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RESUMO

PINTO, C.F.F. Desenvolvimento e otimizacio de sistemas conservantes empregando
os conceitos de Qualidade por Design (QbD) e Tecnologia Analitica de Processos
(PAT). 2019. 87p. Dissertagdo para obtencao do Titulo de Mestre — Departamento de
Farmacia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2019.

Recentemente, produtos farmacéuticos e cosméticos com concentragdes minimas de
parabenos e outros conservantes ganharam e apelo comercial e de seguranca, devido a
controvérsia sobre a seguranca dos conservantes. No entanto, o uso de conservantes ¢
essencial para garantir a conservacao microbiana de produtos cosméticos e farmacéuticos
durante o seu uso. Neste trabalho, desenvolveu-se um método quimiométrico de
espectroscopia no infravermelho com Fourier transform near-infrared (FTIR) para
prever a eficacia de sistemas conservantes em produtos farmacéuticos e cosméticos
topicos usando os conceitos de Quality by design (QbD) e Process Analytical Technology
(PAT). A abordagem de QbD foi usada para determinar a eficicia antimicrobiana frente
aos microrganismos: Candida albicans (ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC 8739) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), em funcdes das concentragdes de parabenos, e
determinar a regido de Design Space, empregando o delineamento de compostio central
(CCD) Todas as 15 formulagdes preparadas foram analisadas utilizando um
espectrofotometro (FTIR) equipado com aparato de Attenuated Total Reflectance (ATR).
Os modelos de regressao por Partial Least Squares (PLS) para predi¢ao dos “slopes” das
curvas de morte microbiana em fungao dos espectros ATR/FTIR foram bem ajustados,
com R? e R2-predi¢do de 0,9937 e 0,8921, 0,9947 e 0,8783, ¢ 0,9957 e 0,9222 para
Candida albicans (ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC 8739) e Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), respectivamente. O método FTIR proposto aplicado em uma
abordagem de PAT foi capaz de prever a eficacia do sistema conservante em tempo
reduzido. Este método de predig¢ao de silicio permitird um controle lote-a-lote da eficacia

do sistema conservante de produtos farmacéuticos e cosméticos.

Palavras-chaves: Sistema Conservante, Qualidade por Design, tecnologia Analitica de
Processos
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ABSTRACT

PINTO, C.F.F. Development and optimization of preservative systems using Quality
by Design (QbD) and Process Analytical Technology (PAT) concepts. 2019. 87p.
Dissertation for Master degree — Department of Pharmacy, School of Pharmaceutical
Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Recently, pharmaceuticals and cosmetics with minimal concentrations of parabens and
other preservatives have gained and commercial and safety appeal due to controversy
over the safety of preservatives. However, the use of preservatives is essential to ensure
the microbial conservation of cosmetic and pharmaceutical products during use. In this
work, a chemometric method of infrared spectroscopy with Fourier transform (FTIR) was
developed to predict the effectiveness of preservative systems in pharmaceutical products
and topical cosmetics using the concepts of Quality by design (QbD) and Process
Analytical Technology (PAT). The QbD approach was used to determine antimicrobial
efficacy against candida albicans (ATCC 10231), Escherichia coli (ATCC 8739) and
Staphylococcus aureus (ATCC) microorganisms 6538), in functions of paraben
concentrations, and determine the Design Space region, employing the design of central
composite (CCD). All 15 prepared formulations were analyzed using a spectrophotometer
(FTIR) equipped with Attenuated Total Reflectance (ATR). The Partial Least Squares
(PLS) regression models for the prediction of the slopes of microbial death curves as a
function of ATR /FTIR spectra were well adjusted, with R? and R?-prediction 0.9937 and
0.8921, 0.9947 and 0.8783, and 0.9957 and 0.9222 for Candida albicans (ATCC 10231),
Escherichia coli (ATCC 8739) and Staphylococcus aureus (ATCC 6538)respectively.
The proposed FTIR method applied in a PAT approach was able to predict the
effectiveness of the preservative system in reduced time. This method in silico prediction
will allow a batch-to-lot control of the effectiveness of the preservative system of

pharmaceuticals and cosmetics.

Keywords: Preservative system, Quality by Design, Process Analytical Technology
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1. INTRODUCAO

A industria farmacéutica utiliza um conjunto de normas que ajuda a manter um
Sistema de Garantia da Qualidade que cumpra com as exigéncias regulamentares visando
a obtencdo de um produto dentro do trindmio qualidade, eficacia e seguranca (BRASIL,
2010).

Entende-se como qualidade todas as caracteristicas de um produto que lhe confere
a capacidade de satisfazer as necessidades sejam explicitas ou implicitas (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2008). O termo “boa qualidade” tem como
objetivo principal expressar a exceléncia de um produto que cumpre as especificagdes
quantitativas e qualitativas determinadas pelos 6rgios reguladores (SIMOES, 2008).

As Boas Praticas de Fabricacdo s@o elaboradas pelas agéncias regulatorias, sendo
que no Brasil, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem por objetivo assegurar
que os produtos sao produzidos e controlados, com padrdes de qualidade apropriados para
o uso pretendido e requerido pelo registro. Com isso, 0 seu cumprimento diminuira os
riscos ligados a produgdo farmacéutica, dos quais muitas vezes nao podem ser detectados
através de ensaios realizados em produto acabado ou nao sdo perceptiveis por seus
consumidores. As Boas Praticas de Fabricagao tem por objetivo assegurar que a industria
execute suas acoes em conformidade com as expectativas dos orgaos reguladores,
garantindo assim, o controle total da qualidade de produtos, sejam eles farmacéuticos,
correlatos ou cosméticos, de modo a projetar (design), produzir, manter e assegurar as
caracteristicas especificadas do produto durante a sua distribuicdo e comercializagao

(PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).



Para se ter um consenso quanto as especificagdes técnicas e as Boas Praticas de
Fabricagdo, e assim conduzir a qualidade do produto, normas compendiais, como por
exemplo a Brasileira sdo, em grande parte, harmonizadas, fazendo assim com que ocorra
a simplificagdo de programas de integracdo (PORTARIA n°® 782/2008). Entre as normas
aceitas internacionalmente podemos citar as Boas Praticas de Fabricagao (BPF),
publicadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e as Good Manufacturing
Practices (GMP), publicada pela Food and Drug Administration (FDA), agéncia
reguladora de medicamentos e alimentos dos Estados Unidos (OMS 2003, FDA 2019).

