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RESUMO

A evolucao das civilizagbes e a busca da melhoria da saude caminham lado a lado.
Das doencas que assolaram o Brasil e o mundo durante os séculos XIX e XX, as
infecgdes bacterianas invasivas figuram entre as principais. O Haemophilus influenzae
tipo b (Hib), uma bactéria patogénica, se caracteriza como uma das bactérias mais
importantes neste contexto, chegando a causar 30% dos casos de pneumonia e de
20 a 60% dos casos de meningite bacteriana nos paises em desenvolvimento. A
doenca causada por Hib pode ser prevenida através da imunizac&o da popula¢cdo com
a vacina conjugada polissacarideo-proteina. Bio-Manguinhos utiliza o método da
carbodiimida, que se baseia no uso do 1-Etil-3-(3dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDAC) para realizar a conjugacéo do Poliribosil-Ribitol-Fosfato (PRP) de Hib com a
Proteina Monomeérica Tetanica (PMT) formando o conjugado Tetanico de Hib (PSTT).
O presente estudo apresenta o desenvolvimento de uma nova metodologia para
determinacdo do EDAC em PSTT, utilizando a técnica de cromatografia liquida de
ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial. Esse novo método
permitiu a quantificacdo do EDAC no PSTT em nivel de picograma (1012 g), além de
uma reducdo no tempo de analise e no fluxo de fase mével em relacdo ao método
anterior, que faz uso da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada ao
detector de UV e que possui limite de deteccdo de 10° g/mL. A avaliacdo dos dados
analiticos produziu resultados que garantem a confiabilidade do método permitindo
gue o mesmo seja posteriormente validado e empregado no controle de qualidade do
produto intermediario PSTT realizado pelo Laboratorio Fisico-Quimico, do

Departamento de Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos.

Palavras-Chave: EDAC, espectrometria de massas, Hib, Cromatografia Liquida de
Ultraeficiéncia (CLUE).



ABSTRACT

The evolution of civilizations and the pursuit of improved health walk side by side.
Within the diseases that afflicted Brazil and the world during 19" and 20" centuries,
the invasive bacterial infections are among the main ones. Haemophilus Influenzae b
(Hib), a pathogenic bacteria, is characterized as one of the main causes of such
infections, being responsible for up to 30% of pneumonia cases and 20-60% of
bacterial meningitis cases in developing countries. The disease caused by Hib may be
prevented by immunization of poputation with the polysaccharide-protein conjugated
vaccine. Bio-Manguinhos employs the carbodiimide method, which is based on the use
of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) to bind Hib’s polyribosylribitol
phosphate (PRP) to tetanic monomeric protein (TMP), yielding the Hib tetanic
conjugate (PSTT). This work presents the development of a new methodology to
determine EDC in PSTT, using the technique ultra-performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry. This new method allowed the quantitation of
EDC in PSTT in pictogram (1012 g) level, besides a reduction in assay time and in
mobile phase flow when compared to the former method, which is based on High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) coupled to a UV detector, with a
detection limit of 10° g/mL. The evaluation of analytical data generated results that
guarantee method reliability, allowing it to be further validated and used in the quality
control of the intermediate product PSTT by the Physicochemical Laboratory of Bio-

Manguinhos the Quality Control Department.

Keywords: EDC, mass spectrometry, Hib, Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC)
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1. INTRODUCAO

A evolucao das civilizagdes e a busca da melhoria da saude caminham lado a
lado. Acdes de controle do exercicio da medicina, o meio ambiente, os medicamentos
e os alimentos existiram desde longinquas eras. Povos antigos, como os babilénios e
os hindus, estabeleceram preceitos morais e religiosos — fixados nos codigos de
Hamurabi e de Ur-Namu, respectivamente — e regras sobre a conduta dos
profissionais que tratavam as doencgas. A saude era considerada essencial a
dignidade humana. Achados arqueolégicos demonstram que no século XVI a.C. o
homem ja possuia habilidade para preparar drogas, e lhes delimitar prazos de
validade. Os alimentos também faziam parte das preocupacdes de povos antigos, e
até mesmo os perfumes que poderiam ser objetos de préaticas desonestas por parte
dos comerciantes. Na india, em 300 a.C., uma lei proibiu a adulteracéo de alimentos,
medicamentos e perfumes. Desde a Antiguidade Classica até a Idade Média se
desenvolveram acfes de saneamento do meio ambiente (controle da agua e do
esgoto, limpeza das ruas e dos mercados); normatizacdo da pratica profissional dos
meédicos, dos cirurgides e dos farmacéuticos; determinacdo de observancia de
cuidados para com os medicamentos, as boticas, os alimentos. A partir das medidas
estabelecidas em Veneza, em 1348, teve inicio a vigilancia dos portos para impedir a
entrada de epidemias nas cidades. Visando barrar a entrada da peste se estabeleceu
a inspecdo das embarcacdes, passageiros e das suas cargas, especialmente quando
infectadas ou suspeitas (ROSEN, 1998).

Das doencas que assolaram o Brasil e 0 mundo durante os séculos XIX e XX,
as infeccbes bacterianas invasivas figuram entre as principais, sendo uma das
grandes causas de mortalidade e morbidade na infancia no mundo todo. O
Haemophilus influenzae (Hi) se caracteriza como uma das bactérias mais importantes
neste contexto, chegando a causar 30% dos casos de pneumonia e de 20 a 60% dos

casos de meningite bacteriana nos paises em desenvolvimento (BOUSKELA, 2000).
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1.1.A DOENCA DE Haemophilus influenzae SOROTIPO b (Hib)

A H. influenzae é uma bactéria cocobacilar Gram negativo, aerdbia facultativa
da familia Pasteurellaceae, sendo estimada como a maior causadora de infeccdo
bacteriana em criancas menores de 5 anos e idosos levando ao quadro clinico
diagnosticado como otite média aguda, bacteremia, meningite, pneumonia e artrite
séptica (PELTOLA, 2000).

A H. influenzae foi descrita pela primeira vez em 1892 por Richard Pfeiffer
durante uma pandemia de influenza e sendo inicialmente designada de bacilo de
Pfeiffer. Foi confundida como a causa da gripe comum, atualmente definida como
causada pelo virus influenza, até 1933 (KUHNERT, 2008).

Pittman (1931) demonstrou a possibilidade de isolamento das formas
encapsuladas e ndo encapsuladas da H. influenzae, e dentro das linhagens da forma
encapsulada conseguiu identificar seis sorotipos antigenicamente distintos (a-f). Em
suas pesquisas ainda conseguiu observar que toda linhagem isolada de sangue ou
fluido cérebro espinhal de pacientes jovens com meningite pertencia ao sorotipo tipo
b e que nas secrec¢des do trato respiratorio superior de adultos eram encontradas as

linhagens ndo encapsuladas.

A capsula da bactéria é constituida de polissacarideo de alta massa molecular
e, a estrutura desse, define seu sorotipo que pode ser de a a f, sendo o sorotipo b o
anico de interesse médico (WENGER et al., 1990). A capsula do tipo b é composta de
unidades repetitivas de poliribosil-ribitol-fosfato (PRP) (figura 1) sendo considerado o
maior fator de viruléncia do microorganismo (KNISKERN e MARBURG, 1994).
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Figura 1 - Estrutura quimica do polissacarideo caps ular de Haemophilus influenzae tipo b
(LORTHIOIS, 2007)
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Fothergill e Wright (1933) demonstraram a auséncia de anticorpos bactericidas
no sangue de criangas com pouca idade quando comparados ao de criangas mais
velhas ou adultos, sendo descrita assim a primeira evidéncia da relacao entre idade

do paciente e a doenca causada por H. influenzae do tipo b (Hib).

A Hib ndo causa um quadro clinico Unico e especifico, diferente de outras
doencas como sarampo, catapora ou poliomielite, que permite diagnostico rapido e
preciso, necessitada coleta de sangue e/ou fluido cérebro espinhal para isolamento e
identificacdo em laboratério, para a confirmacao da presenca deste agente infeccioso
no organismo humano. Em muitos dos casos por se tratar de uma doenca silenciosa,

0 inicio do tratamento acaba sendo retardado (WATT et al., 2003).
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Das doencas invasivas causadas pela Hib, a meningite € o principal marcador
epidemiologico devido a grande dificuldade de isolamento do agente nos outros tipos
de infeccdo (BOUSKELA, 2000).

1.2. A VACINA CONTRA HAEMOPHILUS INFLUENZAE DO TIPO B (HIB)

1.2.1 Vacinas de polissacarideos

O antigeno de maior eficiéncia para a formulacéo de vacinas de polissacarideos
contra bactérias encapsuladas, como Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae e Neisseria meningitidis € o principal fator de viruléncia e neste caso o

proprio polissacarideo componente da capsula bacteriana (LORTHIOIS, 2007).

Existem relatos que na década de 40 surgiram as primeiras tentativas para
utilizar o polissacarideo capsular como imundgeno, entretanto, com as doencgas
infecciosas na época sendo bem controladas com o uso de antibiéticos, o
desenvolvimento da vacina foi adiado para décadas depois, aproximadamente na
década de 60, quando foram relatados os primeiros casos de individuos resistentes a
antibioticos (COCHI et al., 1985).

As vacinas de polissacarideos, além de nao produzirem anticorpos capazes de
proteger contra Hib criangas com menos de 24 meses, considerado grupo de alto
risco, pois o sistema imunoldgico se encontra em processo de maturacdo, mesmo
com seu reforco ndo conduzem a um aumento nos niveis de anticorpos (JONES,
2005).

As limitagGes imunoldgicas das vacinas polissacaridicas podem ser revertidas

conjugando as mesmas com proteinas carreadoras.
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1.2.2 Vacinas conjugadas de polissacarideo-proteina

As primeiras vacinas conjugadas contra a Haemophilus influenzae tipo b foram
licenciadas no final da década de 80 (FITZWATER et al., 2010). Esse modelo de
vacina produz a inducdo de memoria imunolégica, realizando protecdo de longa
duracdo, com anticorpos IgG de alta afinidade, e é eficaz para todas as faixas etarias,
incluindo as criangas menores de 2 anos de idade, consideradas grupos de risco
(JONES, 2005).

