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RESUMO

SEIXO, R. F. Ferramentas de qualidade por design no desenvolvimento do
produto AmBisome®: estudo de caso. 2024. Trabalho de Conclusdo do Curso de
Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2024.

Palavras-chave: AmBisome; qualidade por design; lipossoma; anfotericina lipossomal

INTRODUGAO: A Qualidade por Design (QpD) refere-se ao conjunto de estratégias
sistematicas que se inicia com metas predefinidas, evidenciando o entendimento e a
regulacédo de processos e de produtos. Essas estratégias sdo fundamentadas em base
racional-cientifica e na gestao eficaz de risco de qualidade. Na industria farmacéutica
essa abordagem promove a otimizagao de processos e do desenvolvimento de novos
medicamentos, visando garantir sua qualidade, eficacia e seguranga. O AmBisome®
foi desenvolvido em 1997, pela NeXstar Pharmaceuticals. Sua formulagao é baseada
em lipossomas de anfotericina B, um antifungico extensivamente utilizado na terapia
medicamentosa contra infeccbes graves e sistémicas. Na época do seu
desenvolvimento e langamento, a abordagem de QpD ainda ndo era amplamente
empregada na industria farmacéutica e, portanto, a gestdo de risco e o design de
processos de qualidade ndo estavam t&o sistematicamente integrados como
atualmente. OBJETIVO: O objetivo do presente trabalho foi a avaliagdo critica da
formulagéo e do processo produtivo do AmBisome®, considerando os conceitos de
QpD. MATERIAL E METODOS: O trabalho foi realizado por meio de uma revisdo
integrativa utilizando bancos de dados da literatura em portugués e inglés, publicados
de 1997 a 2024. Foram utilizados os termos “Qualidade por Design” e “AmBisome”,
combinados com operadores booleanos. RESULTADO e DISCUSSAO: Os diversos
elementos da abordagem QpD, suas justificativas, assim como a avaliagéo de risco e
definicdo do delineamento experimental e espaco do desenho puderam ser analisados
e discutidos, permitindo um entendimento critico no que tange a obtengao do produto
de interesse. CONCLUSAO: A aplicagdo da Qualidade por Design ampliou o
entendimento do processo de fabricagdo do AmBisome®, identificando fatores criticos

que afetam sua eficacia, segurancga e estabilidade.
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1. INTRODUGCAO

A busca da exceléncia na industria farmacéutica é incansavelmente estimulada
mediante a necessidade de garantir a seguranga, a qualidade e a eficacia dos
medicamentos. Para alcancgar esses objetivos sdo adotadas estratégias que visam
minimizar os riscos, otimizar os processos e reduzir os custos, além de prevenir
problemas graves e indesejados associados ao produto final. Neste contexto, a
qualidade por design (QpD) emerge como uma abordagem atrativa e potencialmente
eficaz. O conceito de QpD refere-se ao conjunto de estratégias sistematicas aplicadas
ao desenvolvimento de produtos e processos, fundamentado em base racional-
cientifica e na gestao eficaz de risco de qualidade. Essa abordagem teve seu inicio na
década de 50, a partir dos conceitos propostos por Joseh Moses Juran, engenheiro da
Takeda Pharma. Juran defendeu que a qualidade, a seguranca e a eficacia de produtos
deveriam ser asseguradas desde a sua concepgcdo, empregando planejamento
estatistico, e que o controle e gestdo de riscos permitiria auxiliar no alcance dos
atributos de qualidade pré-definidos™234,

Os conceitos, elementos e ferramentas do QpD foram introduzidos no setor
farmacéutico nos anos 2000, principalmente, por meio do guia Pharmaceutical
Development (Q8), que estabeleceu a base para a aplicagdo dessa abordagem no
desenvolvimento de medicamentos. Os principais elementos que compdem o QpD s&o:
Perfil de Qualidade Alvo do Produto — PQAP (Quality target product profile — QTPP),
Atributos Criticos da Qualidade — ACQ (Critical quality atributes — CQA) , Atributos
Criticos do Material — ACM (Critical material atributes — CMA), Parametros Criticos do
Processo — PCP (Critical Process Parameters — CPP) e o Espag¢o de Desenho — ED
(Design Space — DS)%6.720,

Até ainsergao formal do QpD na industria farmacéutica, muitos medicamentos
inovadores, incluindo aqueles baseados em tecnologias avancadas como a
nanotecnologia, foram desenvolvidos e langados sem uma abordagem estruturada de
controle de qualidade. Dentre estes, o AmBisome® desenvolvido pela NeXstar
Pharmaceuticals, em 1997. Esse medicamento baseia-se na formulacao lipossomal da
anfotericina B, um antifungico extensivamente utilizado na terapia medicamentosa
contra infecgbes graves e sistémicas. Além de sua indicagdo convencional, o
AmBisome® demonstra potencial aplicagéo na terapia antitumoral e no tratamento das
leishmanioses. A formulagao inovadora conferiu maior estabilidade a anfotericina, e

mitigou os efeitos adversos inerentes e associados a terapia néo lipossomal. Nesse
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sentido, a aplicacdo desse novo medicamento, na pratica clinica, permitiu maior perfil
de seguranga, quando comparado as formulagées convencionais®1011,

O AmBisome® foi delineado aplicando os conceitos de obtengéo de lipossomas,
que sao estruturas esféricas constituidas por uma ou mais bicamadas lipidicas, capazes
de encapsular uma fase aquosa em seu interior. Essas vesiculas possuem elevada
semelhanga com as membranas celulares e tém a capacidade unica de transportar
substancias hidrofilicas e lipofilicas, atuando como veiculos para a liberagdo modificada
de farmacos'"3,

Considerando a exigéncia regulatéria da aplicacao do QpD no desenvolvimento
de preparagbes farmacéuticas, o presente estudo busca apresentar e aplicar as

ferramentas dessa abordagem sistematica no produto AmBisome®.

2. OBJETIVO(S)

O objetivo do presente trabalho foi a avaliagdo critica da formulacdo e do
processo produtivo do produto AmBisome® considerando os conceitos da qualidade por

design.

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido por meio de uma revisao integrativa, baseada nos
bancos de dados da literatura, tais como: Google Scholar, Google Patents,
pubMed/Medline, Scielo e Scopus. A estratégia de busca esteve centralizada na
obtengado de artigos e patentes no idioma portugués e inglés, publicados a partir de
1997, ano em que o produto farmacéutico foi aceito pela FDA (Food and Drug
Administration), até 2024.

Foram utilizados os seguintes termos para pesquisa: “Qualidade por Design”,
“Quiality by Design”; “AmBisome”, “liposomal amphotericin B”, combinados por meio de
operadores booleanos. Os dados coletados incluiram: os componentes do
medicamento, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, atributos microbioldgicos,
processo de fabricagdo, entre outros parametros necessarios para aplicacdo das
ferramentas de QpD. O documento ICH Q8, versdao R2 foi utilizado como modelo
orientativo dos principios da aplicacdo do QpD no desenvolvimento do produto
farmacéutico de interesse, assim como o documento intitulado de Pharmaceutical
Development Report Example QbD for IR Generic Drugs e o Liposome Drug Products:

Guidance for Industry.
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Como critérios de exclusao, foram considerados nao aptos ao estudo as teses e
dissertagdes. Também n&o foram incorporadosos documentos em idiomas diferentes
dos previamente fixados, e literatura cientifica que nao apresentasse as informagdes
referentes a composicao, caracterizagcdo e método de obtencdo da anfotericina

lipossomal.

4. FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1 Qualidade por design (QpD): Fundamentos e Principios Basicos

A QpD, conceito extensivamente discutido, foi introduzido a nivel mundial, a
partir dos trabalhos do Dr. Joseph M. Juran, na década de 50. Essa abordagem pode
ser descrita como uma metodologia sistematica para o desenvolvimento de produtos,
que se inicia com objetivos claramente estabelecidos e foca na compreenséao detalhada
do processo produtivo, baseando-se em ciéncia sélida e gestdo de risco de
qualidade®”-"4,

No ambito farmacéutico, essa abordagem obteve sua consolidagao por meio da
FDA (Food and Drug Administration), mediante a publicacdo (2004) de dois
documentos: o Pharmaceutical Control Good Manufacturing Practices (cGMPs) for the
21th Century e o Guidance for Industry Process Analytical Technology (PAT)'®'6. Além
disso, a abordagem de QpD, foi amplamente aprimorada e difundida por intermédio da
ICH (International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use), apds a publicagédo do guia ICH Q8 (R2) , em 2009"".

No Brasil, a adocéo da QpD é estimulada desde 2016, ano em que o pais passou
a ser signatario do ICH. A partir desse momento, iniciou-se uma seérie de adequagdes
para atender as novas diretrizes internacionais. Um exemplo dessas acgdes, foi a
concepgao da Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 301, que discute as diretrizes
gerais de Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos. Em adi¢cdo, a RDC, houve
tambam a criagao da Instrugao Normativa (IN) n® 47, que aborda as Boas Praticas de
Fabricagdo complementares as atividades de qualificagdo e validacdo. Ambos os
documentos destacam principios referentes tanto ao gerenciamento de risco da
qualidade quanto a QpD'819,

O objetivo principal da QpD, € proporcionar maior flexibilidade durante o
processo de fabricacdo, alcancando desenvolvimento rapido e aprimorado do produto.
Comparada ao método convencional de analise, como a Qualidade por Testagem
(Quality by Testing — QbT), a QpD oferece diversos beneficios, incluindo a abordagem

sistematica do processo, possibilidade de verificacdo continua e o uso de métodos
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estatisticos de controle de processo. Baseada em agdes preventivas e na andlise de
riscos, a QpD resulta em processos mais robustos, produtos de qualidade superior,
maior eficiéncia operacional e, por fim, na maior probabilidade de que o produto final
alcance seus atributos de qualidade e especificagdes?.
Um estudo de QpD compreende a aplicagdo de seus elementos e ferramentas.
Os elementos dessa abordagem sé&o divididos em: Perfil de Qualidade Alvo do Produto
— PQAP (Quality target product profile — QTPP), Atributos Criticos da Qualidade — ACQ
(Critical quality atributes — CQA), Atributos Criticos do Material - ACM (Critical material
atributes — CMA), Parametros Criticos do Processo — PCP (Critical Process Parameters
— CPP) e o Espacgo de Desenho — ED (Design Space — DS). Ja as ferramentas sao
divididas em: Delineamento Experimental — DE (Design of Experiments — DoE) e a
Avaliagcéo de Risco — AR (Risk Assessement — RA).
A Figura 1 apresenta os passos para o desenvolvimento de um produto

farmacéutico baseado em QpD.

