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RESUMO

A doenca renal crbnica € uma patologia caracterizada por uma lesdo renal com
perda progressiva e irreversivel das funcdes dos rins, e € considerada um problema
de saude publica. A hemodialise € um dos métodos dialiticos mais empregados na
terapia renal substitutiva e durante as sessfes séo utilizadas solugbes de dialise
compostas por concentrados polieletroliticos e &gua purificada. No presente
trabalho, foi desenvolvido e validado um método analitico multielementar sequencial
por espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolucdo com fonte continua por
chama para quantificar os eletrolitos no produto farmacéutico. O método foi
desenvolvido empregando ferramentas de planejamento de experimentos. Um
planejamento fatorial completo em dois niveis foi utilizado como um estudo de
triagem. A combinacdo da Matriz de Doehlert com a funcdo desejabilidade foi
empregada para estabelecer uma condicdo compromisso na otimizacdo das
variaveis significativas estudadas. O método foi validado e a seletividade evidenciou
que o método é capaz de quantificar os analitos inequivocamente, mesmo na
presenca dos demais componentes da matriz. Faixas lineares foram estabelecidas
para cada analito (25 — 130 mgL™ para Na, de 1,0 - 5,0 mgL™ para K e Ca e de 0,30
— 0,70 mgL™? para Mg) e ndo foram observados desvios no modelo linear. A
homocedasticidade dos dados foi confirmada através do Teste de Cochran e a
ANOVA indicou que o coeficiente angular € estatisticamente diferente de zero. A
metodologia demonstrou ser precisa (RSD inferior a 2,7%) e exata (média de
recuperacdo de 103,0% para Na, 100,5% para K, 101,3% para Ca e 101,5% para
Mg). A robustez foi avaliada utilizando um planejamento fatorial completo e os
resultados demonstraram nado haver diferenca significativa na determinacdo dos
analitos. O método descrito nesse trabalho cumpriu com os requisitos preconizados
tanto pela RDC n° 166/2017 da ANVISA, como também pelo Guia de Validacédo de
Procedimentos Analiticos do ICH, demonstrando-se adequado para a quantificacdo
de sddio, potéssio, calcio e magnésio em amostras de solu¢des para hemodialise. O
método desenvolvido foi comparado com a metodologia de referéncia da
Farmacopeia Europeia, ndo havendo diferenca significativa nos resultados obtidos (p
> 0,05).

Palavras-chave: controle de qualidade; concentrado polieletrolitico; determinagéo

multielementar; HR-CS FAAS; validacao analitica.






ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is a pathology characterized by kidney damage with
progressive and irreversible loss of kidney function and it is considered a public
health problem. Hemodialysis is one of the most used dialysis methods in renal
replacement therapy and during the sessions hemodialysis solutions and purified
water are used. In this work, a sequential multielement analytical method by high-
resolution continuum source flame atomic absorption spectrometry (HR-CS FAAS)
was developed and validated to quantify the analytes in the pharmaceutical product.
The method was developed using Design of Experiments (DOE). A two-level full
factorial design was performed as a screening study. The combination of the
Doehlert Matrix with the desirability function was used to establish a compromise
condition in the optimization of the significant variables studied, including acetylene
flow rate, burner height and lanthanum and cesium concentration. The method
described in this work was validated and the selectivity showed that the method is
able to unequivocally determine the analytes, even in the presence of the other
components of the matrix. Linear ranges were established for each analyte (25 — 130
mgL™ for Na, 1.0 — 5.0 mgL™ for K and Ca and 0.30 — 0.70 mgL™ for Mg) and no
deviations were observed in the linear model. The homoscedasticity of the data was
confirmed through the Cochran Test and the ANOVA indicated that the slope is
statistically different from zero. The methodology proved to be precise (RSD lower
than 2.7%) and accurate (mean analyte recovery between 96.7% and 104.2%).
Robustness was assessed using a two-level full factorial design and the results
showed no significant difference in analyte determination. The method described in
this work complied with the requirements established by the normative base,
demonstrating to be suitable for the quantification of sodium, potassium, calcium and
magnesium in samples of hemodialysis solutions. The developed method was
compared with the European Pharmacopoeia reference methodology, with no

significant difference in the obtained results (p > 0.05).

Keywords: analytical validation; hemodialysis solution; HR-CS FAAS; multielement
determination; quality control.
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1 INTRODUCAO







A doenca renal cronica (DRC) é uma patologia caracterizada por uma lesédo
renal com perda progressiva e irreversivel das func¢des dos rins, e € considerada um
problema de satde publica (ROMAO, 2004). As modalidades de tratamento Ss&o
definidas de acordo com o avanco da doenca e contemplam a hemodialise, a dialise
peritoneal e o transplante. A hemodidlise é uma terapia renal substitutiva (TRS)
empregada para retirar os solutos que estdo acumulados, assim como também para
preservar e/ou restaurar os componentes normais do sangue (RIELLA, 2018;
RUDNICKI, 2014; SANTOS et al., 2017).

A solucao da dialise (dialisato) é composta por duas fracées: uma basica e
uma acida. Durante a sessdo de hemodialise, as duas fragcbes sdo misturadas com
agua purificada, através de um sistema de mistura proporcional (RIELLA, 2018). As
fracOes da solucéo da dialise (acida e béasica) sdo denominadas como concentrados
polieletroliticos para hemodialise (CPHD) e séo classificadas como medicamentos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A solugdo &cida é
composta por eletrolitos (sédio, potassio, calcio e magnésio), com ou sem glicose na
formulacédo. Ja a solucéo basica contém apenas bicarbonato de sédio.

A fabricacdo do CPHD é regulamentada pela RDC n° 08 de 2001, que
estabelece o Regulamento Técnico das Boas Praticas de Fabricacdo do CPHD, bem
como pela RDC n° 658 de 2022 que institui as Diretrizes Gerais de Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos.

Nesse cenario, o controle de qualidade € fundamental para garantir qualidade,
seguranca e eficacia aos medicamentos. As indastrias farmacéuticas séo
regulamentadas por normas sanitarias e precisam adotar rigorosos padrdes de
qualidade para atender aos requisitos minimos exigidos pelos 6rgaos reguladores
(ROCHA e GALENDE, 2014).

A validacao analitica € um requisito regulatério e é fundamental no controle de
qualidade de medicamentos, pois assegura confiabilidade aos resultados e garante
gue as analises que estdo sendo realizadas sdo seletivas, precisas, exatas e
robustas. A validagdo consiste em uma avaliacdo sistematica, realizada através de
ensaios experimentais, para confirmar e fornecer evidéncias de que o método
analitico é adequado para o seu uso pretendido (BRASIL, 2017a).

O desenvolvimento de metodologias analiticas empregando técnicas de

planejamento de experimentos tanto para planejar, como também para otimizar 0s
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ensaios, proporciona inumeras vantagens. Nesse contexto, destaca-se a reducgdo do
namero de experimentos, que consequentemente resulta em um menor consumo de
reagentes e de tempo gasto na conducdo dos ensaios. Essas ferramentas
guimiométricas baseiam-se em modelos matematicos que permitem avaliar a
relevancia e a significAncia estatistica dos efeitos das variaveis estudadas, como
também das suas interacdes (FERREIRA, 2015; NOVAES et al., 2017).

Destaca-se que o CPHD néo possui monografia na Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2019) nem na Farmacopeia Americana, e que a metodologia disponivel na
Farmacopeia Europeia (EP 10, 2019) apresenta limitagbes. A determinacdo de cada
elemento de forma individual € uma das principais desvantagens do método
compendial, pois torna o preparo demorado e mais suscetivel a erros analiticos,
devido as diluicbes necessarias para ajustar a concentracdo da amostra a faixa
linear de trabalho do método analitico. Verifica-se também que ha poucos estudos
na literatura referentes ao desenvolvimento de método analitico para esse produto.