As vacinas licenciadas para uso contra a Hib sdo baseadas na conjugacéo com
o toxoide diftérico, o toxdide tetdnico ou com uma proteina externa de membrana
meningococica (figura 2). Deste modo, as vacinas conjugadas contra Hib apresentam
variacdes quanto ao tipo de proteina carreadora, ao método de conjugacao utilizado
e ao tamanho da cadeia do polissacarideo, fornecendo diferentes propriedades
imunologicas (GOLDBLATT, 2000).

Figura 2 - Esquema da vacina contraa Haemophilus influenzae tipo b, composta de PRP

covalentemente ligado ao toxoide tetanico (ALMEIDA, 2005).
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1.2.3 Meétodos de conjugacéo

Na literatura sdo descritas varias técnicas de conjugacdo aplicadas no
desenvolvimento de vacinas, entre elas sdo consideradas classicas o método do
brometo de cianogénio, o método da aminacao redutiva e o método da carbodiimida
que incluem a insercdo de uma molécula espacadora entre o polissacarideo e a
proteina (LORTHIOIS, 2007).

O método do brometo de cianogénio ativa as hidroxilas do polissacarideo
disponibilizando-as para reagir com grupamentos amino (disponibilizados pelas
proteinas) e/ou com os espagadores moleculares. Tem como grande desvantagem a
alta toxicidade do brometo de cianogénio, causando gastos adicionais com
equipamentos de seguranca, aumentando o custo final da vacina. O método da
aminacao redutiva prevé a ligagcéo dos radicais aldeido aos grupos amino da proteina,
tendo como desvantagem a demora, sendo necessario o uso de agentes bactericidas
para evitar o crescimento de bactérias que possam contaminar a solucao
(LORTHIOIS, 2007).

No método da carbodiimida sdo ativados os diversos grupos carboxilicos
pertencentes ao polissacarideo utilizando a carbodiimida. A partir dai duas vias podem
ocorrer: 0 polissacarideo pode ser derivatizado com uma molécula espacadora e
depois acoplado a proteina que previamente deve estar ativada com carbodiimida; ou
a proteina pode ser derivatizada e em seguida acoplada ao polissacarideo ativado
com 1-Etil-3-(3dimetilaminopropil)carbodiimida(EDAC). (LORTHIOIS, 2007)

Em Bio-Manguinhos o EDAC (figura 3) é utilizado na conjugacéo do Poliribosil-
Ribitol-Fosfato (PRP) com a Proteina Monomérica Tetanica (PMT) para a formacgéo
do Conjugado Tetanico de Hib (PSTT) que € o segundo intermediario do processo

produtivo da fabricacdo da vacina contra a Hib.

O mecanismo para a formagé&o do conjugado tetanico de Hib proposto por Bio-
Manguinhos consiste primeiramente em realizar uma reducdo nas hidroxilas do
polissacarideo, utilizando brometo de cianogénio, introduzindo um grupamento amino;

em outra fase o EDAC ativa a proteina atacando o grupamento de acido carboxilico
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da mesma formando um éster, que é um bom grupo de saida. O grupamento amino
do polissacarideo ataca o éster formado na proteina e assim é gerado o Conjugado
Tetanico de Hib (PSTT) de Bio-Manguinhos.

Figura 3 - Estrutura Quimica do EDAC

O EDAC é um solido cristalino branco com massa molar 155,25 g/mol e ponto
de fusdo de 110-115°C, é um reagente organico versatil para muitas reacoes,
conhecido como agente de desidratacéo eficaz vulgarmente utilizada na sintese de
amidas, ésteres e anidridos. Soluvel em agua se degrada na mesma e em temperatura
elevadas, com grande velocidade, tendo como subproduto de degradac¢do uma uréia.
Por esse motivo, recomenda-se ser acondicionado a -20°C. O EDAC é considerado
um produto quimico muito importante em sua propria classe, superior a outros

reagentes de acoplamento tradicionais (GOYAL, 2010).

Segundo Goyal (2010), o EDAC tem grande utilidade no acoplamento entreum
acidoeuma aminacombaixanucleofilicidade (figura 4) aumentando o rendimento para
até83% do produto, na desidratacdo de alcoois (figura 5) e na oxidacéo seletiva de

um alcool para uma cetona (figura 6).
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Figura 4 - EDAC no acoplamento entre um &cido e uma  amina com baixa nucleofilicidade
(GOYAL,2010)
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Figura 5 - EDAC na desidratagdo de alcoois (GOYAL,2 010)
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Figura 6 - EDAC na oxidacdo selectiva de um alcool para uma cetona (GOYAL, 2010)
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A figura 7 apresenta um fluxograma simplificado da produg&o da vacina contra

Hib produzida em Bio-Manguinhos.
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Figura 7 - Fluxograma simplificado de producdo de V  acina contra Hib de Bio-Manguinhos
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1.3. CROMATOGRAFIA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS.

1.3.1. Cromatografia - CLUE (Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia)

Com a expansdo da utilizacdo da técnica de cromatografia pela industria
farmacéutica e também por outras industrias na ultima década, o desenvolvimento da

CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) tem sido direcionado a obtencao de
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analises mais rapidas, porém sem o comprometimento do desempenho
cromatografico. A alternativa para atingir esse objetivo foi a redugdo concomitante do
tamanho das particulas da fase estacionaria e da coluna, porém, por causa da elevada
pressdo resultante desta reducdo, que nao é compativel com o0s sistemas
cromatograficos convencionais, ficou limitada por um periodo. O uso de particulas
menores que 2 ym se tornou possivel recentemente, com o desenvolvimento da
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) também conhecida como UPLC (Ultra-
high Pressure Liquid Chromatography) (MALDANER, 2009).

A CLUE é uma tecnologia ainda recente, que se baseia nos mesmos principios
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), mas que combina a utilizacdo de
colunas empacotadas com particulas de diametro inferior a 2um, altas velocidades
lineares da fase movel e instrumentacédo que permite operar com altas pressdes da
mesma (6.000 — 15.000psi), o que possibilita como resultado o aumento da eficiéncia,
a melhora da resolugéo, a melhoria da detectabilidade e a diminuig&éo significativa do

tempo de analise em comparac¢do com a CLAE convencional
(QUEIROZ, FERRACINE, & ROSA, 2012).

As principais modificagcdes de um sistema CLAE para um sistema CLUE sé&o:
capacidade de trabalhar a pressdes mais elevadas (100 MPa), volumes internos muito
menores (conexdes, alca de amostragem, cela do detector, bombas), celas do
detector sem dispersdo e com alta taxa de aquisi¢cao, colunas resistentes para
trabalharem a altas pressfes e com baixo volume morto, injetores com precisdo em
volumes pequenos de até 1 uL (MALDANER, 2009).

A cromatografia pode ser combinada a varios sistemas de deteccao, pois se
trata de uma técnica muito utilizada e de excelente desempenho. O acoplamento da
cromatografia liquida com a espectrometria de massas soma as vantagens da
cromatografia, alta seletividade e eficiéncia na separacdo, com as do espectrémetro
de massas, informacdes estruturais, massa molar e adicional seletividade. A
combinacdo de CLUE-EM/EM fornece vantagens significativas com relacdo a
seletividade, detectabilidade e velocidade de analise (OLIVEIRA, 2010).
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1.3.2. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas tem despontado como técnica chave na industria
farmacéutica, atuando desde a pesquisa para a descoberta de novos farmacos, como
também no controle de qualidade, e € uma técnica analitica que permite a identificacédo
de compostos desconhecidos, elucidacdo estrutural, propriedades quimicas da

molécula e quantificacdo de compostos conhecidos (OLIVEIRA, 2010).

Os espectrometros de massas sdo comumente conhecidos através da técnica
de introducdo da amostra (ex. Cromatografia liquida — CL e cromatografia gasosa —
CG), através da técnica de ionizacao (ex. APl — Atmospheric Pressure lonization) e
atraves do tipo de analisador de massas e/ou combinacdo dos mesmos em um unico
sistema (ex. Quadrupolo, Tripoguadrupolo). Assim, a técnica de CLUE-EM/EM
compreende a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detector de
massas sequencial (dois filtros de massas).

O acoplamento do detector de espectrometria de massas sequencial (EM/EM)
a técnica de cromatografia liquida, como a CLUE, transforma o CLUE-EM/EM em uma
ferramenta valiosa para a quimica analitica, permitindo que compostos pré-separados
sejam identificados e quantificados com alto grau de seletividade, sensibilidade,
confiabilidade e mais agilidade, permitindo ainda que amostras com matrizes
complexas (fluidos bioldgicos, vacinas e alimentos) sejam analisados livres de
interferentes ou com métodos de purificacdo de amostras mais simples (CHIARADIA
et al., 2008).

O modo de ionizacédo por eletrospray (Electrospray, ESI) € uma das formas de
lonizagdo da amostra, utilizadas na espectrometria de massas, que permite a
formacdao de ions na presséo atmosférica ao invés de vacuo, se trata de uma ionizacéo

branda e normalmente é acoplada a cromatografia liquida (CHIARADIA et al.,2008).

O ESI gera ions através de um aerossol de solugdo formado depois da mesma
ser pressurizada em um tubo capilar feito de aco inox, ao qual é aplicada uma
voltagem entre 3.000 e 5.000 V. Uma vez formado esse spray as gotas sao,

rapidamente, desolvatadas por um fluxo continuo de gas seco (geralmente N2) e 0s
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ions sdo carreados diretamente para a fase gasosa, fluindo para o espectrdmetro de
massas induzidos pelos efeitos da atracao eletrostatica e pelo vacuo (CHIARADIA et
al., 2008).