A Conferéncia Internacional de Harmonzacao (ICH — International Conference
on Harmonization) teve inicio em 1996, com o intuito de tornar o desenvolvimento de
um produto farmacéutico, bem como os processos de registro, mais eficientes e com
melhor custo-beneficio. A ICH, juntamente com os Estados Unidos, Europa e Japao
discutiram e preparam 3 diretrizes: ICH Q8, ICH Q9, e ICH Q10. Tais diretrizes tem
como objetivo unificar procedimentos quanto ao desenvolvimento farmacéutico, gestao
de risco para a qualidade e sistema da qualidade farmacéutico (ICH Q8, 2009; ICH Q9,
2005; ICH Q10, 2008).

As diretrizes ajudam minimizar os riscos derivados de mudancas durante todo o
processo incluindo as etapas de desenvolvimento, fazendo assim a integragdao no Sistema
de Gestao da Qualidade, com foco na melhoria continua durante todo o ciclo de vida do
produto, através de agcdes como avaliagdo, controle, comunicacao e revisao do risco (ICH
Q8, 2009; ICH Q9, 2005; ICH Q10, 2008).

No Brasil, o conceito de sistema de gestao da qualidade durante toda a etapa de
desenvolvimento teve inicio através da agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria

(ANVISA), apds a vigéncia da Resolugdo RDC n° 60 de 10 de outubro de 2014, que



dispdem aos fabricantes de medicamentos os requisitos para a implementacdo de
conceitos como gerenciamento de risco € monitoramento periddico de desempenho do
produto durante todo seu ciclo de vida util. Ja na inddstria cosmética hd uma busca pela
qualidade, garantindo assim a produ¢do de cosméticos seguros, eficazes e benéficos, de
modo que a qualidade do produto seja contemplada ao longo de toda a cadeia produtiva
através de ensaios do controle qualidade que garantam a satisfacdo do consumidor ao
adquirir os produtos da area da beleza (PINTO, ALPIOVEZZA, RIGHETTI, 2012).

A Food and Drug Administration (FDA) tem incentivado o emprego de
ferramentas inovadoras baseadas na constru¢do da qualidade ao longo do
desenvolvimento e otimizagdo de produtos, denominada qualidade por Design (Quality
by Design - QbD). Desde a introdug¢do dos conceitos de QbD, tem sido aceito que a
qualidade dos produtos farmacéuticos e cosméticos devem ser projetados e construidos
durante o processo de fabrica¢dao. De acordo com Yuran (Yu ET AL., 2014) grande parte
dos problemas de qualidade estdo relacionados a maneira como o produto foi projetado.
Um produto de baixa qualidade ndo mostrard seguranga e eficacia, independente de
quantos testes ou analises forem realizados para verificar sua qualidade. Assim o QbD
comega com o reconhecimento de que a qualidade ndo sera garantida com o aumento de
numero de analises para liberagdao do produto, mas sim, a qualidade deve ser incorporada
ao produto desde o seu processo de fabricagdo (Yu ET AL., 2014).

O emprego de ferramentas estatisticas, tais como planejamento de experimentos
(DoE — Design of Experiments) ¢ metodologia de superficie resposta (RSM — Response
Surface Methodology), ¢ fundamental para a determinacao do design space. Neste novo
conceito, qualidade ¢ construida por meio do conhecimento do produto e do controle dos

parametros criticos do processo (PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).



A ICH QS8 define design space como uma combina¢do multidimensional das
condicdes relativas aos atributos de qualidade e propor¢des de excipientes e substancias
ativas, assim como os niveis adequados para cada parametro critico do processo, que
garantam a qualidade final do produto (ICH Q8, 2009).

Adicionalmente, a tecnologia analitica de processos (PAT — Process Analytical
Technology) tem papel importante no contexto do QbD, uma vez que permite controlar
as condi¢des que garantam a qualidade final do produto ao longo do processo produtivo.
O PAT pode ser aplicado no processo produtivo de maneira in-line, on-line ou at-line,
possibilitando resultados em tempo real e, eventualmente, dispensando as andlises finais
para verificagdo de atendimento as especificagdes (PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).

As ferramentas estatisticas multivariadas, tais como analise de componentes
principais (PCA — Principal Component Analysis) e regressdo parcial por minimos
quadrados (PLS — PartialLeast Square Regression), sao amplamente utilizadas em
quimiometria, por permitirem a avaliagdo de misturas complexas analisadas por técnicas
espectrométricas (UV/Vis, IV, de massas, de ressonancia magnética nuclear, dentre
outras) (PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).

Apesar das vantagens associadas ao emprego do QbD e do PAT no
desenvolvimento de novos produtos, encontramos na literatura poucos estudos relatando
sua aplicacao na industria farmacéutica e, particularmente, na industria de cosméticos.
Desta forma, o objetivo deste trabalho ¢ aplicar os conceitos do QbD e do PAT no

desenvolvimento de sistema conservante para formulagdes topicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Qualidade por Design (QbD)

O objetivo do Qualidade por Design (QbD) € a concepcdo de um processo que
tenha a capacidade de produzir de forma robusta e segura lotes conformes, sem rejei¢ao
ao longo do ciclo de vida do processo e/ou produto. O QbD tem seu embasamento na
analise de risco do desenvolvimento farmacéutico, de forma estabelecer um planejamento
bem definido de desenvolver formulagdes e processos de manufatura que garantam a
qualidade do produto através da identificacao dos pontos criticos (SANGSHETTI, 2014;
SALEME, JULIO, & HUERTAS, 2013).

Os conceitos de QbD no ambito farmacéutico foram utilizados para melhorar a
fabricacdo de produtos farmacéuticos em termos de abordagem Six-Sigma, que ¢ um
sistema de praticas para alcangar a melhoria do processo, o que leva a uma chance
significativamente reduzida de produzir lotes fora de especificagdo. Estes conceitos foram
definidos primeiramente por Joseph M. Juran, que acreditava que a qualidade deveria ser
projetada para um determinado produto e que a maioria das falhas e problemas de
qualidade estava relacionada com o desenvolvimento desse produto. A partir de entdo a
qualidade por teste (Quality by Test — QbT) passou a dar espaco a qualidade por design
(Quality by Design — QbD). Juran cita que a idéia de que os problemas referentes a
qualidade de um produto estdo estritamente relacionados ao modo como ele foi
desenvolvido e, portanto a qualidade deve ser controlada a cada etapa do processo, para
minimizar as falhas e maximizar a probabilidade do produto alcancar os atributos de

qualidade dentro das especificacdes (BEZERRA, RODRGUES, 2017).



