempo previsto de HT de um produto em estudo € um fator decisivo para validar
um produto.Dessa forma, o tempo entre a coleta/entrega e a analise de uma amostra
(conhecido como lead time ou LT) torna-se um ponto de impacto para esse segmento
da validacao.

Com o intuito de compreender o potencial efeito do aumento do LT em estudos de
Holding Time foi pré-selecionado como objeto de andlise o medicamento Acido
Acetilsalicilico (AAS).

O AAS é um anti-inflamatorio n&o esteroidal administrado via oral recomendado no
tratamento de quadros de dor e febre, sendo um comprimido ndo revestido analgésico
e antipirético (EMS S/A, bula), e, também, na forma farmacéutica de comprimido
revestido, como atenuante do agregamento plaquetério, bloqueando a formacgéo de

émbolos e trombos venosos. (AAS® Protect, bula Sanofi).

Figura 2. Estrutura Molecular e Reagédo de Sintese do AAS.

Oy -OH HO___O

|| (@)
HO—S—CH .
Acido Anidrido I Acido
Salicilico Acético e Acetilsalicilico
Sulfirico

Fonte: Biologia - Manual do Enem (adaptado)

Assim como mostrado na figura 2, o acido acetilsalicilico € um composto formado
pela juncdo das funcdes quimicas de acido carboxilico e éster, logo contém o que é
denominado agrupamento misto. O AAS é sintetizado a partir de uma reag¢ado quimica
entre o acido salicilico (AS) e o anidrido acético na presenca de agua e cido sulfurico,
para catalisar a reacdo, e produzir uma mistura que passara por etapas de
aguecimento, resfriamento, cristalizacdo e filtracdo até que possa ser finalizada a

producdo da substancia e o excesso de anidrido possa ser eliminado (MIRA, 2022).
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O AAS é um composto que se degrada a partir de uma reacdo de hidrodlise, como
mostrado na figura 3.

Figura 3. Hidrolise do Acido Acetilsalicilico.

COOH COOH
OCOCH; OH
acetylsalicylic acid salicylic acid acetic acid

Fonte: RecNotes

A umidade é um fator a ser considerado na avaliagdo desse medicamento, visto
gue sua hidrélise ocorre na presenca de agua, levando a formacdo de AS e acido
acético. A cinética de sua degradacéo segue reacao de pseudo-primeira ordem, logo
a medida que a concentracdo dos reagentes aumenta a velocidade da reacéo tem um
aumento proporcional e em quantidades elevadas de um dos reagentes esse aumento
€ exponencial. Consequentemente, ha uma degradacéo rapida do acido acetilsalicilico
como em uma reacdo de segunda ordem, considerando a concentracdo de AAS
variante e a de agua fixa. (ONAH, 2003).

Dessa forma, o acido acetilsalicilico, quando submetido ao estudo de estresse que
€ o Holding Time, esta sujeito a degradacéo por varios fatores interconectados: o
tempo entre as amostragens realizadas; o tempo entre a coleta das amostras e as
analises de fato; o tempo de retardo para inicio das analises e as condi¢des térmicas
e higroscépicas de seu acondicionamento ou estocagem.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é avaliar o impacto do retardo nas analises laboratoriais
realizadas em um lote laboratorial de acido acetilsalicilico estocado e acondicionado
para estudo de Holding Time.

Serdo considerados trés métodos de estudo: amostragens pontuais e analises

imediatas; amostragens pontuais e analises retardadas; amostragens pontuais e
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analises realizadas no mesmo dia. Com isso, pretende-se comparar cada uma das

trés estratégias com as demais e determinar o potencial de variabilidade entre elas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Lista de Materiais

3.1.1. Vidrarias Utilizadas

A execucédo dos experimentos ocorreu com a utilizacdo dos seguintes materiais:

« Balbes volumétricos 50 e 100mL;

« Becker;

« Micropipetas;

e Pissetas;

e Ponteiras;

« Acido acetilsalicilico (Lote: 229667 / Validade: 10/2023);
« Acido salicilico (Lote: 230168 / Validade: 10/2026);

o Metanol (Lote: 231238 Validade: 10/2023).