Considerando a importancia do CPHD na terapia renal substitutiva, justifica-se
desenvolver e validar um método analitico multielementar, utilizando ferramentas de
planejamento experimental e uma técnica analitica que possibilite o controle da
sensibilidade a partir de ajustes instrumentais, para determinar os analitos, a partir
da mesma solucdo da amostra, de forma sequencial, rapida e confidvel. Com isso,
além de minimizar possiveis erros analiticos, simplificar4d a rotina do controle de
qualidade dos lotes de producdo desse medicamento, pois reduzird o tempo gasto

no preparo tanto das amostras, como também das curvas de calibracao.
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2 OBJETIVOS







2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, otimizar e validar um método analitico preciso e exato para

determinacdo dos eletrélitos sédio, potassio, calcio e magnésio em amostras de
CPHD.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

v

Desenvolver e otimizar método analitico multielementar pela técnica de
espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte continua e
chama (HR-CS FAAS) para quantificar os eletrélitos sodio, potéssio, célcio e
magnésio em amostras de CPHD mediante o uso de técnicas de

planejamento de experimentos;

Validar o método analitico desenvolvido de acordo com a RDC n° 166/2017
da ANVISA e o Guia de Validacdo de Procedimentos Analiticos do Conselho
Internacional para Harmonizagcdo de Requisitos Técnicos para Medicamentos
de Uso Humano (ICH, 2005);

Quantificar os analitos presentes em amostras reais e comparar os resultados

com as especificagdes preconizadas para o CPHD;

Comparar os resultados obtidos pela técnica de HR-CS FAAS com aqueles
obtidos pelo método por espectrometria de absorcdo atbmica com fonte de
linha (LS AAS).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA







A presente revisao visa apresentar os principais tépicos referentes ao CPHD,
com foco em controle de qualidade e validacdo analitica. Primeiramente, seré
abordada a doenca renal crénica e suas modalidades de tratamento, em especial a
hemodialise. Em seguida, sera apresentado o CPHD, seu controle de qualidade e as
regulamentagfes aplicaveis. Uma breve contextualizagdo sobre planejamento de
experimentos, validacdo de métodos analiticos e espectrometria atdbmica também
serdo descritas ao longo da revisdo. Por fim, serdo relatados alguns estudos

publicados na literatura relacionados a teméatica desse trabalho.

3.1 TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA

Os rins sdo 6rgaos vitais e sdo responsaveis pela filtragdo do sangue, pelo
equilibrio hidroeletrolitico, pelo controle da presséo arterial sistémica, assim como
também pela sintese de hormoénios. Além disso, eliminam substancias téxicas
através da urina e participam da excrecao de agua e de sais minerais (RUDNICKI,
2014).

A doenca renal crénica (DRC) é considerada um problema de salde publica,
e € caracterizada pela perda progressiva e irreversivel da funcao renal. Os principais
fatores de risco sdo diabetes mellitus, hipertensdo arterial, envelhecimento e
histérico familiar. A associacdo da DRC com fatores, como: obesidade, dislipidemia
e tabagismo aceleram a progressdo da doenca e a fase mais avancada €
denominada insuficiéncia renal cronica (CHERCHIGLIA et al., 2010; FERNANDES et
al., 2020; GOUVEIA et al., 2017; ROMAO, 2004).

As modalidades de tratamento renal sdo a hemodidlise, a dialise peritoneal e
o transplante (RUDNICKI, 2014). As indicagbes para um paciente iniciar o
tratamento dialitico podem ser decorrentes de situacdes de urgéncia ou em casos
eletivos. Hiperpotassemia ou hipervolemia (refrataria as medidas clinicas prévias ou
em casos de risco iminente de vida), pericardite ou encefalopatia urémica sao
condicdes clinicas, em carater de urgéncia, que podem requerer o inicio da terapia
renal substitutiva. Ja os casos eletivos sdo determinados pelo nivel da funcédo renal,
pela impossibilidade de manejo clinico das alteragcbes metabdlicas e da volemia,
pelo estado nutricional, pela presenca de sintomas urémicos ou pela combinacao
desses critérios (RIELLA, 2018).
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3.2 CONCENTRADOS POLIELETROLITICOS PARA HEMODIALISE

Concentrados polieletroliticos sdo medicamentos compostos por eletrolitos,
com ou sem glicose e podem ser apresentados na forma farmacéutica sélida ou
liguida. Sdo produtos empregados na terapia de didlise renal, apés a diluicdo
recomendada pelo fabricante (BRASIL, 2001).

A hemodialise é uma TRS empregada para retirar 0s solutos que estdo
acumulados em decorréncia da funcdo renal deficiente, bem como para preservar
e/ou restaurar os componentes normais do sangue. Dessa forma, os solutos que
serdo retirados na solucdo de troca devem estar ausentes ou em concentracoes
inferiores a do plasma. Ja os que se quer preservar ou oferecer, devem estar em
concentragdes similares ou superiores (RIELLA, 2018).

O processo consiste na circulacdo extracorpérea do sangue por tubos ou
compartimentos constituidos por uma membrana semipermeavel que é banhada
constantemente pela solucédo de dialise. Com isso, o sangue flui dos tubos para o
dialisador, que por sua vez filtra os residuos e retira 0 excesso de liquidos. Apds, o
sangue flui por meio de outro tubo e retorna para o organismo do paciente
(RUDNICKI, 2014).

A Figura 3.1 apresenta a representacdo esquematica dos principais

componentes da hemodialise.

Dialysate

Vascular access

Dialysis machine

Figura 3.1. Representacdo esquematica dos principais componentes da hemodialise
(adaptado de CHAN et al., 2013)

7

O dialisato é a solucdo da dialise obtida apés a diluicdo do CPHD, na
proporcdo adequada para o uso e € composto por duas fragbes: uma basica, que
contém bicarbonato de sodio e uma acida, que contém cloreto de sédio, cloreto de
potassio, cloreto de calcio, cloreto de magnésio e uma pequena quantidade de um
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acido organico (4cido acético, latico ou citrico). Durante a sessao de hemodialise, as
duas frac6es sdo misturadas com agua purificada, de forma continua na maquina,
através de um sistema de mistura proporcional (BRASIL, 2001; RIELLA, 2018).

As concentracdes das solucbes sdo definidas de acordo com a necessidade
clinica de cada paciente. Com isso, varias formulacées de solu¢bes concentradas
acidas (com ou sem glicose) com diferentes diluicbes de uso (35 e 45x) estdo
disponiveis no mercado do segmento renal. A Tabela 3.1 apresenta as faixas de
concentracdes usuais dos sais presentes na formulacdo, bem como as faixas de
concentracdes dos ions, apos a diluicdo no volume indicado pelo Fabricante e antes
da neutralizagdo com bicarbonato de sédio.

Tabela 3.1. Faixas de concentra¢des usuais do CPHD (adaptado de SALBEGO,
2018).

Composicao quantitativa dos sais Composicao quantitativa dos ions
(Solucéo concentrada) (ap06s diluicdo)
NaCl 210,70 — 262,06 gL™ Na 138,0 — 140,0 mEqL™
KCl 261-6,71gL" K 1,00 — 2,00 mEqL™

CacCl,.2H-0, sol.

50% (D) 12,86 — 23,20 gL™ Ca 2,50 — 3,50 mEqgL™
MgCl,.6H,0 3,56 —4,58 gL Mg 1,00 mEqL™
Acido acético 6,31—10,81 gL™ Acetatos 4,0 — 5,00 mEqL™
Glicose 31,50 — 40,50 gL™ Glicose 5 mMolL™
Agua g.s.p. ©1000 mL

W qg.s.p = Quantidade suficiente para

A glicose € um componente opcional e a sua auséncia nos banhos de dialise
esta associada a sua perda e, consequentemente, estimulo a cetogénese e
gliconeogénese, maior reducdo na osmolaridade plasmatica durante a sessao e,
possiveis sinais clinicos de hipoglicemia podem ser observados, principalmente em
pacientes diabéticos (RIELLA, 2018).

3.2.1 Controle de qualidade do CPHD

A fabricacdo do CPHD é regulamentada pela RDC n° 08 de 02 de janeiro de
2001 que estabelece o Regulamento Técnico das Boas Praticas de Fabricagdo do
CPHD, bem como pela RDC n°® 658 de 30 de marco de 2022 que institui as

Diretrizes Gerais de Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos.
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O Controle de Qualidade é responsavel por assegurar que 0sS testes
relevantes e necessarios sejam executados, e que 0s materiais ndo sejam liberados
para uso, ou que produtos ndo sejam liberados para comercializacao ou distribuicéo,
até que a sua qualidade tenha sido considerada satisfatoria. Além disso, ndo se
limita apenas as operacdes de laboratorio, devendo estar envolvido em todas as
decisbes que possam afetar a qualidade do produto (BRASIL, 2022).

Dessa forma, nas industrias farmacéuticas o controle de qualidade é
fundamental para assegurar qualidade, seguranca, eficacia, bem como credibilidade
aos medicamentos fabricados junto ao mercado consumidor (ROCHA e GALENDE,
2014).

No que tange ao CPHD, a RDC n° 08/2001 estabelece que sejam realizados
0S seguintes testes de controle de qualidade:

e Inspecao visual em 100% das amostras, para assegurar a integridade fisica

da embalagem;

e Verificac@o da exatidao das informacdes do rotulo;

e Aspecto: o CPHD liquido deve ser limpido, de incolor a levemente
amarelado, com odor caracteristico e auséncia de particulas visiveis a
olho nu. J4 o CPHD sodlido, deve ser um particulado ou granulado
uniforme, sem elementos estranhos, de cor e odor caracteristicos e
facilmente soltvel em agua;

e A guantidade contida nos recipientes ndo deve ser inferior a quantidade
declarada, sendo aceitavel uma variacéo positiva de até 4% (100-104 %).