O numero significativo de resultados fora de especificagdo indica um problema
para a industria farmacéutica (PERAMAN, BHADRAYA, REDDY, 2015). No entanto,
muitas vezes os problemas em alcancar o desempenho Six-Sigma ndo ¢ em func¢do de
problemas oriundos do processo de fabricacdo, mas sim devido a métodos analiticos com
baixa de robustez e confiabilidade. Véarios autores descrevem a aplica¢do do conceito de
QbD no desenvolvimento de métodos analiticos, conceito denominado Qualidade por
Design Analitico (AQbD) (PERAMAN, BHADRAYA, REDDY, 2015; BHUTANI ET
AL., 2014).

Ao longo dos estudos e do conhecimento adquirido durante o desenvolvimento
farmacéutico, informacdes sdo coletadas para a compreensdo cientifica e criagdo do
Design Space (espaco de concepgdo), para a defini¢do de especifica¢des e controles do
produto, facilitando a andlise de causa-raiz na gestdo dos riscos de qualidade. Os seus
principios tém sido usados para avancar a qualidade durante o processo produtivo, bem
como no produto (PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).

As etapas da QbD sao:

e Definir o perfil de qualidade alvo do produto;

e Identificar os Atributos Criticos da Qualidade (CQAs), Atributos criticos de
Materiais (CMASs) e os Parametros Criticos do Processo (CPPs);

e Planegjar e desenvolver o produto e o processo de manufatura;

e Controlar o processo de produgdo para atingir a qualidade definida de modo

consistente.
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O QbD tem como objetivo relacionar os diferentes Atributos Criticos da
Qualidade (CQAs) com os Atributos Criticos de Materiais (CMAs) e os Parametros
Criticos de Processo (CPPs), justificando de forma racional, através de comprovacdes
cientificas, os critérios de aceitagdo propostos para a aprovacao e liberagdo do produto
final, evitando o aumento de custos sem comprometer a conformidade do produto. As
variagdes que podem ocorrer durante o processo produtivo, sejam através de matérias-
primas, operadores, instalacdes e equipamentos podem interferir na qualidade do produto
e muitas vezes seus efeitos sobre a qualidade final do produto sdo incompreensiveis.
(PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).

Compreender o processo € a chave para definir o Design Space. O ICH Q8 define
0 Design Space como uma combina¢do multidimensional estabelecida dos atributos
materiais e/ou parametros do processo, assim como suas interagdes, que garantem a
qualidade final do produto. Quando o Design Space estd bem definido, o controle do
processo produtivo € facil e a resolugdao de problemas pode ser antecipada. Uma vez
estabelecidos os critérios de aceitacado do CQAs, o Design Space pode ser utilizado para
definir os critérios de aceitagdo da variabilidade dos CMAs e CPPs (RATHORE &
WINKLE, 2009).

Tradicionalmente, o desenvolvimento e otimizacao de produtos farmacéuticos e
métodos analiticos sdo realizados analisando apenas um fator por vez (abordagem OFAT
— One-Factor-At-Time). Um dos fatores ¢ alterado dentro de um intervalo apropriado (ou
niveis), enquanto os outros fatores sao mantidos constantes. Além de exigir muitos
experimentos, a abordagem OFAT nao permite avaliar a existéncia de interacao entre os
fatores, o que pode levar a uma condugao inadequada do desenvolvimento e otimizagao

(BEZERRA ET AL., 2008; CANDIOTI ET AL., 2014; POLITIS ET AL., 2017).
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O conceito de QbD iniciou-se devido a quatro fatores importantes (APONTES;
DIAS HUERTA, 2015):

e Disponibilidade de guias que orientavam o desenvolvimento de produtos e a
aplicagdo do conceito de criticidade para classificar as variagdes do processo;

e A evolugdao do conceito de vigilancia de 6rgaos sanitarios, tornando a propria
industria farmacéutica um 6rgao regulador interno;

e Utilizacdo de ferramentas estatisticas e de tecnologia informatizada, permitindo
analises robustas de dados empiricos;

e Aceitagdo dos orgdos regulatorios sobre a tomada de decisdo com base no risco,
tornando possivel o controle do processo sem depender das varidveis possiveis no inicio
da fabricacao.

Durante o QbD a ferramenta estatistica por Design of Experiments (DoE) ¢
amplamente utilizado para identificar quais os fatores de entrada (CMAs e CPPs) sdo
mais relevantes e como estes fatores de entrada afetam as respostas de interesse (CQAs),
auxiliando na concep¢do do produto e seu processo produtivo (SHIVHARE &
McCREATH, 2010).

A qualidade do produto através da ferramenta de QbD ¢ alcancada ao
correlacionar a qualidade do produto ao desempenho esperado, desenhar uma formulagao
e processo produtivo robusto capaz de gerar lotes com a qualidade esperada. O QbD tem
como objetivos (YU ET AL., 2014, GAFANIZ, 2011):

e Alcangar as especificacdes de qualidade com base em seu desempenho;

e Aumentar a capacidade do processo e reduzir a variabilidade e falhas/defeitos,

reforcando a concep¢do do produto e seu processo, bem como o seu controle. Sendo
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assim, ¢ possivel evitar a rejei¢do de lotes e recolhimento dos produtos que se encontram
no mercado;

e Aumentar a eficiéncia do desenvolvimento e fabricagdo melhorando a capacidade
e velocidade do processo produtivo;

e  Melhorar a anélise de causa-raiz e gestdo de aprovacao regulatoria;

e Melhorar a rentabilidade e lucratividade da companhia, tornando-a adaptavel a
mudangas e aumentando sua competitividade no mercado.

Sendo assim, a utilizagdo da QbD abriu novas portas para medi¢ao de parametros
criticos de processo em tempo real, como por exemplo através da tecnologia analitica em
processo (Process Analytical Technology - PAT). Esta visdao proporcionou novas
perspectivas na implantagao de tecnologias inovadoras de controle em processo, bem
como qualidade de matérias-primas, substancias ativas, produtos intermediarios e do

produto acabado (CURTIVO, 2011).
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2.1.1. Quality Target Product Profile (QTPP)

Quality target product profile (QTPP) ¢ um resumo das caracteristicas de
qualidade do produto deve ser alcancado para garantir a eficicia e seguranca
(SANGSHETTI ET AL., 2017; YU ET AL., 2014). Essas caracteristicas identificam
quais os Atributos Criticos de Qualidade (CQAs) que devem ser atendidos para que se
possa atingir a qualidade, eficacia e seguranca desejada do produto (ICH QS, 2009).