Segundo Lancgas (2009), ocorrem dois mecanismos (Figura 8)que explicam o
processo de ionizagcdo da amostra por ESI. Primeiro o mecanismo do residuo de carga
ou da fissdo proposto por Dole em 1968, que propde, que a medida que as goticulas
evaporam, sua carga permanece inalterada e as goticulas “explodem” em iniUmeras
goticulas menores, chamado de explosdo couldmbica. Continuas explosdes
acontecem até que apenas um ion do analito permaneca, chegando a um ion em fase
gasosa apoOs a evaporacdo da ultima goticula do solvente. Em segundo temos o
mecanismo da evaporac¢ao do ion proposto por Iribarne e Tomson, em 1976, onde
também se propde que pequenas goticulas sao formadas na explosédo coulémbica,
sendo que neste mecanismo a for¢ca do campo elétrico na superficie destas goticulas
é suficientemente elevada para remové-las da superficie, transferindo diretamente
para a fase gasosa, que € energeticamente mais favoravel para ions solvatados. Os
dois mecanismos podem operar simultaneamente dependendo da faixa de massa do

analito.
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Figura 8 - Mecanismos de formacé&o de ions por ESI (  LANCAS, 2009)
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No modo de ionizacao ESI, o efluente que vem da cromatografo (CLAE/CLUE)
é introduzido na sonda com carga balanceada e quando sai, carrega uma carga iénica
liguida. Para garantir que a ESI seja um processo continuo, a solugdo precisa
compensar a carga por processos eletroquimicos nos quais uma superficie condutiva
age como eletrodo. O eletrospray pode ser operado no modo positivo ou negativo,
dependendo do sinal da tenséo aplicada. No modo positivo, as goticulas que saem do
spray terdo carga positiva e o eletrodo recebera os elétrons (figura 9). De forma
contraria, no modo negativo ocorrerd o oposto (LANCAS, 2009).
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Figura 9 - Esquema do ESI em modo positivo (LANCAS,  2009)
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O CLUE-EM/EM é um sistema no qual ha dois estagios de massas. Nesse
sistema é utilizado um triplo quadrupolo como analisador de massas, caracterizado
por trés quadrupolos em série (figura 10), onde o primeiro quadrupolo é o filtro de
massas responsavel pela selecdo do ion de interesse (geralmente a molécula
protonada [M+H]*). A molécula protonada (ion precursor) € fragmentada no segundo
quadrupolo, também denominado célula (ou camara) de colisdo, por um processo de
Dissociagdo Induzida por Colisdo (DIC), utilizando um gas inerte como gas de coliso.
Os ions gerados na fragmentacédo do ion precursor sdo denominados ions produtos e
separados pela sua relagdo massa/carga (m/z) no terceiro quadrupolo e direcionados
ao sistema de deteccdo (CHIARADIA et al., 2008).

Figura 10 - Esquema Triplo Quadrupolo (PEREIRA et al., 2005)
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A figura 11 exemplifica um esquema de analise em espectrometro de massas
do tipo triplo quadrupolo, onde a mistura com compostos “R”, “M” e “N” apds processo
de ionizac&do formam espécies “R*”, “M*” e “N*". No Filtro Q1 de massa, apenas “M*”
é selecionado para o filtro Q2, onde ocorre o processo de fragmentacdo formando as
espécies “A*”, “B*” e “C*". Os ions sdo encaminhados ao filtro Qs onde s6 o fragmento

7z

“B*” é selecionado para o detector.

Figura 11 - Esquema de andlise em espectrometria de  massas do tipo triplo quadrupolo
(BUSTILLOS, 2003).

Amosira lonizagao Sep?rllgéo E G2 . Sepg%géo Deteccao
de Massas Ie0mcacao de Massas '
R R—R / R' A’ - A .
M-—bM-*M*—)»-qM*—b M — B —» —\-:B* -b/___
N N—-N N' C C'

As principais vantagens do CLUE-EM/EM em relacdo a CLAE-UV séo:

Sensibilidade, seletividade e velocidade na analise.

A sensibilidade se deve a presenca de dois estagios de massas. O primeiro
estagio de separacdo filtra o ruido quimico, pois selecionando apenas um ion pode-
se aumentar o sinal da substancia de interesse, suprimindo a geracdo de outros
componentes da amostra (ruido). A seletividade esta relacionada com a capacidade
de monitoramento seletivo que permite selecionar e monitorar transi¢cdes especificas

de cada analito, identificando assim, de forma mais seletiva, a substancia de interesse.



30

1.4.CONTROLE DE QUALIDADE DE VACINAS NO BRASIL: O RENASCIMENTO,
ADEQUACAO AOS PADROES INTERNACIONAIS E AS TENDENCIAS
MODERNAS.

O controle de qualidade de vacinas no Brasil teve um grande marco histérico
no ano de 1981, quando o pais se via as vésperas de uma campanha nacional de
Imunizagao contra a poliomielite e foram observadas altera¢des de cor, assim como a
presenca de impurezas macroscopicas nos frascos das vacinas. Tal observacao
motivou uma analise mais rigorosa acerca da natureza da contaminacao por parte da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). O resultado da analise tornava evidente a
existéncia de falhas ao longo do processo produtivo no Laboratério Torlak (PONTE,
2003).

Tornava-se latente a necessidade da criagdo por parte da esfera publica de
mecanismos de controle e garantia da qualidade desses produtos, consoante ao

contexto social em que o Brasil se encontrava naquele momento.

A partir deste momento, a promocéao da saude publica brasileira ganha um novo
significado para as autoridades sanitarias, muito bem sintetizado por Gil, 2010:

Qualidade para os medicamentos é um atributo de carater ndo
apenas comercial, mas, também, legal, ético e moral. Assim, enquanto
gualidade para muitos produtos € uma questéo de competitividade, no campo
da saude deve ser obrigatoriamente atendida.

No que tange a qualidade das vacinas, a atuacao das Agéncias Regulatorias,
como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) é imperativa. Suas
recomendacgdes visam garantir 0 minimo, porém, alto padrdo de qualidade dos
produtos, internacionalmente estabelecidos. Desde as matérias-primas, passando por
seus produtos intermediarios até a obtencdo do produto final devem atender aos
niveis de qualidade pré-determinados. O produto final deve ser investigado quanto a
sua identidade, esterilidade, estabilidade, seguranca e poténcia por metodologias
validadas, tanto pelo Org&do Produtor quanto pelo Laboratério Nacional onde o produto

sera disponibilizado.
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Dentro do Controle de Qualidade de vacinas em especial, ha um interesse em
se conhecer tanto quanto possivel a matriz de analise e ndo apenas as espécies
presentes. Muitas vezes € preciso conhecer a propor¢cdo entre determinados
constituintes e a maneira como estes constituintes estao interagindo (ALMEIDA, 2005;
CARVALHO e ANDRADE, 2006).

As metodologias de referéncia para controle de qualidade de vacinas,
tradicionalmente envolvem técnicas de pré-tratamento de amostras onde a utilizacéo
de solventes, extracdo e/ou dialise de material excipiente assim como a digestdo de
amostras se faz necessaria. Tais metodologias sdo caras, tediosas, insalubres, geram
grandes quantidades de residuos quimicos e biolégicos além de exigirem meticulosas
manipulacdes na amostra, criando uma potencial fonte de erro analitico. Isto é, estas
metodologias encontram-se hoje na contraméao das tendéncias da Quimica Analitica
Aplicada moderna (USP XXXVII, 2014).

Apos a utilizacdo do EDAC na conjugacéo do Polissacarideo com a PMT para
a formacgao do PSST, o EDAC residual que nédo participou da conjugacao, e que néao
foi eliminado nas etapas de purificagéo, é tratado como impureza do produto. Segundo
Brasil (2003), testes quantitativos ou ensaio limite, o que melhor for para garantir a
qualidade do produto, podem ser aplicados para determinacdo de impurezas e

produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas.

A técnica utilizada no Laboratério Fisico-Quimico de Bio-Manguinhos (LAFIQ)
para a determinacdo de EDAC residual no PSTT utilizado na fabricacdo da vacina de
Hib € a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de UV utilizando
comprimento de onda de 214 nm. E realizado um ensaio limite, em que a area do pico
da amostra tem que ser menor que a area correspondente a concentracdo de 1,5
ug/mL do padrdo de EDAC. O teor maximo de EDAC presente no intermediario foi
determinado pela empresa GlaxoSmithKline (GSK) e transmitida a Bio-Manguinhos
através de uma transferéncia de tecnologia e nédo foi, até a presente data, alterado

pela mesma.

O ensaio limite tem como objetivo unicamente assegurar que a quantidade de

EDAC no PSTT ¢é inferior ao limite estabelecido pela norma de qualidade da vacina,
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pré-determinada pela empresa no ato do estudo de desenvolvimento, ndo se
preocupando com a real quantificagcédo do EDAC.

A analise de EDAC em PSTT atual, segundo relatério de validacdo da analise
pertencente a Bio-Manguinhos, tem limite de detec¢cédo de 79 ng/mL (79000 pg/mL)
(célculo tedrico a partir da curva de calibracdo) e andlises preliminares do PSTT
utilizando espectrometria de massas, demonstraram um teor de aproximadamente

1000 pg/mL, cerca de 80 vezes a menos do que o limite de deteccao da técnica que
utiliza detector de UV.

O tratamento da amostra, assim como outros fatores que influenciam a técnica
atual, contribui para uma apresentacdo de resultados que nao permitem uma
avaliacdo clara. O perfil cromatografico ndo possui um formato constante e o limite de

detecc¢do da técnica atual é muito superior ao teor real de EDAC no PSTT.