Ja4 o CPHD diluido (dialisato) deve ser submetido aos seguintes testes de
controle de qualidade:

e Condutividade entre 11 mS.cm™ e 15 mS.cm™;

e pHentre6,8e7,5;

e Contagem microbiana inferior a 100 UFC/mL,;

e Endotoxinas bacterianas inferior a 0,5 UE/mL, até o término do prazo de

validade determinado pelo fabricante;

e Variacdo dos teores dos componentes entre 2,5 % para o sodio e 5% para
os demais sais em relacdo ao declarado no rotulo do produto (BRASIL,
2001).
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A Farmacopeia Brasileira € o compéndio oficial que apresenta as monografias
e especificacbes para a realizacdo dos testes de controle de qualidade tanto de
medicamentos como de insumos farmacéuticos (BRASIL, 2019). No entanto, tanto a
versao vigente do compéndio oficial, assim como também a Farmacopeia Americana
ndo apresentam monografia para o CPHD. Ja a Farmacopeia Europeia apresenta
monografia cuja metodologia utiliza a técnica de espectrometria de emissdo atémica
(AES) para quantificar o ion sédio e a espectrometria de absorcédo atémica (AAS)
para determinar os ions potassio, calcio e magnésio no CPHD (EP 10, 2019). O

método compendial estd descrito no Anexo I.

3.3 TECNICAS DE PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

As técnicas de planejamento de experimentos sdo ferramentas estatisticas
empregadas tanto no planejamento, como também na otimizacdo de experimentos
em diversas areas da quimica analitica. A otimizacdo de métodos analiticos €&
fundamental para garantir que as condi¢cdes que estdo sendo aplicadas produzam a
melhor resposta possivel, proporcionando maior sensibilidade e melhores
caracteristicas analiticas. Nas técnicas de planejamento de experimentos (DOE),
sdo empregados conceitos, como: fator, resposta, nivel e modelo (FERREIRA, 2015;
NOVAES et al., 2017).

Os fatores sdo as variaveis passiveis de controle, enquanto que as respostas
sao as variaveis resultantes que podem ser ou ndo alteradas em funcéo da variacéo
dos fatores. Os fatores e as respostas podem ser quantitativos ou qualitativos. Ja o
nivel de um fator determina quantas vezes este é alterado durante a otimizacéo. Por
fim, o modelo pode ser definido como a funcdo mateméatica que tem como variavel
dependente as respostas e independente os fatores (FERREIRA, 2015).

Os métodos empregados em DOE podem ser univariados ou multivariados.
No método univariado cada fator é otimizado de forma independente, ou seja, 0s
experimentos sdo realizados variando apenas o nivel de um determinado fator,
enquanto os demais sdo mantidos constantes. Dessa forma, 0s niveis dos outros
fatores sdo variados um de cada vez, até que o melhor resultado seja obtido
(BREITKREITZ et al., 2014).

Ja no meétodo multivariado, todos os fatores séo alterados simultaneamente e

os resultados obtidos sdo utilizados para construir modelos matematicos. Com isso,
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a técnica de otimizagdo multivariada se destaca em comparacdo ao modelo
univariado nos seguintes aspectos:

e Possibilidade de identificar interagdes entre as varidveis estudadas;

e Reducdo no numero de experimentos;

¢ I|dentificagao da significancia dos fatores nos processos;

e Os modelos de regressdo gerados permitem construir uma superficie de
resposta que descreve como as respostas variam em funcdo dos niveis
dos fatores, prevendo o que ocorre dentro de todo o dominio experimental
(FERREIRA, 2015; BREITKREITZ et al., 2014).

Depois de definidas as variaveis que serdo estudadas, a proxima etapa € a
escolha do tipo de planejamento que sera empregado para estimar o efeito das
variaveis no resultado. Estudos de triagem objetivam identificar as variaveis que
possuem maior influéncia na resposta (interagdes principais e de segunda ordem) e,
geralmente, sdo empregados planejamentos fatoriais completos ou fracionarios
(TEOFILO e FERREIRA, 2006; BREITKREITZ et al., 2014).

O planejamento fatorial completo de dois niveis € uma das ferramentas
quimiométricas mais usadas e a quantidade de experimentos € determinada pela
expressdo n=2¥ onde n corresponde ao niimero de experimentos e k ao niimero de
fatores. Dessa forma, sdo avaliadas as combinacfes dos fatores em dois niveis,
inferior e superior, que sdo codificados com os sinais (-1) e (+1), respectivamente.
Estudos com repeticbes no ponto central, codificado como (0), sdo realizados para
determinar o erro experimental, evitando assim repeticdes de todo o planejamento
(FERREIRA, 2015).

Os resultados oriundos de planejamentos fatoriais proporcionam a construcao
de modelos lineares que descrevem superficies de respostas planas. No entanto, se
a superficie apresentar curvatura € necessario construir modelos quadraticos,
adicionando novos niveis ao planejamento. Planejamentos do tipo fatorial de trés
niveis, composto central, Box-Benken e Doehlert podem ser empregados
(BREITKREITZ et al., 2014).

A Matriz Doehlert é uma alternativa de planejamento experimental de
segunda ordem e a quantidade de experimentos é determinada pela expressdo n=k?
+ k + PC, onde n corresponde ao numero de experimentos, k ao niumero de fatores e
PC ao numero de réplicas do ponto central.

40



O planejamento Doehlert demonstra ser mais vantajoso que o Box-Behnken,
apesar de ambos apresentarem a mesma eficiéncia, ja que possibilita construir
planejamentos com um numero de niveis diferenciados para os fatores, o que
possibilita estudar as variaveis consideradas mais importantes em um numero maior
de niveis. Além disso, descreve uma distribuicdo uniforme dos pontos sobre um
espaco experimental esférico, requerendo um numero menor de experimentos,
possibilitando construir planejamentos sequenciais direcionados para a regido de
méaxima resposta (FERREIRA et al., 2004; NOVAES, 2011; TEOFILO e FERREIRA,
2006).

3.4 VALIDACAO ANALITICA

A validacdo de um método analitico pode ser definida como uma avaliacao
sistematica de um método, através de ensaios experimentais, cuja finalidade é
confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os requisitos especificos para seu
uso pretendido sao atendidos (BRASIL, 2017a).

A base normativa preconizada pelos 6rgdos reguladores para atender 0s
critérios estabelecidos para validacdo de métodos analiticos esta descrita na RDC n°
166/2017 e no Guia n° 10/2017 da ANVISA, no Guia Orientativo do INMETRO
(DOQ-CGCRE-008, revisao 09), bem como em referéncias internacionais como o
Guia de Validacdo de Procedimentos Analiticos do Conselho Internacional para
Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano (ICH,
2005).

Parametros como seletividade, linearidade, efeito de matriz, preciséo, limite
de quantificacdo e deteccédo, exatiddo e robustez sdo avaliados para assegurar a
gualidade e a confiabilidade nos resultados obtidos.

Os parametros que serdo avaliados e 0s seus respectivos critérios de
aceitacdo sao definidos de acordo com as caracteristicas do analito, natureza do
método e finalidade do ensaio. A Tabela 3.2 apresenta os parametros analiticos

avaliados de acordo com a finalidade do teste.
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Tabela 3.2. Parametros avaliados de acordo com a finalidade do teste (adaptado de
BRASIL, 2017a; ICH, 2005).

R _ o Teste de impurezas
Parametro avaliado Identificagdo — — Doseamento
Quantitativo Ensaio limite

Exatidao N&o Sim N&o Sim
Precisao repetibilidade N&o Sim Nao Sim
Preciséo intermediaria N&o Sim N&o Sim
Seletividade Sim Sim Sim Sim
Limite de deteccao N&o N&o Sim Nao
Limite de quantificagéo N&o Sim N&o N&o
Linearidade N&o Sim N&o Sim

Intervalo N&o Sim N&o Sim

A determinacdo de soOdio, potassio, célcio e magnésio em concentrados
polieletroliticos é categorizada como um método quantitativo de doseamento. Nesse
contexto, os parametros de seletividade, linearidade, intervalo (faixa de trabalho),
precisao, exatidao e robustez sdo avaliados.

A seletividade demonstra a capacidade do método de identificar e/ou
guantificar o analito de forma inequivoca, mesmo na presenca de outras
substancias, como impurezas, diluentes e componentes da matriz. Além disso, o
método deve demonstrar auséncia de interferéncia de produtos de degradacao.
Destaca-se que o CPHD é isento de demonstracao de produtos de degradacéo, pois
é classificado como um medicamento especifico pela RDC n° 24/2011 (categoria
isentada pela RDC n° 53/2015 que estabelece os parametros para a notificacao,
identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos) e pelo
fato do método usado na quantificacdo dos eletrolitos ser classificado como nédo
cromatografico (BRASIL, 2011; BRASIL, 2015; BRASIL, 2017a).