3.1.2. Equipamentos Utilizados

A execucdo dos experimentos ocorreu com a utilizagdo dos seguintes

equipamentos:

o Balanca Analitica (TAG: CF-001);
o Espectrofotometro UV-Vis (TAG: CF-766).

3.1.3. Softwares Estatisticos Utilizados

A realizagdo dos testes estatisticos ocorreu com o0 auxilio dos seguintes

softwares:

o Microsoft Excel;
e Minitab 18.



17

3.2.Método de Diluicdo e Preparacdo da Curva de Calibracéao

Foram preparadas 9 solucdes padrdo contendo diferentes concentracfes de acido

acetilsalicilico (AAS) e de &cido salicilico (AS), conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Solucbes padrdo (#1 a #9) contendo diferentes concentracdes de AAS (54,0 a
126,0 ug/mL) e AS (0,0 a 9,7 ug/mL).

Solucdo padrdo  Concentragdo de AAS(ug/mL) Concentracdo de AS (ug/mL)

#1 90,0 0,0
#2 72,0 1,4
#3 108,0 1,4
#4 54,0 4,1
#5 90,0 4,1
#6 126,0 4,1
#7 72,0 6,9
#8 108,0 6,9
#9 90,0 9,7

Fonte: Minitab 18

As solucdes padréo foram analisadas por espectroscopia UV-VIS.

3.3.Métodos de Estudo de Holding Time

3.3.1. Método Convencional

O método convencional utilizado em estudos de Holding Time é a realizacdo
de coletas de amostras, respeitando os time points definidos, sucedidas por analises
laboratoriais imediatas.

Foram definidos os time points para o método convencional de HT da seguinte

forma: fracionou-se o AAS sélido em 4 porgoes:
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e Porcao 1 (controle): analisada no inicio do estudo (T0);
e Porcado 2: mantida em estufa (50°C) e analisada apés 7 dias (T7);
o Porcao 3: mantida em estufa (50°C) e analisada apds 14 dias (T14);

o Porcao 4: mantida em estufa (50°C) e analisada apds 21 dias (T21).

As amostras TO, T7, T14 e T21 foram diluidas e analisadas em espectroscopia
UV-VIS.

3.3.2. Método Convencional com Atraso

O método convencional com atraso considerou a realizacdo de coletas de
amostras, respeitando os time points definidos assim como em um Holding Time
convencional, porém com a realizacdo de analises laboratoriais ocorreu apenas 7
dias apos as coletas.

Foram definidos os time points para o método convencional com atraso de HT da

seguinte forma: fracionou-se o AAS sdlido em 4 porgdes:

o Porcao 1 (controle): coletada no dia 0 e analisada no dia 7 (T0+7);

o Porcdo 2 mantida em estufa (50°C), coletada no dia 7 e analisada no dia 14
(T7+7);

e Porcdo 3 mantida em estufa (50°C), coletada no dia 14 e analisada no dia 21
(T14+7);

e Porcado 4 mantida em estufa (50°C), coletada no dia 21 e analisada no dia 28
(T21+7) dias.

As amostras TO+7, T7+7, T14+7 e T21+7 foram diluidas e analisadas em

espectroscopia UV-VIS.

3.3.3. Método Alternativo

O método alternativo utilizado para fins de estudos € a realizacdo de coletas de
amostras, respeitando os time points definidos assim como em um Holding Time

convencional, porém com a realizagdo de analises laboratoriais no mesmo dia.
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Foram definidos os time points para o método alternativo de HT da seguinte

forma: fracionou-se o AAS sélido em 4 porc¢oes:

Porcao 1: mantida por 21 dias no freezer (-20°C) (TO0),

e Porcao 2: mantida por 14 dias em freezer (-20°C) e 7 dias em estufa (50°C)
(T7);

e Porcado 3: mantida por 7 dias em freezer (-20°C) e 14 dias em estufa (50°C)
(T14);

e Porcao 4: mantida por 21 dias em estufa (50°C) (T21).

As amostras TOA, T7A, T14A e T21A foram coletadas no dia 21, diluidas e

analisadas em espectroscopia UV-VIS.