Figura 12 - Amostra de PSTT (primeira injecéo) anal

isada pela metodologia de determinacéo de
EDAC atual (HPLC/UV)
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Figura 13 - Amostra de PSTT (segunda injecdo) anali sada pela metodologia de determinacao
de EDAC atual (HPLC/UV)
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Figura 14 - Padrdo de EDAC 1,5 pg/mL analisado pela metodologia de determinacao de EDAC
atual (HPLC/UV)
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As figuras 12 e 13 s&o cromatogramas de determinacdo de EDAC, em
amostras de PSTT, utilizando a técnica atual e a figura 14 € um cromatograma de
padrdo de EDAC a 1,5 pug/mL utilizando a mesma técnica. E possivel verificar nas
figuras 12 e 13 que o perfil cromatografico ndo se mantém estavel na mesma amostra

em injecOes diferentes com apenas 16 minutos de diferenca entre as injecoes.
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Figura 15 - Sobreposicéo das injecdes da amostra de PSTT e do padrédo de EDAC 1,5 pg/mL
analisados pela metodologia de determinacédo de EDAC atual (HPLC/UV)
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A figura 15 apresenta a sobreposicéo das injecdes da amostra de PSTT e do
padrdo de EDAC a 1,5 pg/mL utilizando a metodologia atual. E possivel mais uma vez
verificar a leve alteracdo no perfil cromatografico das amostras e que no tempo de

retencdo do padrdo ndo é possivel identificar a presenca de EDAC na amostra.

As andlises realizadas na vacina contra Hib sdo cruciais para garantir que a
populacao tenha acesso a um produto com qualidade. O desenvolvimento de métodos

de andlise que diminuam a margem de erro e aumentem a confiabilidade dos
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7

resultados, além de reduzir o tempo de liberagcdo para o mercado, € uma meta

constante em Bio-Manguinhos.

Devido aos baixos niveis de EDAC presentes no PSTT e a necessidade de se
controlar, com eficacia, todas as substancias utilizadas na sintese da vacina,
juntamente com seus agentes contaminantes, segundo os 6rgaos de regulamentacao
e fiscalizacdo, é preciso estabelecer outra técnica que proporcione uma maior
velocidade na anélise e uma maior confiabilidade nos resultados da rotina do controle
de qualidade da vacina. Como a espectrometria de massas € uma técnica que permite
a identificagcdo e quantificacdo de pg/mL (ppt), a mesma se torna uma técnica

recomendada para a analise do EDAC em PSTT.

2. OBJETIVO

2.1.0BJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia para identificacdo e quantificacdo do EDAC

residual em preparacgdes da vacina contra Hib.

2.2.0BJETIVO ESPECIFICO

* Desenvolver metodologia de controle fisico-quimico para residuos de EDAC
ainda permanentes no PSTT apds etapas de purificacdo do produto
intermediario.

» Avaliar figuras analiticas de mérito que levem a validacdo parcial do método
proposto: seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacao,

exatidao e robustez.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados para o desenvolvimento do trabalho

encontram-se relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 - Reagentes e solventes utilizados parao  desenvolvimento do trabalho.

Reagente/Solvente Grau Fornecedor
Acetato de Amonio P.A. Merck
Acetonitrila LC/MS J. T. Baker
Agua LC/MS J. T. Baker
EDAC e Sigma-Aldrich
Hidroxido de Amonio P.A. Merck

3.1.2. Amostras

O PSTT utilizado neste trabalho foi inteiramente produzido em Bio-Manguinhos
e o lote utilizado foi obtido a partir do arquivo do Laboratério de Controle de Qualidade
Fisico-Quimico do Instituto (LAFIQ), dentro da vigéncia do prazo de validade, e
devidamente aprovado pelos métodos oficiais preconizados nos compéndios oficiais.
As informacdes sobre o PSTT (numero de lote, validade entre outras) foram solicitadas
por Bio-Manguinhos a ndo serem divulgadas na dissertacdo em razao da necessidade
de preservacao da propriedade industrial.

Desde o recebimento até a completa execucdo dos experimentos deste

trabalho a amostra utilizada permaneceu estocada em camara fria a uma temperatura
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de 2 a 8°C, sendo retirada desta condi¢cao apenas para a realizacdo dos testes. Este
procedimento foi adotado a fim de garantir as mesmas condi¢des de armazenamento
do PSTT.

A amostra foi pré-tratada através de ultracentrifugacgédo, utilizando membranas
AMICON Ultra-4 de 100 K. Foi centrifugada por 22 minutos com uma for¢ca G de 5762
G e, logo depois, diluida na razao de 1:1 com a fase movel antes de ser colocada no

vial.

3.1.3. Equipamento

Para o desenvolvimento do estudo foi utilizado um Cromatégrafo Liquido de
Ultra Eficiéncia acoplado a um espectrometro de massas Waters (Acquity Ultra
Performance LC) (figura 16). A coluna analitica utilizada foi a ACQUITY UPLC BEH
C18 com 1,7um de tamanho de particula, 50 X 2,1mm e o programa de gerenciamento

dos dados foi 0 MassLynx 4.1°.
Figura 16 - Cromatografo Liquido de Ultra Eficiénci  a da Waters acoplado ao espectrémetro de
massas (Acquity Ultra Performance LC).

Waters

THE SEIENCE OF WHAT'S POSSIRLE.
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3.2.0TIMIZACAO DO METODO.

3.2.1. Otimizacao da Fase Movel

Durante o desenvolvimento do trabalho foram avaliadas diferentes proporc¢des

de fase movel:

1) 85% H3CCOONH4 1mmol/L (pH 10,0) + 15% ACN;
2) 60% H3CCOONHs4 1Immol/L (pH 10,0) + 40% ACN;
3) 30% H3CCOONHs4 1Immol/L (pH 10,0) + 70% ACN;
4) 20% H3CCOONH4 1mmol/L (pH 10,0) + 80% ACN.

Os Monitoramentos de Reac¢fes Multiplas (MRM) para a transicdo m/z 156>86

foram avaliados e a fase mdvel foi determinada.

3.2.2. Otimizacao da Temperatura

Como o EDAC sofre degradacgéo térmica, como ja descrito no item 1.2.3, a
utilizacdo de temperaturas mais elevadas para a otimizagédo da analise foi descartada.
Com a finalidade apenas de conter a flutuacdo de temperatura durante a analise,
levando em consideracdo que a temperatura média do laboratério é de 25°C, evitando
assim mudanca no tempo de retencdo do EDAC, foi estabelecida a temperatura de

30°C para o forno da coluna durante toda a anélise.

3.2.3. Parametros do Espectrometro de Massas

Os parametros do equipamento que foram utilizados para o monitoramento do
EDAC séo: fonte de ionizacdo por eletrospray operando em modo positivo (ESI+) e

transicbes de MRM m/z 156> 86 e 156> 58 para monitoramento das transi¢coes entre



39

0 ion precursor e os ions produtos. A temperatura da fonte foi de 150°C e a de
dessolvatagcao de 500° C. O fluxo dos gases do cone e dessolvatacao foram de 30 e
1000 L/h, respectivamente, os valores de voltagem do capilar, cone e energia de
colisdo foram, respectivamente, 0,5 kV, 23,0 V e 3,0 eV. A voltagem do extrator
(localizado entre a fonte e o primeiro quadrupolo, tendo a funcéo de conduzir os ions
entre os dois) foi de 3 V e a vazdo do gas argbnio para a dissociacéo foi de 0,19

mL/min.

3.2.4. Teste Miscibilidade

Para testar um possivel aumento na estabilidade do EDAC durante o periodo
de analise foi testada a miscibilidade do EDAC e do PSTT em fase maovel, ja que a

mesma é constituida de um tampao e 80% de solvente organico.

3.2.5. Avaliagéo da estabilidade do EDAC

A avaliacéo foi realizada através de inje¢des consecutivas. Foram programadas
237 injecbes, com duracdo de 2 minutos e intervalos entre injecdes de 1 min,
totalizando aproximadamente 12 h, da solucédo de EDAC a 1,00 ng/mL diluidas com
agua tipo Milli-Q. A mesma avaliagéo foi realizada nas mesmas condi¢des s6 que com
a solucdo de EDAC a 1,00 ng/mL diluida com fase movel 20% H3CCOONH4 1mmol/L
(pH 10,0) + 80% ACN.

3.3.AVALIACAO DAS FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

As figuras analiticas de mérito, também denominados de parametros analiticos,
caracteristicas de desempenho ou parametros de desempenho analitico, devem ser
baseados na intencdo do uso do método. Desta forma, os experimentos podem ser
limitados para o que realmente é necessario (RIBANI et al., 2004).
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3.3.1. Seletividade

A seletividade é a capacidade que um método instrumental de separacao

possui de medir exatamente as substancias em exame, na presenca de componentes

gue podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra complexa. Isto permite

avaliar o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes,

impurezas e produtos de degradacao, bem como outros compostos de propriedades

similares que possam estar, porventura, presentes. A seletividade pode ser avaliada
das seguintes maneiras (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004):

o

o

Comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada

com esta substéancia (padrao);

Comparando o espectro do pico obtido na separacdo com o de um padrao,
(utilizando detectores modernos, como o de arranjo de diodos ou um
espectrometro de massas), obtendo, assim, uma indicacdo da presenca do

composto puro;

Pelo método de adi¢do padrao, quando ndo é possivel obter a matriz isenta da
substancia de interesse. Neste caso é feita uma curva de calibracdo com adicao
da substancia de interesse na amostra e comparada com uma curva de

calibracao, sem a presenca da matriz;

Através da coleta do composto de interesse e realizacdo de nova analise por
outra técnica cromatografica, ou com métodos e técnicas que séo especificos
para a estrutura da substancia de interesse como, por exemplo, espectrometria
de massas, ressonancia magnética nuclear, espectroscopia no infravermelho

ou bioensaios especificos.
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Em métodos cromatograficos, a seletividade garante que o pico de resposta
seja exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade ndo for assegurada,
a linearidade, a exatidao e a preciséo estardo seriamente comprometidas (INMETRO,
2011).

Para avaliar a seletividade foi preparada uma solucéo contendo PMT e PRRP,
nas mesmas proporc¢oes utilizadas na formacdo do PSTT em producéo. Essa solucao
foi injetada nas mesmas condicbes cromatograficas da amostra. Foram obtidos
espectros de massas da solugdo sem contaminacao e da solucdo contaminada com
2 ng/mL de EDAC. Também foi obtida uma curva de calibracdo do padrdo de EDAC
e uma curva de adicao padrao sobre a amostra de PSTT. O objetivo foi verificar se o
sinal utilizado para a quantificacdo do EDAC sofreu ou nao interferéncia dos outros

componentes da formulacgéo.