Figura 1. Fluxograma geral da aplicagdo da abordagem QpD.

Avaliagao de risco pos
desenvolvimento

. . Identificar os Gerenciamento
Definir o Identificar Atributos Criticos de Exccutaro Estabelecer

Desenvolver do Ciclo de Vida

a Estratégia do Produto e

de Controle Melhoria
Continua

perfil do os Atributos
produto de Criticos de
qualidade Qualidade

o Espago do
Desenho do
processo

Materiais e Delineamento
Paramentros Experimental
Criticos de Processo

Avaliagdo de risco
inicial

Fonte: MINETO, 202122. ADAPTADO

O PQAP é o ponto de partida para a aplicagdao da abordagem de QbD no
desenvolvimento de um medicamento. Esse elemento resume as caracteristicas
esperadas do produto final, semelhantes as suas especificagdes. O PQAP direciona a
coleta de informacgdes para assegurar a eficacia e seguranga terapéutica, abrangendo
aspectos como indicagéo, dose, forma farmacéutica, mecanismo de liberagéo, via de
administragdo, perfil farmacocinético, especificagbes de qualidade (pureza,
estabilidade, esterilidade), material de acondicionamento, dentre outros atributos
especificos da tecnologia do medicamento®.714.23.24.109

Os ACQs referem-se as caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas
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esperadas do produto que devem estar dentro de uma faixa especifica para garantir
sua qualidade, isto é, informagbes referentes a saida do produto. Segundo o ICH?,
esses atributos estdo associados ao insumo farmacologicamente ativo (IFA), aos
excipientes, produtos intermediarios e final. Zhang e Mao (2017)?® sugerem que 0s
ACQs também podem incluir informacdes a respeito da identidade, teor, conteudo,
liberagao e dissolugao.

Em contrapartida, os ACMs indicam as propriedade ou caracteristica fisica,
quimica, bioldégica ou microbiolégica de determinado material de entrada e que
necessariamente deve estar dentro de um limite adequado para garantir a qualidade
desejada, seja da substancia, excipiente ou material em processo®. Por fim, os PCPs
sdo aqueles parametros relacionados ao processo de obtencdo do medicamento, assim
como os ACMs, sua variabilidade impacta significativamente em algum ACQ. Dessa
forma, precisam ser monitorados ou controlados para assegurar a produgao de um
medicamento com a qualidade desejada®®.

Os elementos ACQ, ACM e PCP da abordagem QpD, sao fundamentais para
estruturar o processo produtivo, facilitando seu desenvolvimento e aprimoramento’®. A
Figura 2 demonstra como esses elementos podem estar relacionados, além de expor

interacbes com outros elementos da QpD.

Figura 2. Diagrama esquematico das interagoes entre os elementos de QpD.

DE

PCP1——
- /
/ ACQ2
[
PCP2 |' PQAP
\
\ ED1
b
\\\-\.‘ - ‘-//
PCP3 e
ACQ1
ACM1 ACM2 ACM3

Legenda: PCP = Parametro Critico de Processo, ACM = Atributo Critico de Material, ACQ = Atributo
Critico de Qualidade, ED = Espacgo de Design, PQAP = Perfil de Qualidade do Produto, ED =
Delineamento experimental. Fonte: FUKUDA et al., 2018, ADAPTADO%9,

O ultimo elemento, denominado Espaco de Desenho — ED, avalia a interacao entre
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as informagdes coletadas anteriormente, e define o conjunto de condigdes e intervalos
de confianga que garantem a qualidade do produto final®>®”. Yu e colaboradores, em
2008" estabeleceram que esse elemento é definido pela combinagéo e interagédo de
fatores de entrada, como ACM e PCP e que mediante a analise é capaz de garantir
qualidade, seguranga e eficacia. Ajustes em processo e material, dentro das regides
seguras do ED, n&o sdo consideradas modificagdes sujeitas a notificagao,
proporcionando flexibilidade regulatéria, pois garantem a manutencéo dos atributos de
qualidade do produto.

Dentre as ferramentas fundamentais do QpD, destaca-se o Delineamento
experimental — DE, uma abordagem que utiliza modelos matematicos e base estatistica
para realizar testes de maneira sistematica e identificar as relacdes entre as variaveis
independentes (fatores de entrada), e as variaveis dependentes (fatores de saida). As
variagoes nos fatores de entrada de forma sistematizada, sao realizadas para avaliar
os efeitos nas variaveis de saida, auxiliando na identificagdo dos fatores mais
relevantes, na compreensao das interagdes entre as variaveis independentes e na
determinacdo das condicbes ideais para alcancar a qualidade preestabelecida. O
planejamento de DE é dividido em exploratdrio e de otimizagao. Para a execugao dessa
etapa, podem ser utilizados diversos softwares, incluindo Design Expert e MATLAB®"26,

A distincdo das fontes que causam variacdo significativa em um
sistema/processo/produto e sua consequente priorizacdo € conhecida como avaliagcao
de risco. Essa ferramenta € um componente do gerenciamento de risco da qualidade e
€ composta por trés elementos principais: a identificacao de riscos, a analise de risco e
a estimativa de risco. Modelos como Diagrama de Iskawa, e a andlise de modos de
falha e seus efeitos sdo sugeridas pelo ICH Q9 para o desenvolvimento dessa

ferramenta na QpD®’.

4.2 Anfotericina B: Propriedades e Aplicagoes

A anfotericina B (AmB) € um antibiético de amplo espectro, produzido pelo
microorganismo Streptomyces nodosus, muito empregada no combate as infec¢oes
fungicas sistémicas, potencialmente fatais*’. Trata-se de uma lactona macrociclica com
caracteristicas anfifaticas, apresentando sete ligagdes duplas na porgao hidrofébica do
anel e numerosos grupos hidroxila na porgéo hidrofilica. Possui ainda em sua estrutura
um grupamento ionizavel (acido carboxilico, pKa = 5,7) localizado no carbono 16 (C16)
e um residuo de micosamina basico (pKa = 10) no carbono 19 (C19). Ambos os

grupamentos ionizam-se em valores de pH préximos a neutralidade®:3031,
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Sabe-se que a AmB é insoluvel em agua em valores de pH entre 6 e 7, mas é
ligeiramente soluvel (~0,1 mg/mL) em valores de pH extremos, como 2 ou 11.
Outrossim, a AmB é soluvel em DMF, DMSO e propilenoglicol, e ligeiramente soluvel
em alcool metilico?’. A representagio da molécula de AmB esta apresentada na Figura
3.

Figura 3. Representagéo da anfotericina B (AmB).

Regiéo hidrofilica poliol

Aclcar micosamina

Fonte: FAUSTINO; PINHEIRO, 2020, ADAPTADO 3'.

Em relagcdo ao efeito biologico, consta que a AmB forma complexos com o
ergosterol nas membranas celulares dos fungos e com o lanosterol em algumas
espécies de Leishmania spp, criando canais que causam extravasamento de
componentes celulares. Além disso, a AmB estimula a produgao de radicais de oxigénio
nos fungos e modula a atividade dos macrofagos, promovendo a produgao de citocinas
pro-inflamatdrias, intermediarios reativos de oxigénio e 6xido nitrico323334. Dependendo
da suscetibilidade do micro-organismo, concentragao e pH, a AmB pode ser fungistatica
ou fungicida, e sua atividade maxima é obtida em uma faixa de pH de 6,0 a 7,5.
Adicionalmente, esse farmaco ¢é instavel em meio acido e possui instabilidade frente a
radiacédo UV e temperatura, exigindo armazenamento entre 2 a 8 °C, em recipientes
herméticos e protegido da luz. A elevada massa molecular (MM = 924,08), a baixa
solubilidade em agua e a permeabilidade reduzida contribuem para seu variavel perfil
farmacocinético e baixa biodisponibilidade por via oral3".3%36.37.38

A AmB, em solugao aquosa, possui a propriedade de se autoassociar, resultando
na formacdo de dimeros e oligbmeros soluveis, essas espécies podem ainda se
reorganizar dando origem a poliagregados de baixa solubilidade aquosa®'. Sabe-se que

a proporcao de formacao desses agregados, depende da concentragao total do ativo,
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temperatura, tipo de formulacdo e composigcdo da membrana do agente infeccioso, e
podem resultar em problemas de eficacia e toxicidade do farmaco3%4%41,

A formulacao convencional de anfotericina B (D-AmB) usada clinicamente é uma
suspensado micelar de AmB com desoxicolato de sodio, conhecida como Fungizone®42,
Essa apresentacao pode induzir a liberagao rapida do principio ativo e os tensoativos
utilizados podem induzir toxicidade. Apesar de sua eficacia, a forma convencional de
AmB possui uma janela terapéutica estreita, o que pode levar a diversos efeitos
colaterais, especialmente nefrotoxicidade. Isso ocorre porque a AmB tem afinidade por
lipoproteinas de baixa densidade (LDLs), resultando na captagcéo dos complexos LDL-
AmB por endocitose mediada por receptores nas células tubulares renais, que possuem
baixa expressdo de receptores para lipoproteinas de alta densidade (HDL)?%:3143:44,

Atualmente, o mercado oferece diversas formulagbes de AmB que ampliam o
indice terapéutico e reduzem os efeitos toxicos, sendo que as formulagdes lipidicas
contribuem em grande parte para essa melhoria. Trés formulagdes lipidicas de AmB
estdo disponiveis atualmente: AmBisome® (L-AmB, anfotericina B lipossomal; Gilead
Sciences Inc., Foster City, CA, EUA), na qual o farmaco é internalizado na bicamada
lipidica de lipossomas, Abelcet® (ABLC, complexo lipidico de anfotericina B; Enzon
Pharmaceuticals Inc., Bridgewater , NJ, EUA; Cephalon Limited, Welwin Garden City,
Reino Unido), em que essas estruturas lipidicas microscopicas estdo dispostas em
formade fita e Amphocil/Amphotec® (ABCD, disperséo coloidal de anfotericina B; Three
River Pharmaceuticals Inc., Cranberry Township, PA, EUA), no qual a AmB forma uma

estrutura lipidica, em forma de disco, com colesterilsulfato de sodio3"#°.