Apesar do QTPP ser semelhante aas especificagcdes do produto no modelo
tradicional, no contexto de QbD esses atributos adquirem um novo significado e func¢ao
(BEZERRA, RODRIGUES, 2017).

Abaixo estdo descritos alguns CQAs correlacionados a produtos farmacéuticos
e/ou cosméticos (YU ET AL, 2014; ICH Q8, 2009):

e Finalidade do produto;

e Via de utilizagao;

e Forma fisica do produto;

e  (Claim ou apelo de utilizacao;

e Material de embalagem;

e Necessidades para atingir o efeito clinico desejado;

e  Critérios de qualidade do produto (microbiologia, aspecto, estabilidade em uso).

O QTPP trata das caracteristicas qualitativas e quantitativas que suportem o
desempenho do produto ao ser utilizado, ou seja, ¢ uma predefinicdo dos Atributos
Criticos de Qualidade do produto que sdo necessarias para garantir a seguranga, eficacia
até o consumidor final (LIONGERGER ET AL., 2008). Um QTPP bem definido evita

desperdicio de tempo e de recursos (YU ET AL., 2014).

14



2.1.2. Atributo Criticos de Qualidade (Critical Quality Atributes — CQAs),
Parametros Criticos de Processo (Critical Process Parameters — CPPs),

Atributos Criticos de Materiais (Critical Material Atributes — CMAs)

Os Atributos Criticos de Qualidade (CQAs) sdo propriedades ou caracteristicas
biologicas, microbiolodgicas, fisicas ou quimicas do produto que apresentam impacto
direto no QTPP e devem abranger um limite apropriado, distribuicdo ou intervalo que
garanta a qualidade desejada para o produto. Os Atributos Criticos de Materiais (CMAs)
sdo as caracteristicas qualitativas e/ou quantitativas dos ativos e excipientes capazes de
interferir nos CQAs desejados para se atingir o QTPP. Por outro lado, os Parametros
Criticos de Processo (CPPs), sdo parametros de cada operacdo unitaria que podem trazer
impacto direto nos CQAs. E preciso avaliar quais os CMAs dos ativos e excipientes quem
tenham efeito no CQA, para que eles sejam monitorados durante o desenvolvimento do
produto e seu ciclo de vida. O mesmo raciocinio deve ser aplicado aos CPPs, de forma a
garantir que o processo produtivo opere em condi¢des controladas e que garantam o
atendimento aos requisitos da qualidade (YU ET AL, 2014; ICH Q8, 2009;
LIONGERGER, 2007). A Figura 01 (adaptada de YU ET AL, 2014) ilustra como os

CMAs e CPPs correlacionam-se com os CQAs e, consequentemente com o QTPP.

15



Atributos de Matéria-Prima Parametros de Processo

Andlise de Risco
Conhecimenta/Experiéncia Adquirida
Teorias
DoE

Atributos Criticos de Materia-Prima Atributos Criticos de Parametros de Processo
CMA CPP

Atributos Criticos do
Produto
CQA

Parametros
Fisico-quimicos
Wicrobiddgicos

QTPP

Seguranca
Eficacia

Figura 1. Ilustracao da aplicacao de Qualidade por Design (QbD) no desenvolvimento de produto e processo (Adaptado YU ET AL, 2014)
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2.2. Design of Experiments (DoE)

O DoE ¢ uma técnica utilizada para se planejar experimentos, ou seja, DoE define
quais os dados serdo coletados, bem como o numero de experimentos e as condi¢des em
que os mesmos serdo realizados, com a finalidade de obter maior precisdo estatistica,
menor custo, resultados mais confidveis, além economia de dinheiro e tempo (PERES ET
AL, 2017).

Sua aplicagdo durante o desenvolvimento farmacéutico ¢ de suma importancia
para que uma maior qualidade dos resultados dos testes possa levar a um projeto com
desempenho superior, seja em termos de suas caracteristicas funcionais como também
quanto a sua robustez. Em estatistica, o DoE abrange toda area de estudos que desenvolve
técnicas de planejamento e analise de experimentos. E uma metodologia estruturada para
determinar a relacdo entre os fatores de entrada (xi — varidveis independentes:
concentracdo de conservantes) as quais afetam uma ou mais respostas (yi — variaveis
dependentes: microrganismos), por meio de modelo matematico do tipo y = f(xi)
(FUKUDA ET AL, 2018).

O planejamento de experimentos (DoE) pode fornecer melhores resultados com
um pequeno numero de experimentos, através de um conjunto de ferramentas estatisticas
que inclui planejamentos de triagem e planejamentos de otimizacao. Os beneficios da
utiliza¢ao de um planejamento experimental ¢ a possibilidade de trabalhar com varidveis
independentes (fatores de entrada) e observar como estas afetam a varidvel dependente
(resposta de interesse), sendo possivel determinar a relacdo de causa efeito, e controlar as
variaveis com maior eficiéncia, quando comparado a um experimento tradicional. Através

de planejamento de experimentos obtém-se um espaco de concepgao (Design Space)
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seguro para que os CQAs do produto sejam atendidos (BEZERRA ET AL., 2008;
CANDIOTI ET AL., 2014; POLITIS ET AL., 2017).

Deve-se considerar alguns aspectos para selecionar o melhor planejamento
experimental: nimero de fatores de entrada e interagdes, validacao estatistica e de eficacia
de cada planejamento, que podem ser subdivididos em duas categorias: planejamentos de

triagem e planejamentos de otimizagao, conforme Tabela 1 (FUKUDA ET AL, 2018).

Tabela 1. Resumo das caracteristicas dos delineamentos de triagem e otimizagao, considerando
o nimero de experimentos necessarios, o nimero de niveis de fatores de entrada e os niimeros

de fatores a serem estudados.