Ja a linearidade demonstra a capacidade do método de obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentracdo do analito em uma amostra. A
faixa de trabalho é estabelecida a partir dos estudos de linearidade, precisao e
exatiddo, e é definida de acordo com a aplicacdo do método. No caso do CPHD, a
faixa de trabalho é de 80 a 120%, pois € um método de determinacdo de teor. As
faixas podem ser ampliadas, desde que justificadas tecnicamente. Nesse contexto, 0

range pode ser estendido para contemplar todas as concentracdes dos analitos nas
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diversas apresentacdes do CPHD disponiveis no mercado do segmento renal
(BRASIL, 2017a).

A precisdo avalia a proximidade dos resultados obtidos, através de ensaios
com amostras preparadas de maneira independente, conforme descrito no método
analitico a ser validado. Pode ser expressa por meio da repetibilidade, da precisdo
intermediaria ou da reprodutibilidade. Esse parametro € calculado pela dispersao
dos resultados, através do desvio padréo relativo (DPR) das medicdes (BRASIL,
2017a).

Em relacdo a exatiddo, essa é avaliada por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em relagdo a um valor aceito como
verdadeiro. A abordagem escolhida para avaliar esse parametro é baseada no tipo
de produto (insumo farmacéutico ativo, produto terminado ou impurezas) que esta
sendo determinado. Considerando que o CPHD é um produto terminado, o método
de adicdo de quantidades conhecidas de substancia quimica de referéncia (SQR) ao
produto, € uma abordagem adequada para essa finalidade (BRASIL, 2017a).

Por fim, a robustez indica a capacidade do método em resistir a pequenas e
deliberadas variacdes nas condi¢cbes analiticas. Esse parametro pode ser avaliado
empregando ferramentas, como planejamento fatorial ou desenho experimental de
Plackett—-Burman, que permitem variar um nimero maior de fatores com um nimero
reduzido de experimentos (BRASIL, 2017a; HEYDEN et al., 2001).

3.5 ESPECTROMETRIA ATOMICA

O presente trabalho utilizou a técnica de espectrometria de absorcéo atdbmica
com chama que sera abordada em maiores detalhes no decorrer dessa revisdo. No
entanto, a espectroscopia atbmica sera contextualizada de um modo geral.

A espectroscopia atbmica € empregada tanto em determinacdes quantitativas
(espectrometria atbmica), como também qualitativas. Os métodos espectroscépicos
apresentam alta sensibilidade, possibilitando detectar concentra¢cdes muito baixas,
de partes por milhdo (ppm) a partes por bilhdo (ppb) ou menores. Além disso, sédo
rapidos, convenientes e geralmente apresentam alta seletividade (SKOOG et al.,
2008).

A determinacdo das espécies atdmicas € realizada em meio gasoso, ou seja,

0s analitos passam pelo processo de atomizacdo. Essa etapa consiste em volatilizar
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e decompor a amostra para gerar uma fase gasosa composta por atomos e ions.
Dessa forma, a eficiéncia e a reprodutibilidade dessa etapa sao fundamentais para
garantir sensibilidade, precisdo e exatiddo ao método analitico (SKOOG et al.,
2008).

A espectroscopia atbmica Optica contempla trés técnicas analiticas: absorcao,
emissao e fluorescéncia atdbmica. A espectrometria de absorcdo atdmica (AAS) é
baseada na propriedade que os atomos, no estado gasoso fundamental, possuem
de absorver radiacdo em determinados comprimentos de onda. J& na espectrometria
de emisséo atbmica (AES), os &tomos sdo excitados, geralmente pelo calor de uma
chama ou plasma, para que emitam energia na forma de radiacdo eletromagnética.
Por fim, na espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS), os atomos séo excitados
por radiacdo eletromagnética e determina-se a radiacdo emitida por esses atomos
ao retornarem para estados de menor energia (SKOOG et al.,, 2008; WATSON,
2012; WELZ e SPERLING, 1999).

3.5.1 Espectrometria de absorc¢édo atdmica

A espectrometria de absorcdo atdbmica é comumente empregada para
determinar elementos quimicos em baixas concentracbes e contempla quatro
técnicas: absorgdo atbmica com chama, geragdo de hidretos, geracdo de vapor frio
e forno de grafite (AMORIM et al., 2008; BORGES et al., 2005; BRASIL, 2019).

A técnica que emprega a atomizacdo por chama é amplamente utilizada
devido a simplicidade, efetividade e o custo relativamente baixo. Nessa técnica, a
amostra liquida é aspirada por um nebulizador, misturada com os gases combustivel
(acetileno) e oxidante (ar ou 6xido nitroso), formando um aerossol que ao chegar ao
gueimador, forma a chama. Esta chama é responsavel por vaporizar e dissociar os
compostos do analito, formando atomos gasosos no estado fundamental. Para
determinar a concentragcdo do analito, a radiagcdo proveniente de uma lampada
incide sob o vapor atbmico contendo os atomos livres desse elemento no seu estado
fundamental. Esses atomos absorvem parte dessa radiacdo, em comprimentos de
onda especificos, ao serem excitados. O detector mede a atenuacgdo da radiagéo, a

qual é diretamente proporcional a concentracdo do analito de acordo com o0s
principios da Lei de Lambert-Beer (BRASIL, 2019; SKOOG et al., 2008).
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No segmento farmacéutico, a técnica € comumente empregada em ensaios
limites para quantificacdo de impurezas elementares e na determinagdo de metais

em sais inorganicos e em solucdes de infuséo e didlise (WATSON, 2012).

3.5.1.1 Espectrometria de absorcéo atdmica com fonte de linha

Os primeiros espectrometros foram desenvolvidos na segunda metade do
século XIX e utilizavam uma fonte continua como fonte de radiacdo. No entanto,
devido as limitagdes instrumentais da época, 0s monocromadores ndo conseguiam
isolar as linhas espectrais e garantir a relacdo entre a absorcéo e a concentracdo. O
problema foi solucionado empregando fontes de emissdo de linhas, ou seja,
lampadas com o catodo constituido pelo elemento que se quer determinar. Dessa
forma, essas lampadas emitem uma linha bem estreita e com comprimento de onda
especifico para cada elemento (AMORIM et al., 2008; BORGES et al.,, 2005;
SKOOG et al., 2008; WELZ et al., 2003).

Dessa forma, a espectrometria de absorgcdo atdmica com fonte de linha (LS
AAS) se tornou altamente seletiva e especifica. Quando comparada com outras
técnicas analiticas, como a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) e a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) apresenta vantagens e desvantagens. A técnica
se destaca em relacdo a instrumentacao relativamente simples e barata, ja que
dispensa o uso de monocromadores de alta resolucdo. Além disso, a facilidade na
operacdo e 0 reduzido numero de linhas espectrais diminui a possibilidade de
interferéncias por sobreposicdo de linhas. Quanto as desvantagens, a LS AAS
apresenta faixa linear de trabalho relativamente pequena e é considerada uma
técnica monoelementar (AMORIM et al., 2008; BORGES et al., 2005).

A principal limitacdo da técnica é o fato de ser monoelementar, ou seja, ocorre
a determinacdo de um elemento por vez, o que torna o procedimento relativamente
demorado quando hd um grande numero de elementos para serem determinados.
Além disto, requer o uso de uma lampada para cada analito (BORGES et al., 2005).

Outra limitacdo consideravel é o fato da absorgéo ser determinada apenas em
intervalos espectrais relativamente estreitos, condicdo que restringe a avaliagcdo do
ambiente espectral. A absorcdo medida pode ser proveniente ndo somente de

atomos, mas também causada por moléculas (absorvem radiacéo) e por particulas
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(espalham radiacdo) oriundas da matriz, originando o chamado “fundo”. Essa
situacdo € decorrente da técnica de LS AAS s6 permitir a determinacdo da absorgéo
total. Dessa forma, o fundo deve ser determinado em uma segunda medida e
subtraido da absorcéo total, a fim de obter o valor da absor¢cdo atbmica absoluta.
Para minimizar esses erros foram desenvolvidos sistemas de corre¢cao de fundo,
como: 0 uso da lampada de deutério como fonte secundaria, o pulso em alta
corrente da fonte primaria, bem como a correcdo de fundo baseada no efeito
Zeeman (BORGES et al., 2005).

Por fim, a instrumentacdo da LS AAS é composta por uma fonte de radiacao,
atomizador, monocromador, detector e um sistema de processamento de dados.
Lampadas de catodo oco (HCL) e lampadas de descarga sem eletrodo séo
empregadas como fontes de radiacdo. Ja o atomizador pode ser constituido de uma
chama ou de um forno de grafite. O monocromador é o componente responséavel
pela separagdo do comprimento de onda escolhido. Dessa forma, a radia¢do incide
no monocromador por uma fenda estreita, o qual isola a linha de interesse em uma
rede de difracdo. Em seguida, a poténcia radiante da fonte inicial e a atenuada pela
absorcado, € medida pelo tubo fotomultiplicador (TFM), o qual transforma a energia
luminosa em corrente elétrica. Por fim, o sinal € processado e encaminhado para um
sistema de leitura (BRASIL, 2019; SKOOG et al., 2008).