4.3 AmBisome®: Aspectos gerais

O AmBisome® (L-AmB), é a apresentagdo lipossomal unilamelar da AmB.O
delineamento dessa formulagao teve como objetivo superar os desafios referentes aos
efeitos toxicos inerentes ao farmaco e a sua baixa solubilidade em agua. Tais desafios
puderam ser minimizados a partir da obtengdo da formulagao lipossomal3*46.

Patrocinada pela Fujisawa Healthcare Inc., IL, atual Astellas Pharma Inc. e
desenvolvida pela NeXstar Pharmaceuticals, a formulagao obteve sua aprovagao pela
FDA (Food and Drug Administration), em 1997%, baseada em estudos clinicos que
demonstraram sua eficacia no tratamento de infecgdes fungicas invasivas, como
candidiase sistémica e aspergilose e no tratamento de leishmaniose visceral. Em 1999,
a farmacéutica NeXstar foi adquirida pela Gilead Sciences Inc., que passou a deter a

producao e comercializagdo do medicamento. No Brasil, sua distribuicdo € de
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responsabilidade da United Medical Ltda*"-48.

A composicdo do AmBisome®, consiste em fosfatidilcolina de soja hidrogenada
(HSPC), distearoil fosfatidilglicerol (DSPG), colesterol e AmB em uma proporgao molar
de 2:0,8:1:0,4, respectivamente. Adicionalmente, quantidades de 0,64 mg de alfa-
tocoferol, 900 mg de sacarose e 27 mg de succinato dissodico hexaidratado sdo
adicionados como excipientes na formulagdo 8. Dentre os componentes do lipossoma,
o0 HSPC esta presente na maior parte da bicamada lipidica, seu ponto de transi¢cao da
fase gel para liquido-cristal € maior que 37°C, reduzindo o risco de sofrer hidrolise na
temperatura corporal e, portanto, conferindo integridade a vesicula O DSPG, é
carregado negativamente, e interage com o grupo amina da micosamina pertencente a
AmB, formando um complexo estavel. Ja o colesterol, por meio de interagoes
hidrofébicas, permite a encapsulagao do farmaco na parte interna da bicamada lipidica,
estabilizando-o. O a-tocoferol, um agente antioxidante, € utilizado para prevenir a
oxidacdo lipidica da formulacdo. Os lipossomas presentes no AmBisome® possuem
tamanho médio de 80 nm e massa molecular de 924,08 g/mol®®. A representagédo

esquematica da estruturagdo do lipossoma esta apresentada na Figura 449505182,

Figura 4. Representag&o da vesicula lipossomal.
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Legenda: Em coloragdo magenta, Anfotericina B. Em amarelo e azul, fosfolipideos.
Fonte: CAVASSIN et al., 202151,

A obtencdo da vesicula lipidica de AmB €& descrita detalhadamente na patente
US5965156A%, a qual revela as etapas para a producdo, em escala comercial, do
medicamento. O processo produtivo do AmBisome® emprega técnicas amplamente
utilizadas, a exemplo da hidratacéo de filme lipidicos produzidos a partir da evaporacgao
do solvente e uso de forga de cisalhamento para formagédo dos lipossomas
nanométricos. Esse processo € responsavel pela definicdo da estrutura fisica da

formulacdo, e erros atrelados a esta etapa podem resultar em alteracbes de
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biodispobinilidade do farmaco associado, bem como no aumento da toxicidade®2.

Diferentes formulagcbes genéricas foram aprovadas fora dos Estados Unidos,
entretanto muitos destes produtos tiveram sua comercializacdo suspensa por
apresentarem niveis de toxicidade superiores ao do referéncia, mesmo possuindo
composicdo idénticas5%,

De acordo com a bula do AmBisome®, a formulagao lipossomal consiste em um
po liofilizado estéril para ser administrado apds a reconstituicdo, por infuséo
endovenosa em um periodo de 30 a 60 minutos. Cada frasco contém uma dose de 50
mg de farmaco. Para manter a estabilidade e a eficacia do produto, séo adicionados
succinato dissddico hexahidratado e sacarose como agentes tamponantes. Além disso,
o pH da dispersdo coloidal & ajustado para ficar entre 5 e 6 apos o processo de
reconstituicdo com agua estéril para injegdo®, utilizando acido cloridrico e/ou hidréxido
de sodio.

As caracteristicas da vesicula lipidica conferem reduzida toxicidade e adequada
estabilidade quando comparadas a formulagdo convencional de AmB, o Fungizone®, e
Abelcet®, permitindo que os lipossomas alcancem de forma eficiente os locais de
infeccao fungica. Sabe-se, ainda, que as propriedades de carga elétrica, comprimento
da cadeia, numero de insaturagoes e a razao fosfolipidio/AmB, contribuem efetivamente
para esse efeito. Tais caracteristicas proporcionam melhora na eficacia terapéutica e
ao mesmo tempo minimizam os efeitos adversos nos tecidos saudaveis®'-%.

O mecanismo de acdo do AmBisome® pode estar relacionado a sua capacidade
de interagir com componentes especificos presentes em patdogenos. Apds a
administragdo, a vesicula lipidica circula intacta na corrente sanguinea e se fixa
preferencialmente a parede celular dos fungos e a membrana citoplasmatica dos
parasitas, permitindo a liberacdo direcionada da AmB nas estruturas dos agentes
infecciosos. Este contato favorece um estado de pertubagéo do lipossoma, e nesta
etapa, sugere-se diferentes possiveis mecanismos: 1. a AmB é liberada apds o primeiro
contato do lipossoma com a célula do agente infeccioso e 2. o lipossoma atravessa a
célula do agente infeccioso faciltando a transferéncia do principio ativo. Ambos os
mecanismos propostos corroboram para que o agente poliénico possa exercer sua
atividade, formando poros e levando ao vazamento de ions e & morte celular °0-57-58.59.60

Em 2006, Takemoto e colaboradores® observaram, em modelo murino, que os
lipossomas se acumulavam em locais infectados por Aspergillus fumigatus ou Candida
albicans, com ou sem AmB. Essa alta concentracdo de lipossomas nas areas de

infeccdo sugerem uma afinidade do sistema pelo ergosterol presente nos
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microrganismos. Em 2010, Shimizu e colaboradores® mostraram que a temperatura
corporal influenciava a transicdo da bicamada lipossomal de gel para cristal liquido, o
que ajuda a entender melhor a liberagdo de AmB associada ao lipossoma. A Figura 5

demonstra os processos associados ao mecanismo de agdo do AmBisome®.

Figura 5. Representagéo grafica do mecanismo de agéo teorizado para AmBisome®.
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Fonte: SOO HOO, 2017, ADAPTADO 0.

O tamanho das particulas e a composicao lipossomal sdo outros fatores criticos
que influenciam diferentes propriedades farmacocinéticas especificas do AmBisome®.
O entendimento do perfil farmacocinético geral desse produto tem avangado
significativamente ao longo dos anos em funcédo de sua extensa caracterizagdo em
modelos pré-clinicos*%.60.6162,

Diversos estudos demonstraram que a concentracéo total de AmB nos tecidos,
apos o tratamento, segue consistentemente uma ordem, com baco, figado, rins e
pulmdes exibindo as maiores concentragdes. O acumulo do farmaco no figado e bago
pode ser justificado mediante ao sistema reticulo-endotelial, pelo grande numero de
macrofagos residentes nesses 6rgéos, os quais prontamente fagocitam os lipossomas,
um mecanismo vantajoso no tratamento de fungos residentes nessas células, como o
Cryptococcus neoformans. Por outro lado, é sabido que o tamanho reduzido das
vesiculas lipidicas presentes no AmBisome® é capaz, em parte, de contornar esse
processo, prolongando sua permanéncia na circulagdo sanguinea, o que
presumivelmente resulta num efeito terapéutico potencialmente maior>°.63.64.65.66

Apesar dos numerosos estudos a respeito da sua farmacocinética, lacunas de
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conhecimento persistem, especialmente em populagdes como neonatos, criangas,
mulheres gravidas e pacientes obesos. Adicionalmente, ainda ha desafios relacionados
a compreensao detalhada da distribuicdo do farmaco dentro de subcompartimentos.
Ainda que melhorias oferecidas por essas formulacdes lipossomais sejam observadas,
o alto custo de produgéo representa uma preocupagao®067.68.69,

De acordo com a Gilead Sciences, Inc., o0 mercado global de vendas de
AmBisome®, em 20237°, foi avaliado em US$ 496 milhdes e perspectivas apresentadas
pela 360 Market Updates’”’, preveem que esse valor devera atingir US$ 740,5 milhdes
até 2030, portanto, uma taxa de crescimento anual de 6,0% durante o periodo de
previsdo 2024-2030. Tal fato evidencia a demanda e prescricdo crescente dessa
formulacéo.

Devido a alta procura do produto, a Gilead firmou um acordo com a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) para apoiar o programa de controle da leishmaniose, que
desde 199272 oferece a formulacdo para paises de baixa e média renda, por meio de
seu programa de acesso a pregos de custos. Entretanto, apesar da patente do produto
ter expirado nos EUA em 2016, tornando o AmBisome® alvo principal para a producéo
de genéricos, até o momento, a FDA ainda ndo aprovou nenhuma versao genérica de

AmB lipossomal''. A apresentagéo do produto AmBisome® ¢ mostrada na Figura 6.