3.4.Amostragens

As amostragens realizadas respeitaram os time points estabelecidos para estudo
de cada um dos métodos de Holding Time, sendo realizadas as pesagens em
balanca analitica (TAG: CF-011) e diluidas para se obter concentracao tedrica de
AAS de cerca de 90,0 ug/mL.

A estocagem das amostras foi realizada em freezer (TAG: CF-124) e estufa
(TAG: CF-148), de modo a avaliar o perfil de degradacao do AAS quando submetido

a temperaturas extremas.

3.5.Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia UV-VIS permite quantificacdo das concentracdes de AAS e AS
em solucdo para cada um dos trés métodos, utilizando como referéncia a curva de
calibracdo preparada (conforme descrito anteriormente) e lida em espectrofotdbmetro
UV-Vis (TAG: CF-766).

As solucdes padrao e amostras foram lidas em triplicata, na faixa de comprimento
de onda de 252 a 308 nm. A quantidade de AAS e AS nas amostras foi calculada
utilizando-se modelo de regressao por minimos quadrados parciais obtidos a partir

das solucdes padréo.
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3.6. Estatistica

A avaliacdo estatistica permite a interpretacdo critica dos dados numéricos
obtidos. Dessa forma, utilizando o minitab 18 sera avaliado em perfil comparativo
todos os resultados obtidos para as trés metodologias de estudo de Holding Time

utilizadas para a avaliacao do perfil degradativo do acido acetilsalicilico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a realizacéo das analises laboratoriais em dias diferentes de acordo
com o plano de amostragem definido previamente, foram obtidas ao todo cinco curvas
de calibracdo para adequacgédo dos resultados das amostras referentes aos time
points. Utilizando as curvas para adequacao dos ajustes estatisticos, foram obtidos os
resultados brutos de concentracdo de AAS e AS, em triplicata para cada amostra
analisada, sendo calculados os seguintes valores médios para cada ponto amostral
(Tabela 2). Na Figura 4 estdo representados os espectrogramas obtidos para as
solucdes padrao (esquerda) e amostras (direita), na faixa de comprimento de onda de
252 a 308 nm.

Figura 4. Espectrogramas das solucfes padréo (esquerda) e amostra (direita) obtidos na
faixa de comprimento de onda de 252 a 308 nm.
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Tabela 2. Resultados de concentracdo de AAS obtidos para as amostras analisadas ao
longo do tempo (TO, T7, T14, T21) para os métodos convencional, convencional com atraso

e alternativo.

Convencional

Réplica Tempo Convencional com Atraso Alternativo
A 0 98,52 100,59 106,85
B 0 97,24 100,47 102,05
C 0 104,24 98,94 91,10
A 7 120,01 69,60 90,43
B 7 108,66 72,23 89,59
C 7 108,03 69,60 86,88
A 14 76,16 101,40 88,37
B 14 74,58 101,44 87,85
C 14 74,77 102,57 85,17
A 21 108,04 95,90 84,74
B 21 109,78 97,54 82,78
C 21 108,63 96,89 86,40

Fonte: Microsoft Excel

A quantificacdo de AAS e AS foi realizada empregando-se modelo de regresséo
por minimos quadrados parciais (PLS - Partial least squares). O resumo dos ajustes
dos modelos obtidos nos experimentos convencional, convencional com atraso e

alternativo estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Resumo dos dados dos modelos de regresséo por minimos quadrados parciais

(PLS) utilizados nos experimentos convencional (TO, T7, T14 e T21), convencional com

atraso (TO+7, T7+7, T14+7 e T21+7) e alternativo (TOA, T7A, T14A e T21A).