A Figura 3.2 apresenta a representacdo esquematica dos principais

componentes de um LS AAS.

i ] ’fﬁf"-\._____ ) \ ) ] ) .
Fonte de linhas @ r’:_“:H"’ Mle.a-";M TFM |_> Plgece;::dd.m

Monocromador

Sistema
compuacional

Figura 3.2. Representacdo esquematica dos principais componentes de um LS
AAS. TFM: Tubo fotomultiplicador (Fonte: SKOOG et al., 2008)

3.5.1.2 Espectrometria de absorcao atdmica de alta resolu¢cdo com fonte continua

A espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolugcdo com fonte continua

(HR-CS AAS) é uma técnica analitica frequentemente empregada em determinagdes
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multielementares, que permite determinar de forma sequencial e/ou simultanea
elementos quimicos em uma mesma aliquota de amostra (FERREIRA et al., 2018).
O termo “fonte continua” é empregado para descrever uma fonte de radiacdo
capaz de gerar um espectro com uma distribuicdo espectral continua em uma ampla
faixa de comprimentos de onda (WELZ et al., 2005). O primeiro espectrometro de
HR-CS AAS foi comercializado em 2004 pela empresa Analytik Jena (WELZ, et al.,
2014) e a representacdo esquematica dos principais componentes é apresentada na

Figura 3.3.

Figura 3.3. Representacdo esquematica dos principais componentes de um HR-CS
AAS. No esquema estao representados os seguintes componentes: (1) lampada de
arco curto de xenoénio; (2) espelhos elipsoidais focalizadores; (3) atomizador (chama
ou forno de grafite); (4) fenda de entrada; (5) espelhos paraboloides; (6) prisma; (7)
fenda intermediaria ajustavel; (8) rede echelle e (9) detector CCD (Adaptado de
BORGES et al., 2005).

A fonte de radiacdo consiste em uma lampada de arco curto de xenénio de
alta pressdo, que opera no modo hot spot, caracterizado pela formacdo de um
plasma extremamente pequeno que emite radiacdo em uma faixa continua entre 190
a 850 nm. A radiacdo incidente, apds passar pelo atomizador, € dirigida ao
monocromador duplo de alta resolucdo denominado DEMON (Double-Echelle
Monochromator), onde incide em um prisma e em uma rede de difracéo echelle. O
prisma € o pré-dispersor, sendo responsavel por selecionar a parte do espectro de
interesse, enquanto a rede echelle fornece a alta resolucdo do intervalo espectral
selecionado. O comprimento de onda de interesse é selecionado através do ajuste
da rotagédo do prisma e da rede de difragdo para posicdes pré-ajustadas (BORGES
et al., 2005; WELZ, 2005).

Um sistema com uma lampada de nednio posicionada em frente a fenda
intermediaria € empregado para emitir varias linhas estreitas, estabilizando os
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comprimentos de onda. Apos, essas linhas sdo separadas pela rede echelle e séo
atribuidas a um pixel correspondente no detector (BORGES et al., 2005).

A radiacdo emitida e transmitida, ap0s todo o processo de separacéo, atinge
o detector que € constituido por um arranjo de dispositivos de carga acoplada (CCD)
com 576 pixels. O diferencial desse detector € que ele adiciona o comprimento de
onda como uma terceira dimensdo. Dessa forma, é obtida uma exibicdo
tridimensional que mostra a absorbancia como funcéo do tempo e do comprimento
de onda, fornecendo informacdes importantes para detectar e evitar interferéncias
espectrais (BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2005; WELZ et al., 2014).

O equipamento é gerenciado por um software que permite o processamento
total dos dados ap6s as leituras. Um dos diferenciais desse software € a capacidade
de corrigir automaticamente eventos que afetam de maneira semelhante todos os
pixels do detector (BORGES et al., 2005).

Por fim, a HR-CS AAS é descrita como um “novo conceito instrumental”, ja
gue apresenta muitas vantagens em relacdo a técnica convencional de AAS (LS
AAS). Entre as principais vantagens do sistema destacam-se:

e Possibilidade de realizar determinacbes multielementares sequenciais e

simultaneas. Além do comprimento de onda desejado, a estequiometria da
chama e a altura do queimador podem ser selecionadas de forma

independente para cada elemento;

Uso de uma unica fonte de radiacdo (lampada de xendnio) para todos 0s

elementos, cuja determinacéo é possivel por AAS;

pY

Melhora na razao sinal/ruido devido a elevada intensidade da fonte de

radiacdo, resultando em melhor precisao e limites de detec¢do do que 0s
da LS AAS;

Possibilidade de utilizar linhas secundarias, ou seja, nao ha “linhas fracas”,
ja que a emissao € continua e a intensidade é aproximadamente uniforme

nas diversas regides do espectro UV-Vis;

Utilizacdo de um sistema de feixe duplo simultdneo que permite corrigir as
variacfes na intensidade da lampada e na transmisséo de radiacdo, sem

prejuizo a razéo sinal/ruido;
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e Visualizacdo do ambiente espectral da linha do analito, possibilitando ndo
s6 obter informacdes, mas também realizar correcdes simultaneas de
fundo nas proximidades da linha analitica;

e O software possibilita realizar o processamento total pds-leitura dos sinais,
permitindo selecionar pixels de referéncia adequados, bem como definir os
limites de integracao;

e Melhor desempenho analitico na determinacdo de elementos tracos em
amostras complexas (AMORIM et al., 2008; BORGES et al.,, 2005;
FERREIRA et al., 2018; WELZ et al., 2003).

3.6 APLICACOES ANALITICAS

Com a consolidacdo da HR-CS AAS como uma técnica multielementar muitos
trabalhos foram publicados na literatura nos ultimos anos. No entanto, essa revisdo
irA contextualizar alguns trabalhos que empregaram a técnica de HR-CS FAAS, em
diferentes matrizes, para quantificar os analitos sédio, potassio, calcio e magnésio,
bem como publicacdes com a técnica de AAS envolvendo matrizes semelhantes a
do CPHD.

Paschen e Fuchs (1971) reportam o desenvolvimento de um método simples
e rapido para a dosagem dos eletrélitos sédio, potassio, céalcio e magnésio em
amostras de soro, com uma unica diluicdo, na proporcédo 1:100, utilizando a técnica
de espectrometria de absorcdo atdmica. Na determinacdo do elemento sodio, foi
utilizada a linha de 330 nm (menos sensivel) para evitar uma diluicdo adicional, bem
como a necessidade de colocar o queimador em uma posigdo perpendicular em
relagdo ao feixe de luz. Nesse estudo, a seletividade foi avaliada através da adicdo
de quantidades conhecidas dos elementos a serem determinados, assim como
também pela adicdo de possiveis interferentes presentes nas amostras de soro,
como proteinas, fosfatos, heparina, creatina, ureia e medicamentos diuréticos
(furosemida e hidroclorotiazida). As interferéncias quimicas foram eliminadas
utilizando cloreto de estroncio.

J& Piston e colaboradores (2006) desenvolveram um sistema de andlise em
fluxo multiparamétrico baseado em multicomutacdo e amostragem binaria para
determinar sodio, potassio, calcio e magnésio, de forma automatizada, em solucdes

parenterais de grande volume e solu¢cdes de hemodidlise. O sistema utiliza valvulas
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solenoides controladas por um software para estabelecer as condi¢bes apropriadas
para cada analito. Sédio e potassio foram determinados por espectrometria de
emissao atdbmica. Ja calcio e magnésio por absorcao atbmica. O método foi validado
avaliando parametros, como linearidade, precisdo e exatiddo. A linearidade foi
validada na faixa de concentracdo de 0,5 — 3,5 gL™ (R2 > 0,999) para sédio, de 50 —
150 mgL™ (R? > 0,996) para potassio, de 30 — 120 mgL™ (R? > 0,999) para célcio e
de 20 — 40 mgL™ (R2 > 0,999) para magnésio. A preciséo apresentou RSD inferior a
2,1%, e a exatiddo ficou na faixa de 99,8% — 101,0% (sédio), 100,8 — 102,5%
(potassio), 97,3% — 101,3% (célcio) e 97,1% — 99,8% (magnésio). Nesse estudo,
lantanio (3% m/v) foi usado como agente liberador e cloreto de s6dio em excesso
(15 gL™) como supressor de ionizacdo. No entanto, apesar do estudo propor um
sistema automatizado, o CPHD precisou ser diluido manualmente antes do
processamento, em decorréncia das concentragdes altas dos analitos.