Devido a baixa concentracdo do EDAC foi preparada uma solugdo padréo-
estoque (com validade de apenas um dia) na concentracéao de 10 ng/mL e as diluicdes
tanto para a curva padrdo quanto para a curva de adicdo padrdo foram realizadas
diretamente nos vials de 1,5 mL. Todas as diluicbes foram realizadas com
micropipetas de volume varidvel. Na tabela 2 esta descrito como foram estruturadas

as curvas para avaliar a seletividade.
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Tabela 2 - Tabela descrevendo a preparacdo da curva  de padrédo e de adi¢do padrdao de EDAC

para avaliacdo da seletividade.

Curva Padrao

Solucéo Padrao

(10 ng/mL) Fase movel Concentracao estimada
10 pL 990 pL 100 pg/mL
20 pL 980 pL 200 pg/mL
30 uL 970 uL 300 pg/mL
40 pL 960 pL 400 pg/mL
50 pL 950 pL 500 pg/mL
60 pL 940 pL 600 pg/mL
70 pL 930 pL 700 pg/mL

Curva de Adicao Padrao

Solucéo Padrao

(10 ng/mL) Fase movel Amostra (PSTT)
0L 500 pL 500 pL
10 pL 490 pL 500 pL
20 pL 480 pL 500 pL
30 pL 470 pL 500 pL
40 pL 460 pL 500 pL

3.3.2. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade de uma metodologia analitica
demonstrar que os resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentragcédo
do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). Para

avaliacdo da linearidade é necessario se obter uma relacéo entre a concentracao do
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analito e as respostas obtidas que, na Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(CLUE), correspondem a area de pico cromatogréfico, e verificar se a relagéo entre
eles obedece a um modelo linear. A relacédo é obtida através da confeccdo de uma
curva de calibracdo construida pelo uso de, no minimo, cinco concentracoes
equidistantes de analito e da verificacdo de suas respostas, a partir da equacao da
regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO) (INMETRO, 2011).

Para avaliar a linearidade do método foram construidas trés curvas de
calibracdo independentes, com sete niveis de concentragdo do padrdo. Foi preparada
uma solucéo padrao-estoque a 10 ng/mL de EDAC na fase movel de trabalho, e a
partir desta, os pontos da curva foram preparados seguindo as diluicdes indicadas na
tabela 3, diretamente em vials de 1,5 mL. Cada um dos pontos da curva foi medido
em triplicata, caracterizando ensaios mutuamente independentes. Para a regressao

linear adotou-se o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO).

Tabela 3 - Preparo dos pontos da curva de calibracd o para a avaliacdo da linearidade do

método.

Concentragao Volume da Solucgao Volume de Fase movel
tedrica (pg/mL) Padrao-estoque (L) (uL)

P1 100 10 990

P2 200 20 980

P3 300 30 970

P4 400 40 960

P5 500 50 950

P6 600 60 940

P7 700 70 930

3.3.3. Limites de Deteccédo e Quantificacao

O Limite de Deteccéo (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma

amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
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condi¢cbes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). O LD pode ser calculado das

seguintes maneiras:

o

Onde:

DPa=

7

Visualmente: € utilizado para a determinacdo do LD de métodos nao
instrumentais como, por exemplo, cromatografia de camada delgada, titulag&o,
comparacao de cor. Esta determinacdo pode ser feita visualmente, onde o
limite de deteccéo € o menor valor de concentracéo capaz de produzir o efeito

esperado (mudanca de cor, turvacao, etc) (BRASIL, 2003).

Relacao sinal-ruido: pode ser aplicado somente em procedimentos analiticos
gue mostram o ruido da linha de base. Para determinar a relacao sinal-ruido, é
feita a comparacdo entre a medicdo dos sinais de amostras em baixas
concentragcbes conhecidas do composto de interesse na matriz e um branco
(matriz isenta do composto de interesse) destas amostras. A estimativa do
limite de deteccao pode ser feita com base na relacdo de 3 vezes o ruido da
linha de base estabelecendo, assim, uma concentracdo minima na qual a
substancia pode ser facilmente detectada. O LD pode ser determinado pela
seguinte equacédo (BRASIL, 2003, RIBANI et al., 2004):

_ DP, x3

LD
IC

desvio padrédo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de

calibracdo construidas contendo concentra¢des do analito proximas ao suposto limite

de quantificagdo. Este desvio padrdo pode ainda ser obtido a partir da curva de

calibracéo, proveniente da analise de um numero apropriado de amostras do branco.

IC = inclinagdo da curva de calibragao.

o

Com base em parametros da curva de calibragdo: uma curva de calibracéo é

feita utilizando a matriz contendo o composto de interesse na faixa de



45

concentracdo proxima ao limite de deteccdo. Os parametros da curva e a
estimativa do desvio padréo relativo destes parametros, podem ser calculados
através de softwares como o Microsoft Excel®. Desta maneira o LD pode ser
expresso como (RIBANI et al., 2004):

S
LD = 3,3 X
-

Onde:

s = estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrdao do branco, da equacdo da linha de regressao ou do coeficiente linear da

equacao.

S =inclinacao (slope) ou coeficiente angular da curva de calibracéo.

O Limite de Quantificacdo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condices experimentais estabelecidas. E determinado, principalmente, para ensaios
quantitativos de impurezas e de produtos de degradacao. O LQ pode ser calculado a
partir da equacéao (BRASIL, 2003):

_DP, x10

L
Q Ta

Onde:

DPa= desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracéo construidas contendo concentra¢des do analito proximas ao suposto limite
de quantificacdo. Este desvio padrdo pode ainda ser obtido a partir da curva de

calibracdo proveniente da andlise de um nimero apropriado de amostras do branco.

IC = inclinacdo da curva de calibracao.
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Assim como o LD, o LQ pode ser calculado utilizando o método visual, a relacéo
sinal-ruido, o método grafico e a relacdo entre a estimativa do desvio padrdo da
resposta (que pode ser a estimativa do desvio padrao do branco, da equacéo da linha
de regressdao ou do coeficiente linear da equacdo) e a inclinacdo da curva de
calibracao, utilizando a relacédo 10:1(RIBANI et al., 2004).

Para determinar a menor quantidade de EDAC detectavel (LD) e a menor
concentracdo quantificavel (LQ), sob as condicOes experimentais estabelecidas no
método proposto, foram construidas trés curvas de calibracdo independentes, com
sete niveis de concentracdo. Os limites de deteccdo e quantificagcdo foram obtidos
através da planilha de avaliacdo de linearidade de curva de calibracédo elaborada por

Souza e Junqueira (2005).

3.3.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico representa o grau de concordancia entre o0s
resultados individuais obtidos pelo método em um determinado ensaio em relacao ao
valor de referéncia aceito como verdadeiro. E sempre considerada dentro de certos
limites, a um dado nivel de confianca (ou seja, aparece sempre associada a valores
de preciséo) (RIBANI et al., 2004).

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sdo: materiais de referéncia; adicdo padrdo; participacdo em comparagoes
interlaboratoriais e realizacao de ensaios de recuperacdao. A ANVISA recomenda que
a exatiddo do méetodo seja determinada apos o estabelecimento da linearidade, do
intervalo e da especificidade do mesmo e estabelece que um minimo de nove
determinacdes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracéo deve
ser obedecido. Por exemplo, ensaios em triplicata para trés niveis de concentracéo. A
recuperacdo € expressa pela relacdo entre a concentragdo meédia determinada

experimentalmente e a concentracéo tedrica correspondente.

Para avaliar a exatiddo do método foi realizado um ensaio de recuperacao,

onde foram adicionadas quantidades conhecidas de EDAC na amostra. Foram
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preparados quatro vials de 1,5 mL contendo 500 pL de amostras, os quais foram
fortificados com EDAC, conforme a tabela 4. Paralelamente, construiu-se uma curva
de calibragcéo e foi preparada uma amostra de vacina sem adicdo de EDAC para
avaliar a exatiddo do método, através da recuperacdo média das amostras

fortificadas.

Tabela 4 - Curva de adicdo padrdo de EDAC para o en saio de recuperagéo

Curva de Adicéao Padrao

Solugéo Padrdo Volume de Fase  Volume de Amostra  Concentragao

(10 ng/mL) movel (PSTT) estimada
0 pL 500 pL 500 pL Amostra
Amostra +

10 pL 490 pL 500 pL 100 pg/mL
Amostra +

20 pL 480 pL 500 pL 200 pg/mL
Amostra +

30 pL 470 pL 500 pL 300 pg/mL
Amostra +

40 pL 460 pL 500 pL 400 pg/mL

3.3.5. Robustez

A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta
em face de pequenas variagbes. Um método é considerado robusto quando nédo é
afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus parametros analiticos.
Sua avaliacdo deve ser considerada durante o desenvolvimento da metodologia e,
constatando-se a susceptibilidade do método a variacdes nas condi¢bes analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento
(RIBANI et al., 2004).



48

Para métodos cromatograficos, a Anvisa recomenda que 0s seguintes fatores

devam ser considerados na determinagdo da robustez do método analitico:

Variacdo do pH da fase mével
Variagdo na composicao da fase movel
Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Temperatura

o O O O o

Fluxo da fase moével

Estas mudancas introduzidas na metodologia refletem as alteragbes que
podem ocorrer quando um método é transferido para outros laboratoérios, analistas ou
equipamentos (RIBANI et al., 2004).