Dia R2 [AAS] R2[AS] Amostras
0 0,99952 0,99993 TO
7 0,99942 0,99991 T7/TO+7
14 0,99984 0,99997 T14 / T7+7
21 0,99751 0,92654 T21/T14+47 / TOA; T7A; T14A; T21A
28 0,99954 0,99954 T21+7

Fonte: Minitab 18

Os valores de R2[AAS] e RZ2[AS], apresentados na Tabela 2, indicam alta

capacidade dos modelos de regressao PLS em predizer as concentracdes de acido

acetilsalicilico e &cido salicilico, respectivamente. Os graficos de dispersdo dos

valores preditos (Y) e dos valores tedricos (X) de AAS (esquerda) e AS (direita) obtidos

para o modelo PLS referente ao dia 21 (Tabela 3) estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Grafico de dispersao dos valores preditos (Y) e AS (direita) obtidos para o modelo PLS referente ao dia 21.
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A expectativa do estudo de Holding Time é encontrar resultados decrescentes para
a concentracdo de acido acetilsalicilico e resultados crescentes para a concentragdo
de acido salicilico, de modo a comprovar que o teor de AAS decai em solu¢cdo com o
tempo e seu produto de degradacédo, o AS, aumenta em concentracdo. Entretanto,
observando os dados dos experimentos convencional e convencional com atraso (ver
Tabela 2), nota-se uma inconstancia nos valores obtidos, com alta variabilidade nas
concentracfes de AAS. A alta variabilidade pode ser explicada pela variabilidade
analitica entre os diferentes dias, o que dificulta avaliar o decaimento previsto das
concentragdes de AAS. Por outro lado, os resultados de concentracdo de AAS obtidos
para o método alternativo apresentaram menor variabilidade (ver Tabela 2), o que
permite identificar o padrdo de degradacéo esperado.

Os graficos de dispersdo de concentracdo de AAS (Y) ao longo do tempo (X)
obtidos para os métodos convencional (esquerda), convencional com atraso (centro)
e alternativo (direita) estdo apresentados na Figura 6. Para os métodos convencional
e convencional com atraso, nota-se que nao € possivel avaliar tendéncia de
decaimento das concentracbes de AAS e, conseguentemente, ndo € possivel
determinar o prazo de validade (ver Figura 6). Por outro lado, os dados de
concentracdo de AAS obtidos pelo método alternativo apresentam tendéncia de
decaimento, o que permitiu estabelecer um prazo de 30 dias até que a concentracéo
de AAS atinja cerca de 70% da concentracéo inicial (ver Figura 6).

A realizacdo das andlises do método alternativo nas mesmas condi¢Oes
experimentais possibilitou reduzir a variabilidade analitica entre os diferentes dias.
Dessa forma, o modelo de regressao linear obtido para a concentracdo de AAS (Y)
em funcdo do tempo (X) foi adequadamente ajustado. O ajuste do modelo de
regressao para estudo de estabilidade envolve trés etapas: 12 etapa) avalia-se se ha
ou nédo interacdo entre tempo e lote (tempo*lote), o que significa dizer que o0s
diferentes lotes apresentam velocidades de degradacéao diferentes entre si (diferentes
coeficientes angulares). Se a interagéo € significativa (p-valor < 0,05), opta-se pelo
ajuste de modelos de regressao individuais para cada lote. Por outro lado, se a
interacdo nao € significativa (p-valor = 0,05) procede-se com a segunda etapa de
ajuste. 22 etapa) avalia-se se ha ou ndo diferenca entre as concentragdes iniciais de
AAS para os diferentes lotes. Se ha diferenca da concentracgéo inicial de AAS para os
diferentes lotes, opta-se por ajustar um modelo de regressao para cada lote (com

diferentes coeficientes lineares, porém com mesmo coeficiente angular). Se ndo ha
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diferenca entre as concentragdes iniciais de AAS para os diferentes lotes, procede-se
a terceira etapa. 32 etapa) ajusta-se um modelo de regressdo Unico (mesmo
coeficientes angular e linear) para todos os lotes. No caso do presente estudo,
constatou-se que os diferentes lotes apresentam diferentes velocidades de
degradacgéo (12 etapa). O resumo dos modelos de regressédo para cada lote estao

apresentados na Tabela 4.



CONVENCIONAL

26

Figura 6. Graficos de disperséo de concentracdo de AAS (YY) ao longo do tempo (X) obtidos para os métodos convencional (esquerda),

convencional com atraso (centro) e alternativo (direita).
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Tabela 4. Resumo dos modelos de regresséo para cada lote analisado conforme o método

alternativo.