KLEIN (2010) propés um método por cromatografia ibnica para determinar
sédio, potassio, calcio e magnésio em amostras de CPHD. Para determinar os
analitos, foi necesséario obter um cromatograma para cada solucdo padréo
preparada e posteriormente construir uma curva de calibragdo para cada um dos
elementos. O método foi comparado com a técnica por eletrodos ions-seletivos
(determinacédo de sédio, potassio e calcio) e espectrometria no UV/vis (determinacgéo
de magnésio). O tempo de andlise, a confiabilidade do método e os custos
operacionais foram comparados. De acordo com o estudo, o principal fator é a
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos pela técnica por
cromatografia ibnica, que sdo mais precisos e confiaveis em comparacdo com a
técnica por eletrodos ions-seletivos.

Boschetti et al. (2013) desenvolveram um método para determinar 10
elementos (Co, Cu, K, Li, Mn, Na, Rb, Be, Ca e Sr) em vinhos tintos brasileiros
usando HR-CS FAAS. A altura do queimador e a estequiometria da chama foram
otimizadas através do software do equipamento. Um dos diferenciais desse estudo
foi a utilizagdo da valvula SFS 6 para introducdo das amostras. Com esse sistema, a
injecdo das solugdes foi controlada, variando entre amostra e agua. Dessa forma,
perdas foram evitadas em relacdo a temperatura da chama, bem como o consumo
de amostra foi reduzido significativamente se comparado ao método classico de

espectrometria de absorcdo atdmica com chama. As medicdes foram realizadas sem
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preparo de amostra, usando solugbes padrdo para calibracdo. Considerando que
potéssio era um dos elementos investigados no estudo, cloreto de césio (1% m/v) foi
empregado como supressor de ionizacao, devido a sua baixa energia de ionizagéo,
qgue faz com que ele se ionize mais facilmente, aumentado a quantidade de elétrons
na chama e consequentemente evitando que outros elementos sejam ionizados. Os
resultados obtidos foram comparados com ICP-OES e concordaram com 99% de
confianca.

Ja Santos et al. (2014) reportam o uso da HR-CS FAAS e atomizacao
eletrotérmica para quantificar o teor de minerais (P, K, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Cu)
em amostras de vegetais denominadas “baby leafs”. Os métodos foram otimizados e
validados. Limites de quantificacdo baixos, boa repetibilidade e linearidade, assim
como recuperacfes variando entre 91% a 110% foram obtidas para os minerais
analisados. A exatiddo do método foi avaliada através da anélise de um material de
referéncia certificado.

Outro trabalho empregando HR-CS FAAS foi reportado por Gémez-Nieto et
al. (2015). Nesse estudo foram investigados 11 elementos (Cu, Ni, Zn, Cd, Pb, Mn,
Fe, Ca, Na, K e Mg) em amostras de dgua (ambientais e potaveis) empregando um
método de determinacdo multielementar sequencial por HR-CS FAAS. Um sistema
de injecéo de fluxo para introduzir as amostras foi utilizado para reduzir o consumo
das amostras. A altura do queimador e a estequiometria da chama foram otimizadas
pelo software do equipamento. Além disso, foi abordada a estratégia de usar os
pixels laterais para o elemento Mg para reduzir a sensibilidade e estender a faixa de
trabalho linear.

Guida et al. (2016) relatam o desenvolvimento de um método analitico para
determinacao de micronutrientes (Na, K, Ca e Mg) em amostras de propolis in natura
empregando HR-CS FAAS, ap0s digestdo assistida por radiacdo micro-ondas. No
presente estudo foi conduzida a validagdo do método analitico, bem como a
avaliacdo dos parametros de mérito. A exatidao foi demonstrada através do uso de
material de referéncia certificado, ensaio de recuperacdo e comparacdo dos
resultados obtidos com ICP-OES. O método apresentou recuperacéo na faixa de 86
a 110%.

Por fim, no estudo reportado por Pohl et al. (2018), foi desenvolvido um

método de determinacdo multielementar sequencial para quantificar Ca, Fe, K, Mg,
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Mn e Na em amostras de suco de maca por HR-CS FAAS. O método de preparo das
amostras foi otimizado combinando a metodologia de superficie de resposta (Box-
Behnken) com a funcéo desejabilidade para estabelecer as condicdes compromisso.

Adicionalmente, destaca-se que ndo foi encontrado na literatura publicacdes

empregando a técnica por HR-CS FAAS em amostras de CPHD.
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4 ARTIGO CIENTIFICO SUBMETIDO PARA PUBLICACAO







A clever method for Na, K, Ca and Mg determination in hemodialysis solutions
by HR-CS F AAS: development, validation and application on real samples

O capitulo 4 desse documento é constituido por um artigo cientifico a ser
submetido para publicacdo, que no texto completo da dissertacdo defendida, ocupa
o intervalo compreendido entre as paginas 57 e 76. Trata-se do desenvolvimento e
validagdo do método analitico para quantificacdo de sdédio, potéssio, calcio e
magnésio em amostras de concentrados polieletroliticos por espectrometria atdmica
de alta resolucdo e fonte continua (HR-CS FAAS), aplicando ferramentas de

planejamentos de experimentos (DOE).
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5 DISCUSSAO GERAL







O Controle de Qualidade é parte integrante do Sistema de Gestdo da
Qualidade nas industrias farmacéuticas e € essencial no contexto das Boas Praticas
de Fabricacdo para assegurar que os medicamentos SA0 seguros e que cumprem
com os requisitos de qualidade determinados pelos 6rgéos reguladores.

Os concentrados polieletroliticos para hemodidlise sdo produtos sujeitos a
vigilancia sanitaria, classificados como medicamentos pela ANVISA e devem cumprir
0s requisitos estabelecidos pelas normas sanitarias. No entanto, devido a auséncia
de monografia na Farmacopeia Brasileira (6 ed.) e considerando as limitacdes da
metodologia descrita na Farmacopeia Europeia (10 ed.) foi desenvolvido um método
analitico sequencial, empregando a técnica de espectrometria de absor¢cdo atbmica
de alta resolucdo com fonte continua com atomizacdo em chama.

Inicialmente, foram realizados estudos preliminares para determinar uma
diluicho adequada para ajustar as concentragdes dos analitos. Considerando que o
CPHD apresenta uma alta concentracao salina, o produto foi diluido nas propor¢ées
1:100, 1:250 e 1:500. Nessa avaliacao inicial, a diluicdo 1:100 demonstrou ser
adequada para quantificar célcio e potassio, de forma sequencial, utilizando as
linhas principais desses elementos. Além disso, foi possivel determinar magnésio e
sodio, de forma simultdnea, utilizando o comprimento de onda de 285 nm (linha
principal do magnésio e secundéria do sodio).

A proxima etapa foi avaliar quais variaveis poderiam influenciar na resposta
analitica. Considerando que o preparo das amostras nao requer um pré-tratamento,
a otimizacao foi direcionada aos parametros instrumentais (altura do queimador e
vazao de acetileno) e para eliminar possiveis interferéncias. A altura de observagéo
e a estequiometria da chama interferem diretamente no processo de atomizacéo dos
elementos, e consequentemente na sensibilidade do método. Em relacdo as
interferéncias, foi avaliada a utilizacdo de césio como supressor de ionizagao e
cloreto de lantanio como agente liberador.

O software do equipamento (ASpect CS, Analytik Jena) possibilita otimizar
automaticamente a altura do queimador e a estequiometria da chama, mas de forma
univariada. Objetivando avaliar tanto os efeitos principais das variaveis, como
também suas interacdes, um planejamento fatorial completo em dois niveis foi
realizado como um estudo de triagem. Os niveis (inferior e superior) de cada fator

foram estabelecidos com base nas recomendacdes do manual do equipamento.
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Os resultados foram apresentados na forma de grafico de Pareto, com um
nivel de confianca de 95%. Em relagdo ao modelo estatistico, o tipo de erro
escolhido para a ANOVA foi o erro puro, tendo em vista que foram adicionados
quatro pontos centrais no experimento. O efeito da interacdo entre a vazdo de
acetileno e a altura do queimador foi positivo para os quatro elementos. Além disso,
a concentracao de lantanio também apresentou efeito positivo na determinagédo dos
elementos calcio e magnésio, ou seja, maiores sinais analiticos foram observados
guando esse fator estava no nivel superior (+1). Além disso, a altura do queimador
também apresentou efeito positivo na determinacédo de sédio, potassio e magnésio.
A adequacao do modelo foi avaliada através do teste lack of fit. A variabilidade
residual obtida para os quatro elementos foi significativamente maior que o erro
puro, indicando que o modelo ndo estava adequado. A falta de adequacédo ao
modelo de primeira ordem foi confirmada através do teste de curvatura, indicando a
necessidade de utilizacdo de um modelo de superficie de resposta de segunda
ordem (modelo quadratico).