A robustez do método foi testada de duas formas. Na primeira, a temperatura
da coluna foi alterada em dois estagios, de 30°C para 25°C e depois para 35°C e todas
as outras demais condicdes mantidas. A curva de calibragdo nas concentracdes
definidas neste trabalho e seis preparos de amostra de PSTT foram analisadas. Na
segunda o pH foi alterado também em dois estagios, de 10,0 para 9,5 e depois para
10,5 e as demais condicbes mantidas. As concentracdes assim obtidas, tanto na
primeira quanto na segunda modificagdo, foram comparadas com as obtidas nas

amostras analisadas pelo método proposto.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.0TIMIZACAO DO METODO.

4.1.1. Otimizagéo da Fase Movel

Foram avaliadas quatro diferentes propor¢cdes de fase movel. A otimizacao
levou em conta a total resolucéo entre 0s picos que eluiram na amostra e 0os menores

tempos de retencdo. As figuras 17,18,19 e 20 demonstram os monitoramentos de
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reacoes multiplas (MRM), da transicdo m/z 156>86, de cada fase mével testada, onde

a proporcdo de ACN foi alterada para se obter o melhor resultado.

Figura 17 - Otimizagdo da fase moével — Fase movel:  85% H3CCOONH, 1mmol/L (pH 10,0) + 15%
ACN - MRM 156>86 / Temperatura do forno: 30 °C / Fluxo: 0,3 mL/min.
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Figura 18 - Otimizac&o da fase movel — Fase mével:  60% HzCCOONH,s 1mmol/L (pH 10,0) + 40%
ACN - MRM 156>86 / Temperatura do forno: 30 °C / Fluxo: 0,3 mL/min.
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Figura 19 - Otimizac&o da fase movel — Fase mével:  30% HzCCOONH,s 1mmol/L (pH 10,0) + 70%
ACN - MRM 156>86 / Temperatura do forno: 30 °C / Fluxo: 0,3 mL/min.
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Figura 20 - Otimizac&o da fase movel — Fase mével:  20% HzCCOONH4 1mmol/L (pH 10,0) + 80%

ACN - MRM 156>86 / Temperatura do forno: 30 °C / Fluxo: 0,3 mL/min.
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Das resolucdes obtidas nas diferentes proporcdes da fase mével, o resultado

escolhido foi o considerado com resolucédo calculada acima de 1,8 (R21,8), sendo a
fase contendo 20% H3CCOONHs4 1mmol/L (pH 10,0) + 80% ACN (figura 20)
apresentando o melhor resultado.
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4.1.2. Otimizagao da Temperatura

Como ja descrito no item 3.2.2. 0 EDAC se trata de uma substancia termo
sensivel, e por esse motivo, para ndo haver riscos de uma possivel degradagéo, a

utilizacdo de temperaturas mais elevadas do que 30°C para as analises foi descartada.

4.1.3. Parametros do Espectrébmetro de Massas

O espectrometro de massas foi ajustado para que se pudesse observar a
melhor intensidade do sinal das transicdes m/z 156>86 em/z 156>58. Essas foram
escolhidas a partir da varredura de ions produto (Productlon Scan) a partir do ion
precursor m/z 156 (EDAC) onde o mesmo é selecionado no primeiro quadrupolo (Q1),
fragmentado na camara de coliséo (Q2), tendo o terceiro quadrupolo (Q3) funcionando
em modo varredura (Scan) para obtencéo do espectro de ions produto (figura 21). As
transicbes m/z 156>86 e m/z 156>58 foram escolhidas porque surgiram
respectivamente com maior intensidade. A figura 22 mostra o espectro de ions produto

para o ion m/z 156.

Figura 21 - Demonstracdo da varredura de ion Produt o (Productlon Scan) (BUSTILLOS, 2003).
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Figura 22 - Espectro de ion produto (

Escolha das Transicoes 156>86 - 156>58

Productlon Scan) do EDAC para o ion m/z 156
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A transicdo m/z 156>86 por possuir a maior intensidade (1.02E6) foi utilizada

como a transicdo para quantificacdo (figura 23), ja a transicdo m/z 156>58, que teve

a segunda maior intensidade (6.76e5), em relacdo a transicdo m/z 156>86, foi utilizada

para confirmacao (figura 24).
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Figura 23 - Cromatograma de ions extraidos - Transi ¢80 m/z 156>86 (intensidade 1.02E6)
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Figura 24 - Cromatograma de ions extraidos - Transicdo = m/z 156>58 (intensidade 6.76E5)
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4.1.4. Teste Miscibilidade

A miscibilidade do EDAC em agua ja € amplamente conhecida na literatura
técnica e também, como ja descrito no item 1.2.3, 0 mesmo sofre degrada¢do em meio

aguoso. Na tentativa de aumentar a estabilidade do EDAC durante o periodo de
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analise foi realizado o teste de miscibilidade do padrdo de EDAC e da amostra de
PSTT na fase movel escolhida para o trabalho, apenas para garantir que nao haja
precipitacdo da substancia no sistema cromatografico. O teste foi considerado muito
significante, ja que o padrdao de EDAC e a amostra de PSTT foram amplamente

soluveis na fase mével de trabalho.

4.1.5. Avaliagédo da estabilidade do EDAC

A avaliagdo da estabilidade do EDAC foi realizada ap0s80 inje¢des sucessivas.
Cada injecéo teve duracao de 2 minutos e intervalos, entre elas, de 1 min totalizando,
aproximadamente, um periodo de 4 horas de avaliacdo. O periodo utilizado foi
considerado como superior ao tempo necessario para realizar uma analise de rotina
e, por esse motivo, ndo se achou necessario ultrapassar esse tempo. A avaliacao foi
realizada com uma solucdo de EDAC em meio aquoso e com uma solucédo de EDAC
preparada com a fase movel de trabalho que continha 80% de ACN e 20% de tampéao

acetato de amonio 1 mmol/L com pH 10,00.

Devido a degradacdo acelerada do EDAC em meio aquoso, a primeira
avaliacao foi realizada neste meio para que se pudesse realizar a comparacdo. A
figura 25 consiste em um grafico de area versus tempo comprovando a instabilidade

e a degradacdo do EDAC em meio aquoso.



Figura 25 - Gréfico da estabilidade do EDAC em meio  aquoso a 25 °C.
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Através da figura 26, também é possivel verificar a queda da intensidade do

sinal do EDAC durante o periodo das 80 injecdes.
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Figura 26 - Demonstragdo da intensidade do sinal do EDAC em meio aquoso .
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A mesma avaliagdo foi realizada utilizando as mesmas condigbes
cromatograficas, sendo modificada apenas a preparacéo da solucdo de EDAC a 1,00
ng/mL, diluida com a fase movel de trabalho que possui 20% H3CCOONH4 1mmol/L
(pH 10,0) + 80% ACN.

A figura 27 é um gréfico de area versus tempo e demonstra a estabilidade do
EDAC nafase mével durante o periodo de avaliacdo. Na figura 28, pode ser observado

gue ndo houve queda significativa da intensidade do sinal do EDAC.
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Figura 27 - Gréfico da estabilidade do EDAC em fase ~ movel a 25 °C.
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Figura 28 - Demonstragdo da intensidade do sinal do EDAC em fas e movel .
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4.2. AVALIACAO DAS FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

4.2.1. Seletividade

A seletividade foi a primeira figura de mérito a ser avaliada na metodologia
proposta para a analise de EDAC. Foi realizada a injecdo de uma amostra de PSTT e
o cromatograma obtido pode ser observado na figura 29. Pode ser visualizado o pico

de interesse, bem como identificar o seu respectivo tempo de retengéo (1,19 min).

Figura 29 - Cromatograma de uma amostra de PSTT
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A literatura sugere diferentes maneiras para inferir a capacidade de
identificacdo e/ou determinacdo do analito de interesse, de forma inequivoca, na
amostra a ser analisada. Dentre estas, recomenda-se verificar se a matriz da amostra
contém componentes que possam interferir na separacao e/ou no tempo de retencéo

do analito (INMETRO 2011). Desta forma, foi preparada uma solu¢ao contendo PMT
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e PRRP na mesma proporc¢éo utilizada na producéo do PSTT (branco) buscando-se
avaliar, qualitativamente, se os constituintes utilizados na formulagéo interferiam ou

nao no desempenho da medicao, coeluindo com o sinal do pico de interesse (figura
30).
Figura 30 - Solu¢éo contendo PMT e PRRP (Branco)
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Como demonstrado na figura 30, a intensidade do sinal na injecdo da solucéo
branco foi de aproximadamente 390, tendo sido, frente ao sinal do EDAC, considerado
ruido da linha de base. A figura 31 mostra 0 comparativo entre a solugdo branco e a
solugéao branco contaminada com EDAC em que a intensidade do sinal do pico de

EDAC é de 2,36€5, sugerindo que ndo ha sinal de interferéncia significante da matriz
no sinal de EDAC.
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Figura 31 - Comparacao entre solucdo branco e solu¢  &o branco contaminada com EDAC
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Outra forma recomendada pelo INMETRO (2011) de se avaliar a seletividade do
meétodo ¢é a realizacdo de ensaios com padrdes ou materiais de referéncia. As analises
foram realizadas com o EDAC utilizado como padréao para a construcéo da curva de
calibracdo. Foi construida uma curva de calibragdo e uma curva de adicao padréo de
EDAC (figura 32) para verificar a possibilidade de interferéncia da matriz.
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Figura 32 - Curva de adicdo padrdo para avaliarai nterferéncia de matriz
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A figura 32 também sugere que nao houve interferéncia significativa da matriz
através do paralelismo entre as curvas, pois a razdo percentual entre os coeficientes
angulares calculada foi proxima de 1%. Quando ocorre o caso de interferéncia de
matriz na analise, as curvas se interceptardo e os coeficientes angulares das mesmas
apresentardo valores bem distintos, obtendo-se uma razao percentual elevada entre

eles.