) Delineamento ) ) »
Aplicagdo ) Experimentos ~ Niveis Fatores Utilizacéo
experimental

Triagem Plackett-Burman N 2 <N-1 Estimar efeitos principais
Fatorial 2K PRes 2 k>4 Estimar efeitos principais e
fracionado interacoes
Fatorial com 2 2k 2 2<k<5 Estimar efeitos principais e
niveis interagdes com construgdo de

superficie resposta

Otimizacdo  Box-Behnken 2k(k-1)+C 3 3<k<5 Construggo de superficie resposta
(BBD) com termos quadraticos
Composito central 2542k+C 5 2k<5 Construgdo de superficie resposta
(CCD) com termos quadraticos

Onde k refere-se ao niimero de fatores, p refere-se ao numero de geradores escolhidos para

fracionar o delineamento e C refere-se ao numero de pontos centrais.
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2.2.1. Central Composite Design — CCD

O delineamento de composito central ¢ constituido por um planejamento fatorial

completo de 2¥, com adi¢do de pontos centrais e pontos axiais, Figura 02 ( Fonte: o autor).

@ Fatoriais
A
Axiais
O Centrais
) o @)
Z
o

> X

Figura 2. Exemplificagdo grafica de pontos Fatoriais, Axiais e Centrais

Os pontos axiais sdo pontos nos quais todos os pardmetros exceto um sao
ajustados na média (nivel “0”). O valor dos demais parametros ¢ dado em termo de
distancia entre o ponto central e cada amostra fatorial completo normalizada a 1. A
distancia entre os pontos axiais e o ponto central pode ser escolhida de diferentes formas

(CAVAZZUTI, 2013):
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e Quando ajustado em 1, chamado de compdsito central circunscrito ou CCC;
e Quando ajustado a m chamado de compdsito central faceado ou CCF;

e Se uma amostra como o CCC ¢ desejada, e os limites dos niveis nao podem ser
violados, o desenho CCC pode ser rebaixado de forma que todas as amostras tenham a

distancia do ponto central igual ao composito central circunscrito inscrito ou CCI;

e Se a distancia ¢ ajustada para qualquer valor independente se < % (CCD), <1

(pontos axiais dentro da hiperesfera), ou >1 (pontos axiais fora da hiperesfera), chama-se
de composito central escalado ou CCS (central aglomerade scaled).

Para k parametros, 2k pontos axiais e um ponto central sdo adicionados ao 2&
fatorial completo, aumentando o tamanho de amostra do delineamento de composito

central para 2X+ 2k + 1 (CAVAZZUTI, 2013).

2.3. Process Analytical Technology (PAT)

Process Analytical Technology (PAT) baseia-se em um sistema de andlises
continuas e controle durante o processo de fabricagdo em tempo real ou tempo reduzido,
visando garantir a qualidade do produto na fase final do processo através do desempenho
dos atributos das matéria-primas e/ou materiais. O ICH tem estimulado a industria
farmacé€utica a aumentar as novas pesquisas em tecnologias analiticas ao introduzir o PAT
dentro do conceito farmacéutico. Com isso, inovagoes tecnologicas durante o controle de
processo e na qualidade de matérias-primas, produtos semi-acabados e produtos acabados
irdo controlar o processo produtivo assegurando a qualidade ao produto. O objetivo do

PAT ¢ obter informagdes qualitativas e quantitativas sobre processos, sejam eles
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quimicos, fisicos (andlises reologicas, de superficies etc.) e/ou bioldgicos, além de
conceitos como instrumentagdo, amostragem, transporte de amostra, engenharia de fluxo
e quimiometria (YU et al, 2014; ICH QS, 2009).

As informagdes coletadas durante o processo sdo utilizadas para controlar e
monitorar, além de otimizar a eficiéncia quanto ao uso de matéria-prima, energia e tempo,
contribuindo relativamente para reducdo do impacto ambiental e sustentabilidade.
Diferente da forma convencional, no qual o controle de processo coleta informagdes in-
line (quando a amostra ndo ¢ retirada do processo - automatizado) e on-line (quando a
amostra ¢ retirada do processo e pode retornar ao processo — automatizado), o PAT
permite planejar e desenvolver processos eficientes controlado através de coleta de dados
in-line, on-line e at-line (quando a amostra ¢ retirada e analisada proximo ao processo
pelo proprio operador) assegurando a qualidade predefinida no final do processo de
fabricacdo . Os métodos espectroscopicos associados a avangos na area de quimiometria
(area que se refere a aplicacdo de métodos estatisticos € matematicos a problemas de
origem quimica) constituem as principais ferramentas para a implementagao de
programas como o PAT (PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).

A quimiometria utiliza-se de ferramentas estatisticas como o PCA (Principal
Components Analysis) e o PLS (Partial Least Squares) que sao utilizadas para avaliar
dados multivariados relacionando uma ou mais variaveis respostas com diversas variaveis
independentes. Tais ferramentas sao muito utilizadas em analises espectrofotométricas,
como por exemplo, na regido do infravermelho, a técnica pode ser utilizada para avaliar
0 processo em si, além de constituir uma ferramenta importante para mostrar possiveis
variacoes que podem conduzir a um produto fora da especificacdo. O PCA ¢ utilizado

para uma analise exploratorio dos resultados, no qual se objetivo ¢ visualizar a estruturas
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dos dados: similaridade entre as amostras, anomalias e reduzir a dimensionalidade dos
dados (CARVALHO, 2015; CHALLA, POTUMARTHI, 2012).

O PLS ¢ utilizado para construir um modelo capaz de relacionar as respostas
obtidas a partir das amostras e seus parametros, sendo seu objetivo principal prever
concentragdes a partir de novas amostras através do modelo matematico construido
(CARVALHO, 2015; CHALLA, POTUMARTHI, 2012).

O método dos minimos quadrados parciais (Partial Last Square Methodology —
PLS) ¢ um método de modelagem de dados, que consiste no ajuste de coeficiente de um
modelo funcdo (superficie resposta) para que melhor se ajuste aos dados obtidos (os
resultados obtidos através do DoE) (CAVAZZUTI, 2013).

A fungdo deste modelo é f(x,B), onde B = [B1... Pm]' é 0 vetor de m coeficientes a
serem transformados e x = [xi,.. xk]" é o vetor de k pardmetros dos fatores. O conjunto de
dados consiste nos pares (Xi, yi), onde X; sdo os parametros dos fatores de i experimentos
cujas variaveis respostas sao yi. O PLS escolhe pelas variaveis do coeficiente 31 dado pela
soma dos minimos quadrados dos residuos ao ponto do conjunto de dados, onde os
residuos sao a diferenca entre a resposta experimental e o valor predito pelo algoritmo x;
do Design Space (CAVAZZUTI, 2013).