Lote Modelo de regresséao
A [AAS] = 102,85 - 0,997 t
B [AAS] =99,50-0,851t
C [AAS] = 89,76 - 0,226 t

Fonte: Minitab 18

A Figura 6 representa a degradacado do acido acetilsalicilico em cada um dos trés
métodos de estudo, considerando dentro de cada um as triplicatas de analise
individualmente. A partir das representacdes gréaficas dos perfis degradativos do AAS
para as metodologias convencional, convencional com atraso e alternativa, nota-se
gue o estudo alternativo evidencia de maneira mais adequada o decaimento da
degradacdo de AAS com o tempo, enquanto os métodos convencional e convencional
com atraso ndo permitem de maneira conclusiva ser feita essa andlise, devido a alta
variabilidade dos dados.

A fim de determinar a causa dessa diferenca obtida entre as metodologias, foram
realizados estudos de variabilidade para cada um dos trés métodos, visando avaliar a
contribuicdo de cada fator: variabilidade devido ao tempo e variabilidade devido as
réplicas. Os graficos de barras apresentados na Figura 7 demonstram a contribuicdo
da variabilidade devido ao tempo (azul) e a variabilidade devido as réplicas (vermelho)
para os métodos convencional (esquerda), convencional com atraso (direita) e

alternativo (centro).
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Figura 7. Contribuicdo da variabilidade devido ao tempo (azul) e a variabilidade devido as
réplicas (vermelho) para os métodos convencional (esquerda), convencional com atraso

(direita) e alternativo (centro).
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Nos estudos convencional e convencional com atraso, nota-se uma grande
contribuicdo da variabilidade devido ao tempo. Isso ocorre porque a variabilidade
devido ao tempo é confundida com a variabilidade entre os diferentes dias de analise,
uma vez que as amostras (TO, T7, T14, T21, TO+7, T7+7, T14+7 e T21+7) foram
analisadas em dias diferentes (dias 0O, 7, 14, 21, 7, 14, 21 e 28, respectivamente). Por
outro lado, a contribuicdo da variabilidade devido ao tempo é inferior para o0 método
alternativo. Isso ocorre porque a variabilidade entre os diferentes dias de analise é
eliminada, uma vez que todas as amostras (TOA, T7A, T14A e T21A) foram analisadas
no mesmo dia (dia 21). Dessa forma, a variabilidade devido ao tempo corresponde
apenas a variabilidade devido a degradacao de AAS ao longo do tempo de estudo.
Portanto, o método alternativo permite reduzir a variabilidade devido a andlise em
diferentes dias e, consequentemente, permite avaliar melhor a degradacao de AAS
ao longo do tempo.

Dito isso, é importante destacar que os dados obtidos sédo especificos para o 4cido
acetilsalicilico e que a realizacdo de um estudo de Holding Time é diferente para cada
produto selecionado devido as diferencas entre formas farmacéuticas, diferencas de
estabilidade dos produtos e dos perfis/cinética de degradacéo. Logo, € necessario
considerar esses fatores previamente antes de ser estabelecido qual metodologia de

estudo sera abordada, bem como o impacto do atraso nas andlises.
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CONCLUSAO

Dessa forma, é possivel concluir que o método alternativo apresentou vantagens
em relagdo ao método convencional e convencional com atraso, por reduzir a
variabilidade devido as andlises em dias diferentes. Nao foi possivel detectar
diferencas entre os resultados obtidos pelo método convencional e convencional com
atraso. No entanto, considerando-se a cinética de degradacéo do AAS, a diferenca de
sete dias entre as amostragens e andlises pode ter impacto nos resultados obtidos.
Visto que a cinética degradativa desse composto é de pseudo-primeira ordem e o
mesmo possui uma degradacao rapida, o tempo de HT contribui para com a reducéo
da concentracdo do ativo. Com isso, 0 estabelecimento de prazos de espera
prolongados pode levar a uma redugdo da concentragdo de AAS, e
consequentemente, comprometer a qualidade final do produto.
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