Figura 6. Produto AmBisome®.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Perfil de Qualidade Alvo do Produto — PQAP

O PQAP sintetiza as informagdes sobre a qualidade do medicamento,
assegurando que atendam aos padrdes esperados e garantindo tanto a eficacia quanto
a seguranga do produto®. Ele ¢ definido com base em propriedades cientificamente
fundamentadas, selecionadas por sua relevancia para o desempenho in vivo''.

Neste estudo, os critérios estabelecidos para o PQAP foram baseados nas
caracteristicas do produto AmBisome®, utilizando principalmente dados da bula
profissional e da patente, além de literatura relacionada ao tema, devido a escassez de
informagdes sobre a construgao deste elemento da QpD para o produto avaliado.

O ICH8 R2° orienta que informagdes como a via de administragdo, forma de
dosagem, biodisponibilidade, peso e estabilidade s&o essenciais para a construgéo do
PQAP. No entanto, optou-se por desenvolver um PQAP mais detalhado para garantir
uma compreensao mais aprofundada em relagéo ao produto avaliado.

Dias e colaboradores em 2021'"" apresentaram uma sintese do PQAP para o
produto AmBisome®, os resultados abrangeram apenas a descrigdo do produto, suas
indicagdes, uso, toxicidade, eficacia e tecnologia. Os autores, contudo, enfatizam que
o exemplo fornecido pode ser ajustado a medida que melhorias sao feitas, incluindo
informacgdes desde as fases iniciais do desenvolvimento do produto até o uso final pelo
paciente.

Gurumukhi e Bari, em 2020'"® aplicaram a abordagem de QpD para produzir um
PQAP voltado a fabricagdo de um transportador lipidico nanoestruturado, encapsulando
o farmaco efavirenz (EF). Neste estudo, foram considerados perfis de qualidade alvo
como forma e tipo de dosagem, via de administragao, conteudo do farmaco, liberacéo
do farmaco, farmacocinética, estabilidade, e a possibilidade de métodos alternativos de
administracdo. Com base nesse estudo, tais perfis também foram incluidos na
avaliacao atual. Em adigao, foram considerados os perfis descritos por Németh et al.,
2020'?" e Pallagi et al., 2021, que aplicaram o PQAP no desenvolvimento de uma
formulagdo nasal lipossomal com alvo cerebral, e por Dhoble & Patravale, 20194, que
utilizaram o PQAP para criar uma formulagdo lipossomal antiangiogénica de erlotinibe
para tratamento da hipertensdo pulmonar.

Os diversos elementos do PQAP e suas justificativas, considerados para o

produto AmBisome®, estdo resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1. Perfil de Qualidade Alvo do Produto para AmBisome®, 50 mg.

PQAP

Alvo

Justificativa(s)

Indicacdo de uso

Mecanismo de
liberagao do farmaco

Perfil

farmacocinético?

Dose do farmaco

Tipo de dosagem

Forma de dosagem

Via de administracao

Concentragao do

farmaco

Estrutura

Micoses sistémicas;

Infecgdes fungicas invasivas;
Criptococose disseminada associada
ao HIV; Leishmaniose visceral; febre de
indeterminada  (FOI)

origem em

pacientes neutropénicos 55

A vesicula lipidica fixa-se a parede
celular do fungo e a membrana do
parasita, perturbando o lipossoma e
liberando a anfotericina B ou
atravessando a célula para transferir o
farmaco ativo?0,57.58,59.60

Bioequivalente ao Medicamento de
referéncia®. Cmax: 7,3 pg/mL (£3,8) a
83,7 pg/mL (+43,0); T+: 6,3 h (¥2,0) a
10,7 h (%6,4); AUCo-24: 27 pg.h/mL
(x14) a 555 pg.h/mL (£311); Cl: 11
mL/h/kg (£6) a 51 mL/h/kg (x44); Veq:
0,10 I/kg (£0,07) a 0,44 I/kg (+0,27)55

3-5 mg/kg/dia%®

Liberacao modificada%®

Po liofilizado estéril®5

Infus@o intravenosa®®

50 mg (50.000 unidades) / frasco®®

Lipossomas unilamelares®®

A anfotericina B possui afinidade
pelo ergosterol presente na parede
celular dos fungos e pelo lanosterol
encontrado nos parasitas. Essa
afinidade favorece o rompimento
dessas estruturas, levando a morte

celular dos microrganismos55

Disponibilidade do farmaco para
terapia

Determinam o desempenho da

formulagdo, favorecendo maior

entendimento sobre dados de

seguranga e eficacia.

Eficacia no tratamento de infecgbes
fungicas invasivas®®

Auxilia na eficacia terapéutica,
colaterais,

reducdo de efeitos

estabilidade e maior
especificidade™
Aumento da meia-vida da
formulagao, favorecido por meio da
estabilidade em estado seco.
Permitindo a reconstituicdo’s74
Principal via de administracao para
lipossomas, favorece a integridade
da formulagao”7¢

Conteudo para obter 4 mg/ml de
anfotericina B, apds reconstituicao e
garantir eficacia terapéutica®
Melhoria na toxicidade e

estabilidade do farmaco34:35
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PQAP Alvo Justificativa(s)
Tamanho de Auxilia no tempo de permanéncia,
] 80 nm55 ) o
particula aumentando o efeito terapéutico°
Tecnologia convencional: Obtengé&o . . .
) ) ) ] Método aprimorado para a produgao
) das vesiculas lipossomais mediante o . )
Tecnologia de lipossomas de  maneira
uso de HSPC, DSPG, colesterol, a- ) .
economicamente viavel®?
tocoferol®®
Moderado” LD murino 50 = 175 Diminuicdo da toxicidade quando
Toxicidade mg/kg; Dosagem multipla em ratos: 20 comparado a formulagé&o
mg/kg = nefrotoxicidade minima8%:8 convencional3
Garantia do potencial terapéutico ao
longo do periodo de
Estabilidade 36 meses®® armazenamento. Suportada por
dados de registros regulatérios
globais”
Auséncia de micro-organismos, ] )
] . ) . Método comum para garantir
Esterilidade endotoxinas e impurezas. Filtrag&o por _ o
) qualidade asséptica’™
0,2 micra’”102
Os aspectos quimicos e fisicos do
- i de até 25°CS5 produto liofilizado atendem as
emperaturas de até
Armazenamento P especificagcbes de estabilidade
nessas condigdes’”
Favoravel para acondicionamento
Frascos-ampolas de vidro tipo I, de produtos que necessitam um alto
. estéreis, de 20 ml, com rolha de grau de protegdo, ndo € alcalino,
Material de

acondicionamento

Métodos alternativos

de administracao

liofilizag&o de elastébmero halobutilico,
lacre de aluminio e tampa de plastico

removivel.5577

Nao5°

possui alta resisténcia térmica,
mecanica e hidrolitica. Elastdmetro
possui durabilidade e resisténcia

superior’8.83

Informagao n&o consta na bula.

Legenda: Cmax: Concentracdo maxima, Tw: Tempo de meia-vida, AUCo-244rea SObre a curva, Cl: Clearence, Veq:

Volume de distribuigdo em estado de equilibrio. @ Dados obtidos em pacientes com cancer e neutropenia febril ou

recipientes de transplante de medula éssea que receberam AmBisome® 1,0 a 7,5 mg/kg/dia (infusdo de 1 hora)

durante 3 a 20 dias. Fonte: Elaboragdo propria a partir de banco de dados da literatura.

A partir das informacdes apresentadas na Tabela 1, observa-se que o produto

avaliado apresenta uma série de fatores relevantes que contribuem para seu elevado

perfil de qualidade, garantindo a eficacia e a eficiéncia da terapia medicamentosa.

Esses dados formam a base do design para o desenvolvimento da formulagéo fazendo
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com que seja estabelecida uma maior compreensao do produto, e auxiliam a tomada
de decisdo no que tange aos atributos criticos de qualidade e consequentemente o
estudo de qualidade por design®.

As informagbes sobre o alvo do perfil farmacocinético, mecanismo de agao e
dados relativos a toxicidade foram adicionados ao PQAP para um melhor entendimento
desses parametros, que sdo extensivamente avaliados por diversos estudos, apesar de
nao estarem incluidos nos trabalhos selecionados previamente. Adicionalmente, as
informagdes disponiveis fornecem uma ideia sobre o custo atrelado ao desenvolvimento
e obtengdo do produto. Para o AmBisome®, o Prego Maximo ao Governo (PMVG)
brasileiro, conforme a aliquota de 18% da CMED para 2024'"%, foi de R$ 2.649,63 para
50 mg de po liofilizado em 1 frasco. Esse valor reflete o impacto dos fatores de
qualidade descritos no PQAP do produto, que contribuem para justificar o custo elevado

e assegurar a eficacia e a seguranga da terapia medicamentosa.

5.2 Atributos Criticos da Qualidade — ACQ

Zagalo e colaboradores em 2021% avaliaram, por meio de uma revisdo
sistematica, o uso da abordagem de QpD no desenvolvimento de nanossistemas
baseados em lipidios. Através desse trabalho percebeu-se que os ACQs mais
frequentemente referidos eram: tamanho de particula (n = 117, 99%), indice de
polidispersao (PDI) (n = 87, 74%), eficiéncia de encapsulamento (n = 86, 73%),
potencial zeta (n = 85, 72%), liberagéo do farmaco (n = 67, 57%) e morfologia (n = 56,
47%). Além dessa observagao, o trabalho dispdée de uma ampla gama de sugestdes
sobre ACQs e suas justificativas, as quais serviram para a produgédo do ACQ para o
AmBisome®, neste trabalho. Ademais, Németh e colaboradores em 2020% identificaram
os potenciais ACQs para um processo de desenvolvimento de lipossomas baseado em
avaliacao de risco. O trabalho ndo apenas sintetiza uma lista de atributos criticos de
qualidade, mas também apresenta o grau de severidade associado a cada um deles.
Esta avaliacdo auxiliou na tomada de decisdo sobre a importéncia de cada ACQ
estabelecido e na avaliagao de risco.