A qualidade de uma aproximacao no modelo de superficie resposta pode ser
estimada pelos parametros de regressao. Tais parametros sao definidos como os valores
que recaem dentro de uma faixa de zero a um, e quanto mais proximo de 1, melhor sera
o modelo (CAVAZZUTI, 2013).

Em uma regressio normal, a medida é a somo dos quadrados dos erros (R?), para
uma regressao cujos parametros foram ajustados de acordo com os termos do DoE e

tamanho da amostra com um nimero de coeficientes m, a medida é referente ao R €
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por definicio R%q¢ < R?< 1. Ja para estimar a capabilidade preditiva do modelo, N
superficie resposta sdo construidos onde cada ponto x; das amostras do DoE faltante, um
novo ponto de x; é predito, e avaliado pelo R%eq. Portanto a ideia principal deste modelo
¢ utilizar os resultados do DoE para criar uma aproximagao da variavel resposta sobre o

Design Space (CAVAZZUTI, 2013).

2.4. Sistema Conservante

A partir de 1972, a Federacao Internacional Farmacéutica enfatizou a importancia
da utilizagdo de sistemas conservantes capazes de garantir a estabilidade e seguranga de
preparagdes farmacé€uticas ndo estéreis quanto a sua carga microbiana (PINTO,
KANEKO, & PINTO, 2015).

Formas liquidas e semisso6lidas de base aquosa constituem a grande maioria de
preparacdes estéreis injetaveis, bem como oftadlmicas, neste caso, o sistema conservante
tem como objetivo, manter a esterilidade inicial em produtos multidoses. Apesar de
cosméticos ndo pertencerem a classe de medicamentos, grande maioria ¢ formulada com
base aquosa, portanto, faz-se necessario o uso de sistema conservante adequado (PINTO,
KANEKO, & PINTO, 2015).

De acordo com RDC 162/2001, conservantes sdo substincias adicionadas aos
produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, com a finalidade primaria de
preserva-los de danos e/ou deterioragdes causadas por microrganismos durante sua
fabricacdo e estocagem, bem como proteger o consumidor de contaminag¢do inadvertida
durante o uso do produto. Os conservantes sdo classificados em (PINTO, KANEKO, &

PINTO, 2015):
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e Biocidas: capazes de manter ou reduzir o nivel de contamina¢do por meio da
morte microbiana;

e Biostaticos: capazes de manter ou reduzir o nivel de contaminacao por meio da
inibi¢do do crescimento microbiano, sem causar sua morte.

Alguns fatores devem ser levados em consideragdo durante a escolha do sistema
conservante (também conhecidos como blends) adequado para diferentes formulagdes,
sejam elas farmacéuticas e/ou cosméticas, como por exemplo:

e Largo espectro de atividade em ampla faixa de pH durante a meia-vida do produto;

e Devem ser inodoros, incolores e insipidos;

o Efetividade sobre cepas especificas com numero de ATCC, assim como
microrganismos da microbiota ambiental encontrados no ambiente fabril;

e Distribuicdo de forma adequada em sistemas emulsionados;

e Compatibilidade com componentes da férmula ou da embalagem primaria, sem
interferir na cor, no sabor ou fragrancia;

e Manter sua atividade na presenga de outros insumos;

e Nao deve decompor sua estrutura durante a esterilizacao térmica;

e Atodxico e ndo irritante;

e Custo baixo e/ou aceitavel.

No Brasil a RDC 162/2001 regula o uso de conservantes e a concentracido
permitida para cada classe, tornando obrigatéria a declaragdo de sua concentracdo
centesimal real no produto. Para o mercado brasileiro a RDC permite, em alguns casos,
que seja apresentada a formula oficial sem o desdobramento total dos seus conservantes,
como por exemplo, o do blend de parabenos e fenoxietanol. Se for utilizado até 0,8%,

atenderd ao que esta estabelecido para a mistura de parabenos e ndo atingird 0 maximo
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permitido para o fenoxietanol. Nesse caso, também ndo ¢ necessdrio desdobrar sua

composi¢ao (RDC 162/2001

2.4.1. Parabenos

Os parabenos estdo entre os conservantes mais utilizados pela indlstria
farmacéutica e cosmética, devido ao seu amplo espectro antimicrobiano contra fungos e
bactérias, sua compatibilidade com matérias-primas, baixo custo e aceitagao regulatoria
(TAVARES, 2011).

As propriedades antibacterianas dos parabenos sdo diretamente proporcionais ao
comprimento da cadeia do grupo éster, assim, por exemplo, o butilparabeno tem 4 vezes
mais capacidade de inibir o crescimento de microrganismos que o etilparabeno. No
entanto, a0 mesmo tempo em que ha o aumento do comprimento da cadeia alquilo, o
valor do coeficiente de particdo octanol:dgua sobe, o qual resulta na diminuicdo da
solubilidade em agua (BLEDZKA, 2014).

Quanto o mecanismo de acao antimicrobiana dos parabenos, sugere-se que este
provoca a disfungao dos processos de transporte da membrana ou pela inibi¢do da sintese
de DNA e RNA por sua atividade em enzimas chave, como ATPases e fosfotransferases
(VALKOVA, 2001)

Em termos de estrutura quimica, os parabenos sao ésteres (metil, etil, propil, butil,
benzil, dentre outros) do acido p-hidroxidobenzoéico (Figura 03) ou seus sais sodicos. Os
parabenos sao produzidos por esterificagdo do acido p-hidroxibenzoico com um alcool
adequado na presenca de um catalisador (por exemplo, acido sulfrico concentrado ou

acido p-toluenossulfonico (LIAO, 2002.).
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COOCH; COOGCH, COOGyH; CO0CH; COOCH~CeHs

-
OH OH OH OH

OH

Metilparabeno Efilparabeno Propilparabeno Butilparabeno Benzilparabeno

Figura 3. Estrutura quimica dos parabenos comumente utilizados como conservantes em formulagdes

farmacéuticas e cosméticas.

O metilparabeno e o propilparabeno sao os mais utilizados na industria cosmética
e por vezes estdo presentes concomitantemente nas formulagdes farmacéuticas e
cosméticas. As principais propriedades fisico-quimica dos parabenos estdo apresentadas

na Tabela 2 (TAVARES, 2011).
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimica dos parabenos comumente utilizados como conservantes em

formulagdes farmacéuticas e cosméticas.