Tendo em vista que o0 método ainda ndo estava otimizado, um segundo
planejamento foi realizado empregando a Matriz de Doehlert. Essa ferramenta foi
escolhida porque possibilita avaliar os principais efeitos em um ndmero maior de
niveis. Desse modo, as quatro variaveis foram estudadas em diferentes niveis, pois
todas apresentaram efeitos significativos para pelo menos um dos elementos
avaliados. Considerando que a vazao de acetileno e a altura do queimador foram as
variaveis que apresentaram maior influéncia no sinal analitico, esses parametros
foram investigados em sete niveis. No entanto, devido a limitagBes instrumentais,
esses fatores ja estavam sendo investigados nas condicdes maximas e minimas.
Dessa forma, foram adicionados niveis intermediarios no planejamento. Ja as
concentragbes de lantanio e césio foram avaliadas em cinco e trés niveis,
respectivamente. A mesma estratégia para definir os niveis foi empregada, ou seja,
concentracbes intermediarias foram inseridas no estudo, considerando as
recomendac¢des do manual do equipamento, bem como a viabilidade econémica das
analises.

O modelo foi validado através do método de regresséao linear, comparando o0s
resultados obtidos com os valores preditos. Os coeficientes de determinagao

apresentaram valores superiores a 0,90, demonstrando que ha uma correlacédo
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adequada, ou seja, 0 modelo é apropriado para descrever as respostas (FERREIRA,
2015).

Considerando que um dos objetivos desse estudo era desenvolver um
meétodo de analise multielementar, para quantificar todos os analitos com um anico
preparo de amostra, a proxima etapa foi determinar uma condicdo compromisso
para otimizar todas as respostas. Dessa forma, foi empregada a técnica de
otimizacao com restricdo, utilizando a funcdo desejabilidade. Apds o processamento
dos dados, o software indicou as condi¢cdes que resultam nos valores 6timos das
respostas. A altura do queimador foi definida em 8 mm, a vazdo de acetileno em 60
Lh™ e as concentracBes de césio e lantanio em 0,25% e 0,60%, respectivamente. As
condicBes indicadas pela otimizacdo foram comparadas com as recomendadas pelo
software do equipamento (ASpect CS). Em relacdo a altura do queimador, a
recomendacdo para o elemento Na é entre 4 — 8 mm, para K entre 5 — 9 mm e para
Mg entre 5 — 8 mm. No que tange a vazao de acetileno, a recomendacao para 0s
elementos Na e K é de 55 Lh™, j4 para Mg 70 Lh™. Dessa forma, concluiu-se que as
condicles estabelecidas para os parametros instrumentais estdo de acordo com as
recomendadas pelo fabricante do equipamento.

No que se refere ao elemento célcio, ndo foi possivel estabelecer essa
comparacao, pois o software apresenta apenas recomendag¢des quando a chama de
oxido nitroso-acetileno € utilizada. Entretanto, no estudo foi utilizada a chama ar-
acetileno. A utilizacdo dessa chama para quantificar calcio € uma das vantagens do
método desenvolvido, tanto do ponto de vista econémico (a vazdo de acetileno
empregada nesse tipo de chama é menor, 0 que consequentemente reduz o
consumo do gas durante as medicfes), como também da execucdo da analise.
Dessa forma, a determinacdo dos elementos € realizada de forma sequencial, ndo
requerendo a troca do tipo de chama entre um elemento e outro, proporcionando
uma reducéo no tempo de execucao das medicoes.

Em relacdo a concentracdo de césio e de lantanio (supressor de ionizagéao e
agente liberador, respectivamente), a otimizagdo multivariada proporcionou adequar
as concentragcfes dessas solucdes de acordo com o requerido pelas amostras de
CPHD. Dessa forma, a otimizacéo influencia tanto no desempenho do método, como
também na viabilidade econémica das andlises. O método compendial (EP 10, 2019)

recomenda a utilizagcdo de 0,5% de lantanio no preparo tanto das soluc¢des de
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amostras, como também das curvas analiticas para determinar os elementos célcio
e magnésio. Considerando que os preparos sao individuais, o consumo de lantanio é
superior ao método desenvolvido. Além disso, 0 método desenvolvido apresenta
vantagens em comparacdo ao proposto por Piston et al. (2006) para determinar
sédio, potassio, calcio e magnésio em amostras de CPHD. No estudo supracitado,
uma quantidade superior de lantanio (3% m/v) foi usada para corrigir as
interferéncias quimicas e cloreto de sédio em excesso (15 gL™) como supressor de
ionizacdo. Apesar do reagente cloreto de soédio apresentar um custo mais baixo em
comparacao com o ce€sio, 0 seu uso em uma determinagdo multielementar ndo seria
adequado, j& que esse elemento € um dos analitos que estdo sendo determinados.
Ja Boschetti et al. (2013) utilizou cloreto de césio 1% m/v para determinar potassio
em amostras de vinho. Além disso, o0 sistema de analise em fluxo desenvolvido por
Piston e colaboradores (2006) requer o uso de uma bomba peristéltica, uma série de
valvulas solenoides e um sistema para controla-las. O método aqui proposto utiliza
apenas uma valvula (modelo SFS 6) para o controle de introducdo da amostra,
comercializada como acessoério do HR-CS FAAS, que € controlada pelo mesmo
software que controla o espectrémetro.

A proporcgao de diluigdo das amostras foi ajustada de 1:100 para 1:1000, em
decorréncia dos valores de RSD observados entre as réplicas (superiores a 5,0%) e
para ajustar as concentracbes dos analitos a faixa linear de trabalho. Durante a
execucdo dos experimentos, foi observada a formacdo de um depdsito de residuos
no queimador, provenientes da amostra, que mesmo diluida na proporgdo 1:100
ainda apresentava alta concentracdo salina (aproximadamente 1000 mgL™ para
sédio). Além disso, os valores de RSD elevados eram em decorréncia dos valores
de absorbancia obtidos estarem fora da faixa linear de trabalho, impossibilitando
distinguir concentragfes proximas. Com isso, foi necessério alterar a linha analitica
escolhida para quantificar o elemento Na, para uma linha mais sensivel, porém
ainda uma linha secundaria com apenas 0,5% (330,237 nm) de sensibilidade
relativa. A proposta inicial era realizar a determinagédo simultdnea de Na com Mg,
utilizando uma linha secundaria (285 nm), com sensibilidade relativa de 100% para
Mg (285,212 nm) e 0,05% para Na (285,281 nm). Porém, devido ao aumento da
diluicdo, optou-se pela linha analitica de 330 nm para quantificar esse analito, devido

a maior sensibilidade.
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Paralelamente, foram realizados testes para determinar a taxa de aspiracao,
bem como o tempo de inje¢cdo usando a valvula SFS 6. As condi¢cdes foram
estabelecidas considerando a maior intensidade do sinal analitico (absorbéancia
integrada) e os menores valores de RSD. A taxa de aspiracao foi ajustada para 4
mLmin™ e o tempo de injecdo para 1 s.

Outra vantagem do método desenvolvido foi a utilizacdo da valvula SFS 6
para introducédo das amostras, de forma semelhante ao reportado por Boschetti et al.
(2013) e por GOmez-Nieto et al. (2015). Através do uso desse sistema, a injecdo das
solugdes foi controlada, variando entre amostra e dgua. Desse modo, perdas foram
evitadas em relacdo a temperatura da chama, bem como o consumo de amostra foi
reduzido significativamente se comparado com LS AAS. Com isso, destaca-se
novamente o impacto econémico na rotina analitica, j& que com o uso da valvula
SFS 6 é possivel reduzir o volume das solu¢des preparadas, e consequentemente o
consumo dos reagentes utilizados nos preparos das amostras e das curvas
analiticas.

Conforme discutido por Boschetti et al. (2013), um dos diferenciais da técnica
por HR-CS AAS é que néo existem linhas fracas. O uso de linhas menos sensiveis é
uma das estratégias empregadas para reduzir a sensibilidade, que pode ser
associada com o uso de pixels laterais, sem prejuizos na razdo sinal/ruido. Dessa
forma, a influéncia dos pixels (centrais e laterais) foi investigada de forma
semelhante ao estudo supracitado. Curvas de calibracdo foram preparadas e a
relagdo entre a faixa linear de trabalho (avaliada através do coeficiente de
determinacao) e os valores de RSD obtidos foi comparada através do numero de
pixels utilizados. O critério de escolha foi o maior coeficiente de determinacéo,
permitindo estender a resposta linear, e 0 menor RSD. Adicionalmente, destaca-se
que a medida que sao usados apenas 0s pixels laterais, um aumento nos valores de
RSD pode ser observado, devido a maior contribuicdo do ruido no sinal nessas
regides de menor absorbancia. Entretanto, foi utilizada a linha analitica de 330,237
nm, que apresenta baixissima sensibilidade (0,5%) para determinar o elemento
sodio e o0 RSD néo foi afetado. No caso da analise ser realizada por LS AAS,
provavelmente seria observado um aumento expressivo ho RSD das medidas em
decorréncia da diminui¢do da intensidade dessa linha, devido ao uso da lampada de

catodo oco como fonte de radiacéo.
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Apbés a conclusdo da otimizacdo do método, procedeu-se a validacao
analitica. Na avaliacdo da seletividade, solu¢des placebos (sem um dos analitos de
interesse) foram preparadas para avaliar possiveis interferéncias nos comprimentos
de onda de cada elemento. A interferéncia do branco (solucdo de césio e lantanio) e
da matriz da amostra (&cido acético e glicose) também foi investigada. Nas
determinacdes efetuadas sem o analito, as respostas analiticas apresentaram
valores abaixo dos limites de deteccdo e quantificacdo, ndo sendo consideradas
significativas. Resultados semelhantes foram também obtidos na andlise do branco
e de seus componentes, bem como na avaliagdo da matriz da amostra. Além disso,
foi calculada a recuperacdo dos analitos e os resultados obtidos estdo dentro das
especificacoes estabelecidas para o CPHD. Os resultados demonstram que o
método foi capaz de quantificar cada analito individualmente, mesmo na presenca
dos demais componentes da matriz e do branco, sendo considerado especifico para
a finalidade proposta.