DIAS e colaboradores, 2021""" abordaram os ACQs para o produto AmBisome®,
em que os alvos incluem tamanho, morfologia, lamelaridade, composigao, esterilidade,
liberagdo, estabilidade, assim como caracteristicas relacionadas a embalagem,
presencga de produtos de degradagéao, residuos de solventes e presenca de possiveis
particulados. Outrossim, Liu e colaboradores, em 2020'% avaliaram a otimizagdo do

processo de fabricagdo de uma formulagdo lipossomal complexa, baseada na
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abordagem QpD. No estudo, foram elencados 5 ACQs: identidade do monémero do
IFA, identidade de agregacdo do IFA, tamanho de particula, toxicidade in vitro e
qualidade do cake apos a liofilizacdo das vesiculas lipidicas. Essas avaliagdes estao
em concordancia com o ICH8 R2° e serviram de base para a elaboragdo do ACQ do
produto avaliado.

Também serviram como fator orientativo os trabalhos desenvolvidos por
Barbalata et. al 2021%, Pallagi et. al 2019'%°, Kapoor et al 2017°" e por Giodani, et al,
20238, Os dados compilados como alvos referem-se em grande parte aos dados
presentes na patente, na bula e nos respectivos trabalhos avaliados. Os elementos do

ACQ estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2.Atributos Criticos da Qualidade para AmBisome®, 50 mg.

ACQ Alvo Justificativa(s)

o o Influéncia na liberagéo, toxicidade

(Fosfolipidios, esterol e antioxidante) intearidad q icul

o P e integridade a  vesicula
Composigéo quimica HSPC, DSPG, Colesterol, a-tocoferol5® g

lipidica%:102
. . _ Contengéo/Retencao do farmaco.
Morfologia e Pequenos lipossomas esféricos ) ~
) ) Afeta taxa de liberagdo e
lamelaridade unilamelares® _
capacidade de carga®:102
Tamanho de -
) . Alteragoes afetam a
particulas apos 80 nm%® o o
o biodisponibilidadeg?3.95.97.102
liofilizagao
Alteragdes impactam na
. estabilidade da suspensao. Afeta
Propriedade da ) R ) ]
o Potencial Zeta: -35 £ 10mV1%7 pardmetros  in  vivo, como
superficie L .
Clearence, distribuicdo tecidual e
absorcao celular®3.97
Impacta na uniformidade das
vesiculas. PDI< de 0,3 s&o
Sistema L _ o
PDI<0,3103.107 aceitaveis e sdo um indicador de

Monodisperso . .
uma populagdo de vesiculas

homogéneas?:9°
Alteragdes podem comprometer a
H 5 46112 seguranga, causando irritago,
P vasculite, trombose e émbolos, se

o pH for diferente do fisiologico.
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ACQ Alvo Justificativa(s)

Alteracoes afetam a tolerabilidade

Osmolalidade 280309 MOSmM/L12 da formulagao, valores iguais a
300 £ 30 mOsm/L s&o ideias para

esse tipo de administragdo®
Aumento da eficacia terapéutica
mediante a alta eficiéncia de

Eficiéncia d encapsulamento. Um EE% mais
iciéncia de
| o114 alto esta associado a uma menor
encapsulamento .
perda de farmacos durante o

processo de fabricagcdo e a um
custo de produgéo reduzido®-94
Liberagao baixa a moderada. Em torno

Liberagdo de de 0,127 + 0,021 h™' para taxas de o )

] o ) . o Impactam na eficacia e no perfil de
farmacos in vivo e in  liberagéo in vitro e em torno de para )

_ . o seguranca do medicamento®97
vitro taxas de liberagao in vivo 0,025 + 0,002

h-185

Quimica e fisicamente estavel na faixa Fatores impactam diretamente na
Estabilidade quimica ) . .
fisi de temperatura de 2-25 °C por 48 instabilidade fisica dos
e fisica
meses55 e auséncia de agregados. lipossomas?®

Legenda: HSPC: Fosfatidilcolina de soja hidrogenada, DSPG: Distearoil fosfatidilglicerol, EE%: Eficiéncia de
encapsulamento, PDI: Indice de polidispesividade Fonte: Elaboracao prépria a partir de banco de dados da literatura.

Os diversos atributos escolhidos para a elaboragao desta tabela, influenciam
direta e indiretamente a eficacia e a seguranga terapéutica. De acordo com Zagalo e
colaboradores, 2022%, mediante a revisdo sistematica elaborada, o tamanho de
particula foi o ACQ mais estudado. Esse atributo impacta significativamente em
diversos outros parametros de qualidade, sendo eles: estabilidade, eficiéncia de
encapsulamento, perfil de liberagao e biodisponibilidade, mucoadeséao, captagao celular
e toxicidade®. E relatado, na patente, que o tamanho das particulas apds hidratacéo e
liofilizacdo apresenta um aumento de aproximadamente 20% do tamanho prévio, e que
isso pode estar associado ao incremento na toxicidade do sistema®2.

A composigédo quimica € outro atributo critico da qualidade bastante avaliado, ja
que influencia diretamente no tamanho, capacidade de carga, liberagéo, toxicidade e
integridade dos lipossomas desenvolvidos'®?. Modificagbes na composigao lipidica das
vesiculas lipossomais sdo conhecidas por influenciar a captagdo por macrofagos.
Estudos bem estabelecidos, como os de Johnson et al.1975'?* e Payne et al. 19872,

demonstraram que o0 aumento nos niveis de colesterol pode afetar significativamente
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essa absorcdo. Adicionalmente, € comprovado que a presenca de colesterol em
lipossomas neutros reduz drasticamente a toxicidade dessas vesiculas, contribuindo
para uma melhor seguranga no uso terapéutico'?.

O indice de polidispesividade (PDI), € outro parametro de extrema importancia e
um atributo critico de qualidade presente em diversos estudos sobre QpD, ja que
fornece informagdes sobre a uniformidade e a distribuicdo do tamanho das particulas
em formulagdes, influenciando diretamente a estabilidade e eficacia do produto. Como
avaliado no estudo de Danaei et. al, 2018%, valores de PDI em torno de 0,3 ou abaixo
sdo aceitaveis e indicam que ha uma distribuicdo homogénea das vesiculas de
fosfolipidios. Os dados gerados a partir dos trabalhos de IMAN et al. 2011'%% e SEIFY
et al. 2023'%7 auxiliam na confirmagao desta observagao.

Além da polidispesividade, a estabilidade das vesiculas lipidicas € também
relacionada a carga de superficie, denominada de potencial zeta. Conforme Kumar &
Dixit, 2017""” a magnitude deste parametro é um indicador preditivo fundamental da
estabilidade coloidal da solugcdo. Nanoparticulas com valores de potencial zeta em torno
de +30 mV apresentam elevado grau de estabilidade fisica. Além disso, alteragdes nos
valores deste atributo podem impactar no Clearence, na distribuicdo tecidual e na
absorgdo celular®*®. O dado referente ao potencial zeta do AmBisome® nio esta
disponivel na patente, entretanto, mediante aos estudos realizados por SEIFY et al.
2023'%7  indica-se que o valor é de 20,39 * 3,2, dessa forma, que a formulagéo final
possui estabilidade fisica adequada.

A eficiéncia de encapsulamento (EE%) € notoriamente relevante, sendo também
um dos atributos criticos de qualidade mais amplamente estudados. Sua relevancia se
da através do impacto que possui na eficacia terapéutica e no perfil de seguranga do
produto. Valores mais altos de EE% estdo associados a uma menor perda do IFA
durante o processo de obtencao das vesiculas lipidicas, o que de certa forma indicam
menos custos na fabricagdo®%. De acordo com a patente, a eficiéncia de
encapsulamento de AmB é praticamente 100%%2.

Os pequenos lipossomas esféricos unilamelares séo os alvos para a morfologia
e lamelaridade do AmBisome®, esses parametros estdo associados ao fator de
retengdo do farmaco e sua capacidade de liberacdo, e devem ser estritamente
controlados no processo de obtencéo, ja que mediante a estas caracteristicas estao
atreladas diversas outras propriedades importantes que impactam na biodistribuigao,

eficacia e seguranga do produto®®97:102
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Sabe-se que o atributo de perfil de liberacdo é um fator chave no que tange a
garantia da eficacia e redug¢des na toxicidade do principio ativo. Alteragdes neste perfil
podem impactar na biodisponibilidade e no perfil clinico do produto e, portanto, deve ter
monitoramento. Resultados obtidos a partir dos estudos de SVIRKIN et. al 2022'%8
sugerem que um aquecimento maior durante a fabricagdo das vesiculas lipidicas de
AmBisome® ¢é crucial para que haja uma firme agregacdo de AmB na bicamada,
retardando a liberagao do principio ativo e assim reduzindo a toxicidade.

O pH ¢ outro atributo critico que deve ser avaliado ao do longo processo de
obtengdo dos lipossomas. Sabe-se que a solubilizagdo do componente lipidico é
favorecida mediante a acidificagdo, e sem ela as etapas de encapsulamento nao
ocorrerem de forma satisfatoria. Tal fato foi demonstrado no trabalho de Rivnay et. al,
201787, O pH e a osmolaridade final do produto também sdo importantes pois devem
ser biocompativeis auxiliando na tolerabilidade da formulag&o®®.

Por fim, a estabilidade quimica e fisica do produto deve ser considerada e
analisada, ja que alteragdes podem afetar a integridade das vesiculas lipidicas e
consequentemente a eficiéncia terapéutica. Problemas como agregacao/fusdo de

particulas, degradagéo, hidrolise, oxidagdo deve ser evitados/eliminados se possivel®*.

5.3 Atributos Criticos do Material —- ACM

Os ACM sao os elementos que impactam diretamente os ACQs. e constituem
qualquer caracteristica fisica, quimica, bioldgica ou microbiologica dos materiais que
necessitam controle para que a segurancga, eficacia, estabilidade e desempenho
desejados sejam alcangados®''® Diversos ACMs ja foram avaliados ao longo dos anos,
na metodologia proposta por Németh e colaboradores em 2020% para o
desenvolvimento de lipossomas com base na avaliagdo de risco, os atributos criticos
do material que obtiveram os maiores resultados de severidade foram os fosfolipidios,
o conteudo do ingrediente farmacéutico ativo, as razdes lipidicas e as concentragdes
de crioprotetor. Esses parametros, portanto, foram utilizados para compor o ACM do
produto AmBisome®. A qualidade do material ndo foi avaliada, uma vez que se
considerou que 0s materiais possuem grau farmacéutico.