Nome
Metilparabeno  Etilparabeno  Proprilparabeno  Butilparabeno Benzilparabeno
Quimico

Férmula CsHsOs CoH1003 Ci0H1203 C11H1403 Ci4H1203
molecular
Peso molecular 152,15 166,17 180,20 194,23 229,15
Aparéncia / Cristais Cristal incolor  Cristais brancos, Pequenos -
odor incolores ou p6  ou po branco inodoro ou cristais

cristalino. apresenta odor incolores, po

Inodoro ou fraco. cristalino,

apresenta odor solido

caracteristico finamente

dividido.

Ponto de 270-280°C 297-298°C - - -
ebuli¢do
Ponto de fusdo 131°C 116°C 96-97°C 68-69°C 112°C
Solubilidade Metanol, Metanol, Metanol, etanol, Metanol, -

etanol, etanol, propilenoglicol, etanol,

propilenoglicol, propilenoglicol, 6leo de propilenoglicol,

Oleo de Oleo de amendoim, Oleo de

amendoim, amendoim, acetona, benzeno, amendoim,

acetona, acetona, éter, tetracloreto acetona,

benzeno, éter, benzeno, éter, de carbono, benzeno, éter,

tetracloreto de tetracloreto de ligeiramente em tetracloreto de

carbono, carbono, agua fervente, carbono, muito

glicerol quente,  glicerina, agua.  agua. soluvel em

agua. cloroférmio,

glicerina, agua.

Solubilidade 2,13£0,12 1,16 £0,21 0,37 0,03 0,158 +£0,014 -
em agua
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A estabilidade quimica dos parabenos diminui com o aumento de pH, com
hidrélise significante ocorrendo sob pH fortemente alcalino e temperaturas elevadas,
além de serem sensiveis a exposicdo excessiva a luz. Observa-se alguma redugdo na
atividade com agentes anidnicos, tensoativos ndo-idnicos, metilcelulose, gelatina,
povidone e proteinas. Também sdo incompativeis com alcalis e sais de ferro. Sua
inativacdo se d& por meio de dilui¢do e tenso ativo ndo-idnico, como por exemplo o
polissorbato 80 (TAVARES, 2011).

A concentracdo de uso dos parabenos em formulagdes cosméticas € acima de 0,4%
para éster unico ou até 0,8% para mistura de ésteres, geralmente 0,2% de metilparabeno,
0,15% de etilparabeno, 0,02% de propil e butilparabeno e 0,006% de benzilparabeno.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as concentragdes de parabenos encontradas em
produtos cosméticos segundo o relatorio de seguranca da Cosmetic Ingredient Review

(CIR, 2008).
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Tabela 3. Concentragdo de uso dos parabenos comumente utilizados como conservantes em formulagdes

farmacéuticas e cosméticas.

Conservantes Concentracgao (%)

Metilparabeno De 0,0003% a 1%, sendo que a concentra¢do de 1% foi encontrada apenas
em batons. Para os demais produtos, encontrou-se uma concentra¢do maxima
de 0,7%.

Etilparabeno De 0,00002% a 0,98%, sendo que a concentracdo de 0,98% foi encontrada
apenas em logOes para barbear. Para os demais produtos, encontrou —se uma

concentragdo maxima de 0,6%.

Propilparabeno De 0,00002% a 0,7%.
Isopropilpaabeno De 0,00001% a 0,3%.
Butilparabeno De 0,00004% a 0,54%.
Isobutilparabeno De 0,000007% a 0,5%.
Benzilparabeno Nao encontrado.

Apesar de existirem estudos in vivo e in vitro quanto aos efeitos toxicos
ocasionados pelo uso de parabenos, em margo de 2012 o Comité Cientifico de Seguranca
ao Consumidor da Unido Europeia (SCCS) afirmou a seguranca dos parabenos em
produtos cosméticos. Através do estudo realizado pelo comité, metilparabeno e
etilparabeno foram considerados seguros quando usados até concentragdo de 0,4% se
isolados ou até 0,8% se em misturas (blends). Porém, para que propilparabeno e
butilparabeno sejam considerados seguros, suas concentragdes ndo devem passar de
0,19% se isolados e de 0,8% para misturas (blends). Estes valores foram atualizados em
funcdo de estudos sobre a penetracdo dérmica/metabolismo realizados pelo comité

(SCCS, 2012).
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2.5. Teste de Eficacia de Conservantes

Todo produto multidose deve ter a eficacia de seu sistema conservante desafiado.
O Teste de eficacia de conservante ¢ o utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana
de conservantes esta descrito em compéndios oficiais como a Farmacopéia Americana,
Britanica, Japonesa e Brasileira. O Teste de eficacia de conservante consiste em desafiar
um sistema conservante frente a microrganismos padrdo, a fim de avaliar a capacidade
do sistema conservante em reduzir a carga microbiana ao longo de até 28 dias.

O Teste de Eficacia de Conservantes € um teste que visa assegurar a eficacia dos
conservantes adicionados aos produtos farmacéuticos estéreis e ndo estéreis
acondicionados em embalagens de doses multiplas, assim como para produtos cosméticos
e alimenticios (BRASIL., 2010b).

Em tese, todo produto farmacéutico acondicionado em embalagens de doses
multiplas deve ter seu sistema conservante avaliado, durante a fase de desenvolvimento
do produto, a fim de garantir a seguranca do produto, bem como sua vida ttil. O Teste de
Eficacia de Conservantes consiste em contaminar o produto com cultura de
microrganismos testes, com contagem previamente determinada, de forma que a
contaminagdo final do produto esteja entre 1,0 x 10° UFC/g oumL e 1,0 x 10° UFC/g ou
mL. Apds a inoculagdo, aliquotas do produto contaminado sdo amostradas em intervalos
de tempo pré-estabelecidos (usualmente, ao longo de 28 dias) e avaliadas quanto a carga
microbiana residual (BRASIL., 2010b e USP, 2019)

Os critérios de aceitacdo do teste estao diretamente relacionados a categoria do

produto descritos nas farmacopeias (BRASIL., 2010b e USP, 2019).
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A atividade conservante ¢ usualmente avaliada frente aos microrganismos
Escherichia coli, Pseudomonas aerigonosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Aspergillus brasiliensis, de acordo com as farmacopéias brasileira e americana
(BRASIL., 2010b e USP, 2019). Em alguns casos, também podem ser utilizados

microrganismos isolados do ambiente de produgdo (in house).