Para confirmagéo da inexisténcia de interferéncia da matriz sobre o sinal do
EDAC, utilizando adicdo padréo, foram realizadas mais trés curvas de adicdo padrao
e trés curvas de calibracdo e extraiu-se os coeficientes angulares das mesmas para
execucdo de teste estatistico. A tabela 5 apresenta o resultado do teste-t realizado

nos coeficientes angulares das curvas de adi¢cao padrao e curvas de calibracéo.
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Tabela 5 - Teste-t entre os grupos de coeficientes  angulares das curvas de adi¢cdo padrdo e
curva de calibracéo para avaliar a interferéncia da matriz

Teste-t: duas amostras em par para médias

Curva Adicado Padrao Curva de Calibracao

Média 26,25 26,99
Variancia 0,4009 0,0373
Observacgdes 3 3
Correlacéo de Pearson 0,8689
Hipotese da diferenca de média 0
gl 2
Stat t -2,698
P(T<=t) uni-caudal 0,0572
t critico uni-caudal 2,920
P(T<=t) bi-caudal 0,1143
t critico bi-caudal 4,303

Desta forma, a avaliagdo dos resultados permitiu concluir que, dentro do nivel de
significancia de 95% adotado para o teste, ndo foi possivel observar diferenca
estatistica entre as medias obtidas, onde o valor de t calculado € menor que o valor
de t tabelado, aprovando a hipétese nula para os coeficientes angulares das curvas

de adig&o padrao e calibragéo.

Para melhor assegurar a inexisténcia de interferéncia de matriz, foram obtidos trés
espectros de massas (MS Scan), sendo eles: 0 espectro de massas da solucdo padréo
de EDAC a 4 pg/mL (figura 33), o espectro de massas da solucdo branco (PMT +
PRRP) (figura 34) e o espectro de massas da solugéo branco contaminada com EDAC

a 2ug/mL (figura 35).



Figura 33 - Espectro de massas da solucdo padrdo de  EDAC a 4 pg/mL
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Figura 34 - Espectro de massas da soluc¢éo branco (P

Branco (PMT+ PRP)
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Figura 35 - Espectro de massas da solucdo branco co  ntaminada com EDAC a 2 pg/mL
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Nos espectros de massas do padrédo de EDAC (figura 33) e no da solucdo branco
contaminada com EDAC (figura 35), foi identificado o ion m/z156 referente a molécula
protonada do EDAC em modo positivo. Ja no espectro de massas da solugao branco

ndo contaminada (figura 34) o ion m/z156 nao foi visualizado. Esse resultado esta em
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conformidade com os anteriores e permite sugerir que ndo ha uma interferéncia da

matriz considerada significativa.

4.2.2. Linearidade

Em primeiro lugar, a linearidade do método foi avaliada através dos valores do
coeficiente de correlacao (r) de cada uma das trés curvas de calibracédo, preparadas
independentemente, com trés replicatas de cada um dos sete niveis de concentracao
(figuras 36, 37 e 38).

Figura 36 - Curva de calibracdo obtida para avaliag 8o da linearidade do método — Curva A
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Figura 37 - Curva de calibracéo obtida para avaliag 8o da linearidade do método — Curva B
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Figura 38 - Curva de calibracéo obtida para avaliag 8o da linearidade do método — Curva C
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O guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos da Anvisa (BRASIL,
2003) determina que a curva de calibragéo apresente um coeficiente de correlacao,
cujo minimo aceitavel seja de 0,99. Segundo Cardoso e colaboradores (2010), o
coeficiente de determinacgédo (R?), obtido apds a regressédo pelo método dos minimos
quadrados, corresponde ao quadrado do coeficiente de correlagéo (r). Nas curvas de
calibragéo obtidas foram encontrados coeficientes de determinagao e de correlagéo

iguais a 0,999, o que atende ao critério estabelecido.

A linearidade do método, na faixa de concentracdo estudada, foi confirmada,
calculando-se os residuos dos ajustes da curva de calibracdo de acordo com as
premissas da tabela desenvolvida por Souza e Junqueira (2005). As meédias
correspondentes a cada nivel de concentracédo foram plotadas em uma mesma tabela.
Os valores dispersos (outliers) foram identificados pelo teste de residuos
padronizados Jacknife, onde foram confirmados e ndo houve a necessidade de retirar
nenhum valor. A premissa de que os residuos devem seguir a distribuicdo normal foi
confirmada pelo teste Ryan-Joiner, onde se obteve Req (0,99) >Rcrit (0,95). A
variabilidade dos residuos da regressdo ao longo dos niveis de concentracdo
estudados demonstrou homocedasticidade, a estatistica t de Levene ndo foi
significativa (p > 0,05), apresentando ticalculado (5,88X1071) inferior ao ttabelado (2,09). A
independéncia dos residuos da regressao foi evidenciada pelo teste de Durbin-
Watson, onde dcaiculado (2,40) > dU (limite superior 1,42). A analise de variancia
(ANOVA) permitiu concluir que houve significancia da regresséo, pela obtencéo de p
< 0,001 (1,58x 102%), e desvio da linearidade néo significativo, pela obtencédo de p >
0,05 (9,69 x 101). O método esta livre de tendéncia (valor p da intercepcéo > 0,05). O
resumo das premissas para a curva de calibragdo encontra-se em planilha adaptada
de Souza e Junqueira (2005) no Anexo.

4.2.3. Limites de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccéo e quantificacdo do método foram calculados a partir das
médias correspondentes a cada nivel de concentracdo das trés curvas de calibracéo.

Seus valores foram determinados através da planilha de avaliacdo de linearidade de



curva de calibragcéo elaborada por Souza e Junqueira (2005) (ANEXO). Os limites

verificados para o método foram, respectivamente, 29,0 pg/mL e 86,2 pg/mL.

4.2.4. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada através de um ensaio de recuperacao,
seguindo a orientacdo do INMETRO (2011). As amostras de vacina foram fortificadas
com quantidades conhecidas de material de referéncia de PRP, em quatro niveis de
concentracéo: 10, 20, 30 e 40 %. As recuperacOes, descritas na tabela 5, foram

calculadas de acordo com a seguinte equacao:

C; — C.
Recuperacao (%) = (IC—Z) x 100
3

Onde C1 corresponde a concentragcédo do analito na amostra fortificada, C2 € a
concentragdo do analito na amostra néo fortificada e C3 equivale a concentracdo do
analito adicionada & amostra fortificada.

Tabela 6 - Resultado do ensaio de recuperacédo reali zado na amostra de PSTT

Concentragao do padrao  Concentracao Concentragao Recuperacéo
adicionado (pg/mL) Tedrica (pg/mL) encontrada (pg/mL) (%)
100,00 398,19 400,87 102,67
200,00 498,19 500,44 101,12
300,00 598,19 596,11 99,30

400,00 698,19 695,17 99,25




73

A recuperacdo meédia obtida foi de 100,59%. Segundo BRITO et al (2003),
existem valores criticos aceitdveis para cada nivel de concentracdo do analito em
estudo e esses sdo estimados considerando-se que analises de elementos
majoritarios tendem a apresentar erros sistematicos relativos muito inferiores aqueles
obtidos para analitos em concentracées muito pequenas. Em funcédo da faixa de
concentracdo desse estudo que é de pg/mL o intervalo de recuperagdo aceito,
segundo BRITO et al (2003), € de 40 a 120%. Isso demonstra que o método

desenvolvido é apropriado para a determinacdo do EDAC em PSTT.

4.2.5. Robustez

Na inviabilidade de se avaliar a robustez do método analitico em outro
equipamento e/ou com colunas analiticas diferentes, durante seu desenvolvimento,
os fatores considerados potencialmente criticos foram: Temperatura de trabalho e pH
da fase mével. O intuito de verificar cada um destes fatores foi comprovar se pequenas

alteracdes no procedimento podem, ou ndo, afetar o desempenho do método.

Para a avaliacdo da robustez pela temperatura da coluna cromatografica foi
modificada a temperatura em dois estagios e depois os resultados obtidos foram
comparados com aquele submetido a condicdo de temperatura convencionada
inicialmente. As Tabelas 7 e 8 apresentam os resultados do teste-F seguido pelo
respectivo teste t nas amostras testadas nas temperaturas de 30 e 25°C e as tabelas
9 e 10apresentam os resultados do teste-F seguido pelo respectivo teste t nas
amostras testadas nas temperaturas de 30 e 35°C



Tabela 7 - Teste F para avaliagdo da robustez da va
25°C.

riacdo na temperatura da coluna - 30

Teste-F: duas amostras para variancias

Temp. 30°C Temp. 25°C

Média 593,62
Variancia 47,082
Observacoes 6
al 5
F 1,2064
P (F<=f) uni-caudal 0,42095
F critico uni-caudal 5,0503

682,08
39,027
6
5

Tabela 8 - Teste t para avaliacdo da robustez da va
25°C.

riacdo na temperatura da coluna - 30

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Temp. 25°C Temp. 30°C
Média 682,08 593,62
Variancia 39,027 47,082
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 43,055
Hipo6tese da diferenca de média 0
al 10
Stat t 23,350
P (T<=t) uni-caudal 2,3493E-10
t critico uni-caudal 1,8125
P(T<=t) bi-caudal 4,6986E-10
t critico bi-caudal 2,2281
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°C para

°C para

Desta forma, a avaliacdo dos resultados para essa mudanca de temperatura

de 30 para 25°C, permitiu concluir que, dentro do nivel e significancia de 95% adotado

para o teste, foi possivel observar diferenca estatistica entre as meédias obtidas na

amostra, onde o valor de t calculado esta acima do valor tabelado rejeitando-se assim

a hipoétese nula, para as duas diferentes temperaturas testadas.