A Tabela 3 compila os atributos criticos do material avaliados.
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Tabela 3. Atributos Criticos do Material para AmBisome®, 50 mg.

ACM

Alvo

Justificativa(s)

Identidade / Concentragéo
IFA

Anfotericina B, 50 mg/frasco
(50.000 unidades, 4

mg/mL)%4.5%

Influéncia no tamanho das particulas,
capacidade de cargado farmaco e a

eficiéncia de encapsulamento (%)1%

O colesterol diminui a fluidez e a
permeabilidade das bicamadas e
Concentracao de colesterol aumenta o

52 mg/frasco (4,16 mg/mL)%* empacotamento de

fosfolipidios, o que aumenta a
retengéo do farmaco e %EE®

HSPC 213 mg/frasco (17,04

mg/mL); DSPG 84 mg/frasco

(6,72 mg/ml)5*

_ .y . Impacta no tamanho da particula, no
Tipo de lipidio/Concentragéo o o - .
indice de polidispersao, potencial zeta
e no EE%®

Impactos

lipidica

sobre agregagcdo e
integridade de vesiculas lipossomais,
Concentragdo do crioprotetor Sacarose 900 mg/frasco® 9 P

prevengdo de vazamentos das
vesiculas 9398101

Impacto no tamanho da particula, na

Raz&o molar lipidio: lipidio 2:0,8% liberagéo do farmaco e,
especialmente, no EE%®
_ o Impactos no tamanho de particula,
Raz&o molar droga: lipidio 1:1101 _
PDI, %EE e liberagao do farmaco®.
Temperatura de transigao de < 650G+ Impacto na liberagao do farmacoe na

fases estabilidade da vesicula 86.96.97

Legenda: HSPC: Fosfatidilcolina de soja hidrogenada, DSPG: Distearoil fosfatidilglicerol, EE%: Eficiéncia de
encapsulamento, PDI: indice de polidispesividade. *Temperatura de transicdo de fases de lipidios, em torno de
55°C87. Fonte: Elaboragéo propria a partir de banco de dados da literatura.

O conhecimento sobre as caracteristicas presentes nos fosfolipidios
constituintes dos lipossomas é de extrema importancia, ja que permeiam diversos
fatores dentro da formulagédo avaliada. Dessa forma, a temperatura de transicéo de
fase, carga liquida, estabilidades e custo-beneficio devem ser levados em
consideracgéo'?’- Sabe-se que insaturacdes presentes nos fosfolipidios sdo mais
suscetiveis a reagbes de degradacdo, como oxidagcao e hidrolises. A escolha dos
fosfolipidios HSPC, é relevante ja que possui acido graxo lateral saturado, com alta
temperatura de transigao (52°C) e elevado comprimento de cadeia. O mesmo acontece
para o DSPG, que possui temperatura de transicdo de fase igual a 55°C. A
concentragédo desses constituintes € um fator chave para a integridade e tamanho da
particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e EE%%. A Tabela 4 compila as

informacdes referentes ao contetido lipidico do AmBisome®.
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Tabela 4. InformagGes quimicas sobre contelido lipidico para o AmBisome®, 50 mg.

3 Carga Temperatura MM Distribuicao
Componentes Férmula Molecular elétrica de fase de imol de acidos
(pH=7,4) transicao (°C) (g/mol) graxos
HSPC Ca2HgaNOsP 0 52 762.1 18:0
DSPG C42Hg3010P -1 55 779,1 18:0
Colesterol Co7H160 0 - 386,65 -

Legenda: HSPC: Fosfatidilcolina de soja hidrogenada, DSPG: Distearoil fosfatidilglicerol, MM: Massa molecular.
Fonte: GOEL et. al 2022 ADAPTADO101

Grande parte da estabilidade da vesicula lipidica é garantida por meio da
presenca de colesterol. A ele também estdo associados impactos na fluidez e acoes
preventivas na agregacao das vesiculas. Entretanto, sabe-se que valores utilizados na
formulagdo ndo devem ultrapassar 50% ja que, o colesterol, também possui influéncia
na temperatura de transigdo de fases. Esses fatores podem impactar no grau de
retencdo do principio ativo e na EE%%

O efeito da relagao lipidio: farmaco e lipidio: lipidio mostra-se relevante ja que se
relacionam ao aprisionamento do farmaco e sua consequente liberagdo, estao
associados também a impactos no tamanho das vesiculas lipidicas, uma vez que o
aumento na proporgao de lipidios favorece incremento no volume interno das vesiculas.
A concentracao do crioprotetor também é um fator que deve ser analisado, pois pode
acarretar impactos sobre agregacédo e integridade de vesiculas lipossomais e na

prevengdo de vazamentos das vesiculas®-98.101

5.4 Parametros Criticos do Processo — PCP

A partir das informagdes contidas na patente US5965156A% e nos estudos
realizados por Rivnay et al. em 2019%, Liu et al. em 2020""'e GOEL, H. et al. 20220
foi possivel estabelecer o processo produtivo da obtengao da vesicula lipidica presente
no produto AmBisome® o que permitiu compreender os parametros criticos do processo

associados. O fluxograma da producgéo € demostrado na Figura 7.



31

Figura 7. Fluxograma do processo produtivo da obtengéo de lipossomas.

Aquecimento 50 mg/mL alfa-Tocoferol + CH;OH +

p“ofgg:m CHCly (1:1)

7 ( Misturado em proporcio J l

de volumes iguais (1:1)

Ajuste de pH
para (1-3) 3759 mg
Fosfatidilglicerdis (sal DSPG-Na) | - AmB
oo | CH:0H + CHCI, (1:1) |
Aquecimento SOl o [ -
cdo DSPG acidificada CH;OH + CHCl; (1:1) |
de 65°C esante |
por 30 min
= Concentragdo
( Complexo solivel AmB-DSPG de AmB
| (Solugdo laranja, pH 1,5) 45 mgfmL
L Misturado em proporgao
de volumes iguais (1:1) a 65°C
2,5N NaOH
40 Resultante Concentragéo
(Solugao de coloragao de AmB
translicida, pH 4,5) ~25 mgimL
Remogio do solvente Spray Drier Po seco pulverizado
em processo continuo Py (Coloragao amarelada)
Hidratagdo em tampéo aquoso a 65°C,
[ Anfotericina B lipossomal ] pH 4,5.5,5 (Contendo lactose 9% piv —
Estabilizador)

Sonicagao/Homogeneizacio
por 10 min para produzir SUV

Legenda: DSPG: Distearoil fosfatidilglicerol, HSPC: Fosfatidilcolina de soja hidrogenada HCI: Acido Cloridrico,
NaOH: Hidréxido de Sadio, AmB: Anfotericina B, CH3OH+CHCI3: Metanol + Cloroférmio. Fonte: Elaboragdo prépria
a partir de GOEL, H. et al. 2022, ADAPTADO191, e informagdes contidas na patente US5965156A52 e nos estudos
realizados por Rivnay et al. em 201987 e Liu ef al. em 20201

A obtencao de L-AmB ¢é dividida em 4 etapas. A primeira etapa diz respeito a
adicéo de 632,7 mg de DSPG em 4 mL de uma mistura de cloroférmio-metanol 1:1 (v:v),
denominada de solvente. Essa mistura € aquecida a 65°C e acidificada com 0,300 mL
de HCI a 2,5 M. Adicionalmente, 375,9 mg de AmB em 4 mL de solvente é agregada a
mistura inicial, formando uma solugdo opticamente translucida. O tocoferol, embora
mencionado na bula do produto, ndo consta nos protocolos originais. Entretanto, sabe-
se que ele é aquecido a 65 °C em solvente e adicionado a uma concentracdo de 50
mg/mL a AmB sdlida, no inicio da mistura organica, antes da preparagao da suspensao
de AmB. Sao adicionados a essa mistura resultante, solugbes de HSPC (1598,4 mg) e
colesterol (393 mg), cada uma em 4,5 mL de solvente, a 65°C. Apds a combinacéao

desses componentes, 0,175 mL de NaOH 2,5 M sao adicionados, fazendo com que a
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mistura final tenha um pH préoximo a 4,5. A segunda etapa refere-se ao processo de
secagem por pulverizagdo, mediante o uso de sistema de secagem por aspersao, em
que o solvente é removido e ha a formacao de um p6 seco pulverizado amarelado. Na
terceira etapa, o po seco resultante é hidratado empregando-se tampao de lactose-
succinato (LS) aquecido (9% (p/v), lactose, tampao succinato de sédio 10 mM (pH 5,5)
a uma concentragdo de aproximadamente 33 mg de pé/mL. Posteriormente, esse
material € submetido a um processo de sonicagdo, para que haja a formacéo das
vesiculas lipidicas, mediante ao uso de for¢ca de cisalhamento, visando alcangar a
uniformidade de tamanho. Por fim, as vesiculas sao liofilizadas, aumentando a vida util
e possibilitando sua reconstituicdo em agua pura, antes da administracdo. Essas
informacdes foram utilizadas para a elaboracdo dos parametros criticos do processo

para o AmBisome® que estdo contidos na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros Criticos do Processo para AmBisome®, 50 mg.