A linearidade foi validada na faixa de concentracdo de 25 — 130 mgL™ para o
Na, de 1,0 — 50 mgL” para K e Ca e de 0,30 — 0,70 mgL™ para Mg, ndo
apresentando desvio do modelo linear. As faixas foram estabelecidas para
contemplar todas as concentragcfes dos analitos nas diversas apresentacdes do
CPHD disponiveis no mercado do segmento renal. Através da analise visual das
curvas, foi possivel verificar uma aparente correlacéo linear entre os eixos X e Y. A
homocedasticidade dos dados foi confirmada através do Teste de Cochran. A
andlise de variancia (Teste F da ANOVA) indicou que o coeficiente angular é
estatisticamente diferente de zero. J4 o teste de Grubbs comprovou a auséncia de
outliers entre os dados. Dessa forma, o método demonstrou linearidade adequada,
conforme preconiza a base normativa dos 6rgéos reguladores (BRASIL, 2017a; ICH,
2005; INMETRO, 2020).

A metodologia demonstrou ser precisa apresentando valores de RSD
inferiores a 2,7%. De acordo com o Guia de Orientagéo sobre Validacdo de Métodos
Analiticos do INMETRO, os critérios de aceitacdo para a precisdo estdo atrelados a
concentracdo do analito. Tendo em vista que o Na esta na faixa de concentracdo de
100 ppm (DPR < 5,3%) e que K, Ca e Mg estédo na faixa de 1 a 10 ppm (DPR <
7,3%), os resultados obtidos demonstraram precisao adequada a finalidade proposta
(INMETRO, 2020).
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Em relacdo a exatiddo, a média de recuperacdo dos analitos, contemplando
os trés niveis adicionados foi de 103,0% para Na, 100,5% para K, 101,3% para Ca e
101,5% para Mg. De forma semelhante a precisdo, o Guia do INMETRO também
estabelece os critérios de aceitacdo de acordo com a concentracdo do analito.
Considerando que o Na estd na faixa de concentracdo de 100 ppm (90 — 107%) e
que K, Ca e Mg estédo na faixa de 1 a 10 ppm (80 — 110%), os resultados obtidos
demonstraram exatiddo adequada (INMETRO, 2020).

A robustez do método foi avaliada utilizando um planejamento fatorial
completo em dois niveis, através de pequenas modificacdes nas concentracdes das
solugdes de lantanio e césio (x 0,01%) empregadas no preparo das amostras e
padrées. Os resultados foram avaliados através de graficos de Pareto e
demonstraram ndo haver diferenca significativa nas determinacées quantitativas dos
analitos.

Dessa forma, concluiu-se que o método desenvolvido cumpriu com o0s
requisitos preconizados pela base normativa (BRASIL, 2017a; ICH, 2005), podendo
ser empregado com seguranca na determinacdo quantitativa de soédio, potassio,
calcio e magnésio em amostras de solu¢des para hemodialise, apresentando-se
como uma alternativa ao método compendial (EP 10, 2019) para a realizacdo do
controle de qualidade do CPHD.
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6 CONCLUSAO







A otimizacdo do método, através das ferramentas de planejamento de
experimentos empregadas, demonstrou ser adequada, ja que foram
estabelecidas as condicGes Otimas para cada variavel estudada no método
por HR-CS FAAS a partir de um numero relativamente reduzido de

experimentos;

O método desenvolvido e validado por HR-CS FAAS, nas condi¢des
experimentais avaliadas, demonstrou ser especifico, linear, preciso, exato e
robusto para quantificar, de forma sequencial, sédio, potassio, calcio e

magnésio em amostras de CPHD;

O método desenvolvido apresenta-se como uma alternativa a area de controle
de qualidade, pois possibilita quantificar os quatro analitos com um Unico
preparo de amostra, utilizando uma curva de calibracdo multielementar.
Dessa forma, ndo sO reduz o tempo consumido no preparo das solucdes,
como também minimiza a possibilidade de erros relacionados as diluicdes das

amostras e padroes;

A andlise estatistica comparativa do método proposto (HR-CS FAAS) com o
método de referéncia da Farmacopeia Europeia (LS AAS) demonstrou ndo

haver diferenca estatisticamente significativa nos resultados obtidos.
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ANEXOS







ANEXO |

Procedimento analitico para a determinacédo de Na, K, Ca e Mg em amostras de
concentrados polieletroliticos por LS AAS

(Metodologia adaptada da Farmacopeia Europeia, 10 ed., 2019).
1. Determinacéo de sddio

« Especificacdo: 97,5 a 102,5% do contetdo indicado no rétulo;

o Método: Espectrometria de emissao atdmica;

e Solucdo amostra: diluir a amostra com agua purificada de modo a obter

uma diluicdo adequada para o equipamento utilizado;
« Curva analitica: preparar uma curva de calibracéo na faixa de concentracédo

de 8 a 12 mgL™, a partir de uma solucédo estoque de 1000 mgL™, com diluicdes
adequadas;
« Comprimento de onda: 589,0 ou 589,6 nm.

2. Determinacédo de potassio

« Especificacdo: 95,0 a 105,0% do contelido indicado no rétulo;

o Método: Espectrometria de absor¢éo atémica;

e Solucdo amostra: diluir a amostra com agua purificada de modo a obter

uma diluicho adequada para o equipamento utilizado. Para cada 100 mL de
solucao preparada, adicionar 10 mL de uma solucao de cloreto de sédio 22 gL™;

e Curva analitica: preparar uma curva de calibracao na faixa de concentracao

de 0,5 a 2,5 mgL™, a partir de uma solucdo estoque de 100 mgL™, com diluicdes
adequadas. Para cada 100 mL de solucdo preparada, adicionar 10 mL de uma
solucéo de cloreto de sédio 22 gL™;

e Comprimento de onda: 766,5 nm;

o Fonte de radiacdo: lampada de catodo oco de potassio;

+ Sistema de atomizacdo: chama de ar-acetileno.

3. Determinacéao de calcio

« Especificacdo: 95,0 a 105,0% do contelido indicado no rétulo;

o Método: Espectrometria de absorgéo atdbmica;
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e Solucdo amostra: diluir a amostra com agua purificada de modo a obter

uma diluicho adequada para o equipamento utilizado. Para cada 100 mL de
solucao preparada, adicionar 10 mL de uma solucéo de cloreto de lantanio 5 gL™;

e Curva analitica: preparar uma curva de calibracdo na faixa de concentracao

de 0,5 a 2,5 mgL™, a partir de uma solucéio estoque de 100 mgL™, com diluicdes
adequadas. Para cada 100 mL de solucdo preparada, adicionar 10 mL de uma
solucao de cloreto de lantanio 5 gL™;

e Comprimento de onda: 422,7 nm;

« Fonte de radiacdo: lampada de catodo oco de calcio;

« Sistema de atomizacdo: chama de ar-acetileno.

4. Determinacao de magnésio

o Especificacdo: 95,0 a 105,0% do contelido indicado no rétulo;

« Método: Espectrometria de absorgéo atbmica;
e Solucdo amostra: diluir a amostra com agua purificada de modo a obter

uma diluicho adequada para o0 equipamento utilizado. Para cada 100 mL de

solucéo preparada, adicionar 10 mL de uma solucéo de cloreto de lantanio 5 gL™;

« Curva analitica: preparar uma curva de calibracdo na faixa de concentracéo
de 0,2 a 1,0 mgL™, a partir de uma solucéo estoque de 10 mgL™, com diluicdes
adequadas. Para cada 100 mL de solucdo preparada, adicionar 10 mL de uma
solucéo de cloreto de lantanio 5 gL™;

« Comprimento de onda: 285,2 nm;

» Fonte de radiacdo: ldampada de catodo oco de magnésio;

« Sistema de atomizacdo: chama de ar-acetileno.
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