Tabela 9 - Teste F para avaliagdo da robustez da va
35°C.

riacdo na temperatura da coluna - 30

Teste-F: duas amostras para variancias

Temp. 30°C Temp. 35°C
Média 593,62 467,60
Variancia 47,082 23,638
Observacoes 6 6
al 5 5
F 1,9918
P (F<=f) uni-caudal 0,23381
F critico uni-caudal 5,0503

Tabela 10 - Teste t para avaliacdo da robustez dav ariacdo na temperatura da coluna - 30

35°C.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Temp. 30°C Temp. 35°C
Média 593,62 467,60
Variancia 47,082 23,638
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 35,360
Hipotese da diferenca de média 0
al 10
Stat t 36,708
P (T<=t) uni-caudal 2,6778E-12
t critico uni-caudal 1,8125
P (T<=t) bi-caudal 5,3556E-12
t critico bi-caudal 2,2281
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A avaliacéo dos resultados para essa mudanca de temperatura de 30 para 35°C

permitiu concluir que, dentro do nivel e significancia de 95% adotado para o teste, foi

possivel observar diferenca estatistica entre as médias obtidas na amostra, onde o

valor de t calculado esta acima do valor tabelado rejeitando-se assim a hipétese nula,

para as duas diferentes temperaturas testadas.

Outra proposta de avaliagao testada considerou a modificagcdo do pH da fase

movel a fim de se observar sua influéncia nos resultados obtidos. Neste sentido,

modificou-se o pH em dois estagios diferentes, de 10,0 para 9,5 e de 10,0 para 10,5.
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Os resultados foram avaliados através do teste-F e do teste t, a exemplo do que vem
sido seguido até entdo. Os dados estatisticos da modificacdo do pH de 10,0 para 9,5
encontram-se nas tabelas 11 e 12 e os da modificacao de 10,0 para 10,5 nas tabelas
13 e 14.

Tabela 11 - Teste F para avaliagdo da robustez da variagdo dop H da fase movel - pH 10,0 para
9,5.

Teste-F: duas amostras para variancias

pH10.0 pH9.5
Média 593,62 690,88
Variancia 47,082 27,967
Observacoes 6 6
al 5 5
F 1,6835
P (F<=f) uni-caudal 0,29074
F critico uni-caudal 5,0503

Tabela 12 - Teste t para avaliacao da robustez da variagdo do p  H da fase mével - pH 10,0 para
9,5.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

pH9.5 pH10.0
Média 690,88 593,62
Variancia 27,967 47,082
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 37,525
Hipotese da diferenca de média 0
o] 10
Stat t 27,499
P (T<=t) uni-caudal 4,6848E-11
t critico uni-caudal 1,8125
P(T<=t) bi-caudal 9,3697E-11
t critico bi-caudal 2,2281

Como foi possivel observar nos dados acima, o valor de t calculado esta acima
do valor tabelado, desta forma, rejeita-se a hipotese nula, e € possivel concluir que ha
diferenca estatistica entre as meédias obtidas quando se modifica o valor do pH de 10,0

para 9,5.
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Tabela 13 - Teste F para avaliagdo da robustez dav ariagdo do pH da fase movel - pH 10,0 para
10,5.

Teste-F: duas amostras para variancias

pH10.5 pH10.0
Média 593,17 593,62
Variancia 143,43 47,082
Observacoes 6 6
gl 5 5
F 3,0464
P (F<=f) uni-caudal 0,12344
F critico uni-caudal 5,0503

Tabela 14 - Teste t para avaliacao da robustez dav ariacao do pH da fase mével - pH 10,0 para
10,5.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

pH10.0 pH10.5
Média 593,62 593,17
Variancia 47,082 143,43
Observacoes 6 6
Variancia agrupada 95,257
Hipotese da diferenca de média 0
gl 10
Stat t 0,08045
P (T<=t) uni-caudal 0,46873
t critico uni-caudal 1,8125
P (T<=t) bi-caudal 0,93747
t critico bi-caudal 2,2281

Como foi possivel observar nos dados das tabelas 13 e 14, o valor de t
calculado esta abaixo do valor tabelado, desta forma, a hipotese nula é aprovada e,
dentro do nivel de significAncia de 95% adotado para o teste, ndo foi possivel observar
diferenca estatistica entre as medias obtidas quando se modifica o valor do pH de 10,0

para 10,5.
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5. CONCLUSOES

A metodologia praticada pelo LAFIQ de Bio-Manguinhos € a técnica de ensaio
limite que n&o possibilita a quantificacdo do EDAC no PSTT, sem contar com o maior
tempo de analise havendo risco da degradacdo do padrédo, jA que o mesmo é
preparado em agua, e a maior geracao de residuos devido ao maior fluxo de fase

movel utilizado (1 mL/min).

A metodologia desenvolvida nesse estudo se mostrou adequada para
determinacdo de EDAC nas amostras de PSTT, além de atender as necessidades do
laboratério de reducédo de tempo de andlise, de consumo de solventes e de geracao

de residuos.

A nova metodologia possibilitou uma redugédo no tempo de andlise em relacao
a anterior. O fluxo de fase movel foi reduzido 66,6% (0,3 mL/min) gerando assim uma
menor quantidade de residuos. O estudo de estabilidade do EDAC permitiu um prazo
maior de manipulacdo da solucéo padrdo e a técnica de espectrometria de massas

possibilitou a quantificacdo de EDAC no PSTT.

Os parametros de adequacao do sistema da nova metodologia ficaram em
conformidade com o que é preconizado nos compéndios oficiais. O método
demonstrou seletividade apreciavel, bem como apresentou linearidade ao longo do
intervalo de trabalho estudado. A média dos coeficientes de correlacdo esteve de
acordo com o critério de aceitacao estabelecido pela ANVISA (BRASIL, 2003) e pelo
INMETRO (2010). A estatistica t de Levene néo foi significativa. A independéncia dos
residuos da regresséo foi evidenciada pelo teste de Durbin-Watson. A significancia da

regressao foi alta com desvio da linearidade néo significativo.

A recuperacdo média obtida demonstrou que o método apresenta exatidao
adequada. Em relacdo a robustez foi constatada a susceptibilidade do método a
variacOes de temperatura e na alteracdo do pH da fase movel para 9,5. Na alteracéo
do pH da fase movel para 10,5 ndo foi possivel observar diferenca estatistica

significativa.
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A analise das figuras analiticas de mérito do método produziu dados adequados
para garantir a confiabilidade dos resultados analiticos obtidos e para também garantir
uma futura validacdo do método e posteriormente o emprego da metodologia proposta
no controle de qualidade do PSTT, realizado pelo Laboratorio Fisico-Quimico (LAFIQ),
pertencente ao Departamento de Controle de Qualidade (DEQUA), localizado no
Complexo Tecnoldgico de Vacinas (CTV) do Instituto de Tecnologia em

Imunobiologicos (Bio-Manguinhos) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).
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Tabela 15 - Tabela da avaliacdo de linearidade de c

2005 com adaptacbes)
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urva de calibragdo (SOUZA E JUNQUEIRA,

Ministério da Saude

[

FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude INCQs
| AVALIACAO DE LINEARIDADE DE CURVA ANALITICA I
Dados da Curva Analitica
Analise: Determinacdo de EDAC
Data de Confecgéo da Curva: 09/04/2015 Curva N°: 1
Replicatas por Nivel (k): 3 N° de Niweis (n): 7
Equipamento: UPLC-MS/MS Acquity Wz Responsawel: Leonardo
Tabela de dados originais
Nivel _ Conc. Resposta Avaliacao de Valores Extremos
(K) ! pc/mL Area (Teste de Jack-Knife para avaliacdo de valores extremos)
i g; gggggg gggi Os dados da tabela marcados em vermelho foram avaliados e retirados do
= conjunto de dados por se tratarem de valores extremos (outliers). Estes
O3 SOOI600 5666 dados n&o serdo considerados na avaliag&o das premissas.
2 04 400,000 5163
05 400,000 4945
06 400,000 5101 Curva Analitica Final
3 07 500,000 6610 16000
08 500,000 6267 14000
09 500,000 6583 12000
4 10 600,000 7389 - 130033
11 600,000 7768 g 6000
12 600,000 7845 4000
5 13 700,000 8859 2000 I Intervalo de Confianga
14 700,000 8788 0o
15 700,000 9157 0 200 400 600 800 1000 1200
6 16 800,000 10525 Concentragéo (pc/mL)
17 800,000 10434
7 12 gggggg ;:?;gg Grafico de Residuos
20 900,000 11667 400
21 900,000 11758 200 - 8 6 8 o o
0 Q 8
Normalidade dos Residuos 200 4 6 © o ©
(Teste de Ryan-Joiner) 8
| _Regq [ 099 400 0 200 400 600 800 1000
| Rerit (a. = 0,05) | 0,95 Concentragao (pc/mL)
Autocorrelagao dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson) Estatisticas da Regressao Linear (Modelo: Y = a + bX)
d (calculado) 2,40 Coeficiente Angular (b):| 1,35E+01 Coeficiente Linear (a): -3,63E+02
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,22 r 0,9985 R2 0,9971
dU (Limite Superior) o = 0,05 1,42 N 21 Graus de Liberdade 19
Homogeneidade da Variancia dos Residuos Limites de Detecgao e Quantifi ao (LD e LQ)
(Teste de Brown-Forsythe) [ Limite de Detecg@o | 2,90E+01 [ Limite de Quantificagéo | 8,62E+01 |
Varidncia Combinada 2,47TE+04
t_ calculado 5,88E-01 ANOVA da Regressiao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)
tiabelado (o = 0,05) 2,09E+00 fonte G.L. sSQ mMQ F P
P 5,64E-01 regressdo 1 1,52E+08 1,52E+08 6,46E+03 1,58E-25
residuos 19 4 47E+05 | 2 35E+04
Resumo da Avaliagao Ajuste 5 1,33E+05 | 2,67E+04 1,19E+00 3,63E-01
Homogeneidade de varidncia ermro puro 14 3,14E+05 | 2 24E+04
Ha Homocedasticidade p > 0,05 total 20 1,52E+08
Regresséo e Teste de Desvio de Linearidade
A regressao é significativa p < 0,001 Observagoes
Né&o ha desvio de Linearidade p > 0,05
Autocorrelagdo dos Residuos (o = 0,05)
N&o ha autocorrelagéo d>=>dUu
Teste de Normalidade (o = 0,05)
Segue a Normal Req > Rcrit
Responsawel: Data: _ /__/__ Verificado por: Data: /1
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