Etapa PCP Alvo Justificativa(s)
Quantidade do 5
Mistura (Preparagéo da 4 mL Passo inicial na obtencéo de
solvente
fase lipofilica) lipossomas 100
Temperatura 65°C?52
Temperatura 45°C a 60°C 2104
Pressao N&o encontrado*
Pulverizagéo (Formagéao ) - Processo simples com EE%
] C Velocidade N&o encontrado*
do filme lipidico) adequada®?
Tempo Nao encontrado®

Taxa de alimentacdo 0,75a-1,4
Quantidade do meio 750 mL5%2 Formagdo da bicamada

) . ) Taxa de alimentagdo N&o encontrado* lipidica, alteragdes impactam
Hidratacao do filme
em na EE% e presenga de

lipidico Tempo 40 a 60 min%? .
agregados, ocasionando
pH 4,5a5,5% inconformidades no produto®
Técnica adequada para
Frequéncia Nao encontrado* obtengdo de SUV (Pequenas
L vesiculas unilamelares) e a
Sonicacao / UGS | |
rodugdo em larga escala.
Homogeneizag&o (Forca Temperatura 65°C>2 produg g

Impacto no tamanho de

Press&o 90 a 100 psi'o8 particula, indice de

polidispersdo+, %EE e

de cisalhamento)

in52
Tempo 4 min capacidade de carga?8”-92
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Etapa PCP Alvo Justificativa(s)
- Tamanho do poro 0,22 ym®2 Garantia da esterilidade do
Filtragdo ]
Tipo Filtros52 produto final®?
-40°C
(Congelamento);
Temperaturas '290(? ?Secagem Técnica indicada  para
primaria); produtos farmacéuticos
Liofilizacs 40°C(Secagem termolabeis®? Alteracdes
iofilizagao -
¢ secundaria)'®® impactam na morfologia, teor
Pressao 60 mTorr108 de ég ua residual e
Quantidade estabilidade®
. 900 mg/mL
crioprotetor
Tempo 2 horas 08
Temperatura 2 a 25°C7
7
Envase Tempo 48 meses Garantia da estabilidade
(Armazenamento) Resistentes a terapéutica do produto?05.106

Qualidade do frasco  tensdes térmicas e

mecanicas’7105

Fonte: Elaboragao propria a partir de banco de dados da literatura considerando a faixa de trabalho. *

Informagao nao disponibilizada pela patente ou em outros estudos.

Rivnay e colaboradores, 20178 avaliaram os PCPs para uma formulagao
lipossdbmica contendo AmB e selecionaram trés parametros criticos principais: a
acidificagdo durante a formacdo do complexo farmaco-lipidio, a cura térmica dos
lipossomas apos o dimensionamento das particulas e o congelamento rapido no inicio
do ciclo de liofilizagdo. Os autores demonstraram que a superacificagao facilitava a
manipulacdo do farmaco, enquanto a subacificagcdo desfavorecia a formacgdo do
complexo farmaco-lipidio e a solubilizagdo do farmaco. A cura térmica de 65°C alterava
consideravelmente a toxicidade, e o congelamento rapido na liofilizagao foi essencial
para evitar agregacao e manter o tamanho dos lipossomos (80-120 nm) apds a
reconstituicdo. Esses PCPs assim como os demais parametros selecionados na Tabela
5 sdo encontrados em inumeros trabalhos para obtencdo de vesiculas lipossomais,
corroborando para um entendimento mais abrangente sobre o processo produtivo

desses sistemas.
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5.5 Avaliacao de Risco — AR

Como ja relatado, a necessidade da implementagdo da andlise de risco é
fundamental, uma vez que auxilia na tomada de decisdo dos parametros que possuem
impacto potencial no perfil de qualidade alvo do produto. A AR pode ser desenvolvida
através de classificagbes qualitativas, pelo uso de diagramas como o de Ishikawa, e
quantitativas como com ferramentas de andlise de modo e efeitos de falha
(FMEA)'%.16 " A" AR auxilia, também, na determinagdo dos atributos de material e
parametros de processo que possuem efeitos potenciais sobre os ACQs do produto
selecionado e na escolha dos parametros de design fatorial dos experimentos'’

Para este estudo, a AR foi baseada nas informagdes encontradas na literatura
relacionada ao tema, com finalidade exploratéria. Mediante a isso, foi obtido o diagrama
de Ishikawa, apresentado na Figura 8, que reune os principais critérios de qualidade,
formulacdo, aspectos terapéuticos e caracteristicas do produto, oferecendo uma

relagédo de causa e efeito entre as variaveis significativas selecionadas?.

Figura 8. Diagrama de Ishikawa para o produto AmBisome®.

PCPs
PROCESSOS
PREPARATIVOS

ACMs
PROPRIEDADES

concentragio | DOS MATERIAIS Sapeang TR
tidad i
COLESTEROL o Sowante pd SONICACAO
tipo concemr\ﬂf:o MISTURA frequéncia  pressio
IFA ﬁ% tem FILTRACAD
peratura ‘\\ l\\
razao Jipidio® _
concentragio  tiPO lipidio temperatura velocidagey, iPe  tamanho do poro temperatura
FOSFOLIPIDEOS \ PUL‘JERIZA(,.&O/ / > LIOFILIZAQE\O
tipo razao IFA: concentragio pressic tempo taxade_ tempo "\ [eMPO crioprotetor pressdo
lipidio alimentacao
TEMPERATURA DE HIDRATACAO DO ENVASE
TRANSICAO DE FASES /’ FILME LI inlco/‘ /’ /‘ ™ e
< temperatura quantidade pH taxa de empo  qualidade do frasco
de trabalho do meio alimentagio
via intravenosa indicagio 3 a5 mg/kg/dia do farmaco L uenos lipossomas
\l \ \ colestg[: Jla-tocg\m! D; esrérl%os
DOSAGEM/ . / COMPOSIC?\O QUIMICA MORFOLOGIA/
stisancae 2 /7‘ " LAMELARIDADE
50 mg do IFA/frasco micro-organismos pd liofilizado HSPG DSPG 280-309mOsmiL & oo oar
estéril
ESTERILIDADE ENCAPSULA(;ﬁO [/ OSMOLALIDADE
i 80 nm
m;;ﬁﬂll-;;gm moderada ﬁilral;é in vivo ~ baixa a moderada i wﬁ / /
L TAMANHO
N LIBERACAO X polecalacia
TOXICIDADE ¢ !/ -35 £ 10mVmv
liberagéo fisica PROPRIEDADE DA
modificada perfil in vitro ~ baixa a moderada BoEss SUPERFICIE
\ farmacocinético ESTABILIDADE ’
TECNOLOGIA material / SISTEMA
/ quimica MONODISPERSO
56
estrutura '/ ARMAZENAMENTO /
pH

PQAP estabilidade ACQs
SISTEMA CARREADOR FORMULAI;‘.:\CI
LIPOSSOMAL

Fonte: Elaboracao prdpria a partir de banco de dados da literatura.
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Ainda nesta analise, a matriz de risco, apresentada nas Figura 9 e 10, foi
elaborada conforme as classificacbes de baixo, médio e alto, no que se refere a riscos
amplamente aceitaveis, aceitaveis, podendo ou ndo afetar a qualidade do produto e
inaceitaveis, possuindo um impacto significativo na qualidade do produto,
respectivamente'.

N&ao foi possivel estimar um Numero de Prioridade de Risco (NPR) através da
metodologia FMEA para o processo de producdo do AmBisome® e, consequentemente,
os graficos de Pareto, resultantes desta avalicdo ndo foram obtidos. Os trabalhos de:
Barbalata et. al 2021°* Pallagi et. al 2019'% Dob¢ et al. 2022'° serviram como fator
orientativo para a elaboragéo da matriz de risco.

Ao se analisar a Figura 9, percebe-se que a maioria dos ACQs selecionados
exercem influéncia significativa no perfil de qualidade alvo do produto. Entre os fatores
avaliados a composigao quimica, assim como a estabilidade quimica e fisica, possuem
classificacdo de risco alta para todos os atributos considerados. A Figura 10, ao
relacionar os ACMs e PCPs, no que tange a influéncia aos ACQs, expde que a maioria
dos ACMS selecionados, com excecao da temperatura de transicao de fases, possui
grande influéncia no atributo de estabilidade. Os PCPs ligados as etapas de hidratagao,
filtracao, liofilizacdo e enchimento exercem grande impacto neste atributo e devem ser
avaliados de uma forma mais abrangente.

No estudo de Németh e colaboradores 20208, que avaliaram uma metodologia
de analise de risco em formulagdes lipossomais, foi constatado que o atributo
estabilidade apresentou o maior indice de severidade em comparagao com os demais,
alcancando aproximadamente 350 pontos. Isso indica que fatores capazes de alterar
esse parametro tem um alto potencial de impactar significativamente a qualidade final
do produto. Os demais ACQs selecionados também obtiveram pontuagdes elevadas,
como perfil de liberagéo (+ 305), potencial zeta (+ 260), tamanho (+ 240), EE% (+ 230),
morfologia (+ 230) e PDI (£ 225), com exceg¢ao da lamelaridade, que obteve 75 pontos.
A avaliagdo nao abrangeu, no entanto, os parametros da composi¢cdo, pH e
osmolaridade. Outrossim, os ACMs e PCPs também foram analisados no estudo de
Németh e colaboradores, que demonstraram que os fosfolipidios (+ 34750), o conteudo
do IFA (x 30000), colesterol (x 20000), temperatura de fase de transicdo (x 17500) e
crioprotetor (x 125000) s&do considerados ACMs com alto score de severidade. Para os
PCPs, a temperatura da sonicagao (+ 16500), temperatura da evaporagéo (+ 16500),
meio de hidratagdo (+ 14550), tempo de sonicagao (+ 12700) e qualidade do frasco (

6800), possuiram os maiores score dentre os atributos considerados nesta avaliagao.
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O estudo de Dobo e colaboradores de 2022'°, que avaliou o desenvolvimento
farmacéutico e o design de lipossomas termossensiveis baseados em QpD mostrou
que o tamanho de particula e o potencial zeta possuiam alta gravidade de influéncia,
assim como os constituintes lipidicos da formulagdo e a concentragéo do crioprotetor.
No grafico de gravidade relativa e ocorréncia relativa, presente no estudo, esses ultimos
obtiveram os maiores valores para ocorréncia, dando suporte as observacdes dos
diagramas de Pareto. O tempo e temperatura de hidratagdo foram os PCPs com os
maiores valores de severidade para os atributos considerados no estudo.

Em estudo de Pallagi e colaboradores, 2019'° também foi demonstrado que o
tamanho da vesicula (238) apresenta um impacto critico significativo no produto
lipossomal. Por outro lado, em relacdo aos PCPs, os autores identificaram que a
temperatura no banho ultrassénico (6344) e o tipo de solvente (5020) exerceram grande
influéncia no desenvolvimento do produto, considerando os parametros selecionados
no estudo.

Liu e colaboradores, 2019'%, utilizaram a abordagem FMEA para a avaliagio de
risco atrelado a otimizagao do processo de fabricagdo de uma formulagao lipossomal
complexa, contendo AmB. Cinco dos 14 ACQs, foram selecionados para um estudo
mais aprofundado, incluindo a identidade do mondémero IFA, a agregacao do IFA,
tamanho de particula, toxicidade in vitro e a qualidade do cake. Mediante as discussdes,
os autores puderam perceber que o risco médio e alto estavam atrelados aos
parametros de processo como razao IFA para fosfolipidio (IFA:PL), razdo DSPG para
fosfolipidio (PG:PL), razdo colesterol para fosfolipidio (Col:PL) da formulagdo de
lipossomas, taxa de aspiracdo e taxa de alimentacido de amostra da secagem por
pulverizagdo, pressao, temperatura de cura e passagens de microfluidizacdo e
temperatura de aquecimento da liofilizagdo. Esses por sua vez, foram administradas
por meio do DE de triagem de fatores. No que se refere aos parametros classificados

como baixo risco, esses foram mantidos a nivel constante.
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5.6 Delineamento Experimental (DE) e Espago de Desenho (ED)

O DE, pode ser entendido como uma técnica para se obter resultados desejados
em sistemas de administragdo de medicamentos, e € baseado nos parametros
provenientes da andlise de risco'®’. O ED, por sua vez, é obtido através das analises
do desenho experimental, oferecendo uma relagdo entre os ACMs/PCPs e ACQs.
Operar dentro de faixas aceitaveis, que definem o espag¢o de design do processo,
garante a qualidade do produto. Essas faixas sado devidamente documentadas no
registro regulatério, e qualquer mudancga fora deste espaco impora restricées, sendo
necessario uma nova aprovagao para o langamento do produto28.129.130,

A escolha do DE adequado deve ser criteriosa e enfrenta algumas dificuldades.
Fatores como objetivo do estudo, recursos disponiveis, conhecimento prévio,
experiéncia, sensibilidade do pesquisador e a propria complexidade do experimento
contribuem para os desafios dessa etapa. Trés principais aplicacbes de DE podem
ocorrer de forma sequencial, o DE para triagem, nos quais sdo explorados um numero
significativo de variaveis independentes e consequentemente a avaliagdo de suas
influéncias, e o DE para otimizagéo, considerando as principais variaveis independentes
da etapa anterior, determinando condi¢cdes 6timas e prevendo valores de resposta. Por
fim realiza-se o delineamento para robustez, que determina se o processo/produto &
robusto a pequenas variagdes nos niveis das varias independentes®'31,

Tanto o DE quanto o ED sao frequentemente representados por meio de modelos de
superficies de resposta, analisados através de projetos experimentais especificos,
como o projeto de composto central ou o projeto de Doehlert'?.

Como relatado, diversos tipos de delineamento experimentais estao disponiveis
e podem ser utilizados para o processo de avaliagao de formulagdes. Através da revisao
de literatura realizada por Zagalo et. al 2023%, identificou-se que o desenho
experimental por Box-Berhnjen (n=33,28%) foi o0 mais utilizado nos trabalhos avaliados,
seguidos pelo delineamento fatorial completo (n = 30, 25%), projeto composto central
(n =29, 25%), delineamento fatorial fracionario (n = 16, 14%), delineamento Placket-
Burman (n = 13, 11%), projeto de mistura D-6tima (n = 10, 8%), delineamento Taguchi
(n=7,6%) e projeto de mistura I-6tima (n = 3, 3%).

N&o foi possivel realizar um estudo do DE neste trabalho e consequentemente
definir um espago de desenho para avaliagdo do produto AmBisome®, devido a falta de
dados brutos relacionados as variaveis dependentes e independentes. A escassez de
informacdes, atrelada aos inumeros parametros estabelecidos fazem com que a

complexidade dessa operagao seja alta, entretanto pode-se sugerir como modelo, a
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adocao de um projeto fatorial fracionado para avaliagdo das numerosas variaveis de
processo, rastreando com execugdes experimentais relativamente limitadas. O impacto
dos ACQs e PCPs nos ACQs poderia ser analisado e expresso por graficos de contorno.

Barbalata e colaboradores, 2022'%* ao avaliar o uso da abordagem QpD para
otimizagdo do carregamento conjunto de sinvastatina e doxorrubicina em lipossomas
para um efeito anticancer sinérgico, utilizaram um DE do tipo face composta central, a
partir de um modelo quadratico, com 17 experimentos, dos quais trés eram réplicas. As
concentracdes de fosfolipideos, doxorrubicina e sinvastatina foram consideradas como
variaveis independentes, enquanto a concentragdo do farmaco encapsulado, EE%,
tamanho do lipossoma, PDI e potencial zeta foram as variaveis dependentes. Dessa
forma, foi otimizado a formulagao de interesse, revelando que a concentracao tanto de
doxorrubicina quanto de sinvastatina apresentavam criticidade notéria. Com base
nessas observagoes, os autores definiram o espaco de desenho, e os resultados foram
representados por um grafico de contorno. O grafico obtido, sugeriu que para a
formulagéo atender aos PQAP deveria-se utilizar altas concentragdes de sinvastatina e
doxorrubicina.

Em outro estudo, mediante a grande variagao de lote para lote no processo de
fabricagao de lipossomas a base de FK506, um imunossupressor, Toyota et. al 2017'%°
avaliaram o uso de DE para otimizar efeitos dos parametros do processo e garantir a
obtencdo de um produto que atendesse qualidade desejadas. Eles utilizaram um
desenho do tipo, Box-Benken, onde se pode observar que o processo de extrusao
impactava nos tamanhos de particula e a hidratacdo por pelicula fina afetava
significante a eficiéncia de encapsulagdo. As condigdes otimas para a obtengdo do
produto foram encontradas através do espaco de desenho, dado pelo grafico de
superficie de resposta, nos quais o volume do tampao PBS foi de 4mL, com temperatura
de hidratagao de 52,5°C, 3 numeros de ciclos de congelamento e descongelamentos,
dos quais puderam ser obtidos * 56,4% de EE% e tamanho de particula de 100 nm. A
Figura 9 expde as respostas obtidas pelos autores através dos graficos de superficie

de resposta.
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Figura 9. Gréficos de superficie de resposta.
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Legenda: A. Resposta do tamanho de particula mostrando os efeitos da temperatura de hidratagdo e o nimero de

ciclos de congelamento-descongelamento. B. Resposta da eficiéncia de encapsulamento mostrando os efeitos da

temperatura de hidratagdo e o nimero de ciclos de congelamento-descongelamento. Fonte: Toyota et. al 2017125,
ADAPTADO.

Com o objetivo de desenvolver uma formulagao lipossomal como carreador de
grelina através da homogeneizagdo de alta pressao e consequentemente obter sua
otimizagéo, Barros e colaboradores, 2021'?® langaram m&o do uso de um delineamento
experimental fatorial, elaborado a partir de ACMs e PCPs pré-estabelecidos. Nos quais
as respostas esperadas dada pelo projeto de otimizagao grafico de contorno se deu
mediante aos valores de 78,07; 0,28; 49,80; 53,40 para tamanho, PDI, Potencial Zeta e
EE% respectivamente.

Liu et al. 2021'% mediante ao uso de um DE fatorial fracionario avaliou a
otimizagdo do processo de fabricacdo de formulagdo lipossomal complexa para
anfotericina B, no qual foram avaliados a criticidade de cada ACQ/PCP selecionado
através dos graficos de coeficiente e de contorno. Eles indicaram que a temperatura de
cura durante a microfluidizagdo, técnica de cominuicdo de tamanho utilizada,
caracterizava-se como o PCP mais significativo. Os autores também extrapolaram o
espaco de desenho, indicando as variagbes do PCPs para a obtencdo da qualidade
desejado do produto. A Figura 10 exemplifica o grafico de respostas para o espago de

desenho obtidos mediante a avaliagdo do delineamento experimental.
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Figura 10. Espago do Desenho considerando os PCPs avaliados.
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Temperatura de cura (°C); AR[m3/h] = Taxa de aspiragdo (m?3/h). Fonte: Liu et al. 2021104,

Ao se analisar o grafico contido na Figura 10, pode-se perceber que o espaco de
desenho maximo € obtido por meio de valores médios da razao IFA para fosfolipidios
totais e taxa de aspiragéo e temperaturas de cura mais altas. Dessa forma a exploragao
do espacgo de desenho deste estudo conseguiu demonstrar como os parametros criticos
do processo podem ser variados para produzir consistentemente um produto com as

caracteristicas desejadas.
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6. CONCLUSAO

A abordagem QpD vem se tornando um elemento-chave na garantia de qualidade e
seguranga no desenvolvimento de produtos farmacéuticos. A partir dela, um
conhecimento mais aprofundado do processo e produto € obtido, ofertando uma
melhoria continua, facilitando a inovagédo, a supervisdo regulatoria mais eficaz e o
incremento da confiabilidade do produto.

A aplicacdo das ferramentas de QpD demostrou ser eficiente para ampliar o
conhecimento frente aos mecanismos que permeiam as etapas de desenvolvimento e
fabricacdo do AmBisome®, permitindo reconhecer os fatores criticos que impactam
diretamente na eficacia, seguranca e estabilidade do produto.

A identificagdo das variaveis criticas dependentes, como composi¢do quimica,
tamanho de particula, potencial zeta e PDI, e das variaveis independentes, como o tipo
e arazao entre lipidios, além dos parametros das etapas do processo, contribui para a
minimizagdo de potenciais riscos de ndo conformidade. Ademais a aplicagdo dos
conceitos do delineamento experimental e espago do desenho, que ndo foram possiveis
de executar no presente estudo, devem assegurar que o produto atenda aos Perfis de
Qualidade Alvo do Produto (PQAP), garantindo sua eficacia terapéutica e seguranga ao

paciente.
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