2.5.1. Técnica do Numero de Mais Provavel

Os métodos microbioldgicos alternativos surgem como uma necessidade para
obter respostas mais rapida da presenga e enumeragao de microrganismos em amostras
de produtos farmacéuticos e cosméticos.

A técnica de niimero de mais provaveis ou técnica dos tubos multiplos, ¢ um
método de andlise quantitativo que permite estimar o nimero de mais provavel de
microrganismos presente num no determinado produto, através da distribuicdo de
aliquotas de diluigdes seriadas em tubos de ensaio e/ou microplacas contendo meio de
cultura liquido. Desta forma, presume-se que os tubos inoculados com as primeiras
dilui¢des apresentardo maior frequéncia de resultados positivos (presenca de crescimento
microbiano), enquanto os tubos inoculados com tultimas dilui¢des apresentardo maior
frequéncia de resultados negativos (auséncia de crescimento microbiano). (BRIONES Jr.,
1999)

Se a amostra e as dilui¢cdes forem homogéneas e se houver um nimero suficiente
de repeticdes, € possivel tratar estatisticamente os resultados e generaliza-los a amostra

inicial. O numero de tubos positivos em cada dilui¢ao serial ¢ utilizado para determinar o
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Numero Mais Provavel (NMP) presente na amostra, empregando-se tabela estatistica

(tabela de McGrady) ou equagdes especificas utilizando MS Excel (BRIONES Jr., 1999).

32






OBJETIVOS






3. OBJETIVO

O presente projeto tem por objetivo aplicar os conceitos de QbD e PAT no
desenvolvimento de sistemas conservantes para formulagdes topicas, utilizando as
ferramentas de DOE e RSM para a otimizag@o do sistema conservante e ferramentas de
quimiometria e espectrofotometria para a avaliagdo em tempo reduzido. Dentre os

objetivos especificos destacam-se:

. Avaliar a eficacia dos sistemas conservantes frente a microrganismos padrao,

empregando a técnica do numero mais provavel em microplacas;

o Determinar a regido de Design Space considerando a otimizacdo da eficacia do
sistema conservante frente aos 3 microrganismos padrao testados

simultaneamente, empregando delineamento de compdsito central;

o Desenvolver método espectrométrico, em associagdo com técnicas

quimiométricas (ferramentas PCA e PLS), para a avaliagdo da eficacia do

sistema conservante em tempo reduzido.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sistema Conservante

Para o presente projeto foram utilizadas 15 formulacdes preparadas a base de
creme lanette ® com trés conservantes da classe dos ésteres de 4acido p-hidroxibenzobico,
os parabenos, sendo eles: metilparabeno, propilparabeno e isobutilparabeno, em

concentragdes de 0,000%, 0,010%, 0,025%, 0,040% 0,050% (p/v).

4.2.1. Obtencao e padronizacio de suspensdo microbiana

Para realizagdo dos ensaios do presente projeto foram utilizados os
microrganismos padrdo: Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e Candida albicans (ATCC 10231), descritos em compéndios oficiais, derivados
de cepas padrao ATCC (American Type Culture Collection). Os microrganismos foram
mantidos sobre superficie de Agar Triptona de Soja (TSA) em tubo de ensaio, nio
ultrapassando a 5* geragdo, at¢ o momento do wuso. (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2019).

A partir de uma cultura de cerca de 24h de incubagdo a 32 +2,5 °C em meio Agar
Triptona de Soja (TSA) para Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e em meio Agar Sabouraud-dextrose (SDA) a 22 + 2,5 °C durante 24 horas
para Candida albicans (ATCC 10231), foi transferido com o auxilio de loop estéril uma
quantidade suficiente do microrganismo para um tubo de ensaio contendo 3 mL solug¢do

salina 0,9% (p/v) estéril. Em seguida, a turbidez das suspensdes microbianas foi ajustada
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a 0,30 de absorbancia em comprimento de onda e 580 nm, com o auxilio do equipamento

Pocket Colorimeter®.

4.2.2. Preparo da amostra

Aliquotas de 10 g do creme foram inoculadas com 100 pl de cada suspensdo de
forma que a obter contaminagio final do produto de cerca de 1,0 x 10° UFC/g para
bactérias e 1,0 x 10° UFC/g para levedura. A carga microbiana foi avaliada nos tempos:

Inicial (T0), e ap6s 1h (T1), 2hs (T2), 4hs (T3), 24hs (T4), 48 hs (T5) e 72 hs (T6).

4.2.3. Avaliacao da eficacia dos conservantes através de microdiluicao em

caldo

Nos intervalos de tempo pré-determinados, Aliquotas de 1 g do creme base
inoculado foi transferido para um tubos contendo 10 ml de caldo Soja Tripticaseina (TSB)
previamente acrescido com de 4% (p/v) de Polissorbato 20 e 0,5% (p/v) de lecitina de
soja e a fim de se obter a neutralizacdo do sistema conservante. A homogeneizagdo foi
efetuada por meio de agitacdo em agitador tipo vortex por 30 segundos.

A contagem dos microrganismos sobreviventes foi realizada através de diluigdes
seriadas, diluindo 100 pl da suspensdo em 1 ml de caldo Soja Tripticaseina (TSB),
sucessivamente, foi transferido 200 pl de cada dilui¢@o para microplaca. O procedimento
foi realizado em triplicada para garantir a repetibilidade do ensaio. O esquema de
distribui¢do das diluicdes (102 a 10°) para as aliquotas testadas imediatamente apds a

inoculacdo (T0), e apos 1h (T1), 2hs (T2), 4hs (T3), 24hs (T4), 48 hs (T5) e 72 hs (T6)
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apds as formulagdes terem sido inoculadas com Candida albicans (ATCC 10232),
Escherichia coli (ATCC 8739), e Staphylococcus aureus (ATCC 6538) estd apresentado
na Figura 04.

As microplacas foram incubadas a 32,5 + 2,5°C para bactérias e a 22,5 + 2,5°C

para levedura, sob agitacao.
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Figura 4. Esquema de distribuicdo das dilui¢des (10 a 10°°) para as aliquotas testadas

imediatamente apos a incubacao inicial (TO0), e apds 1h (T1), 2hs (T2), 4hs (T3), 24hs
(T4), 48 hs (T5) e 72 hs (T6) apos as formulagdes terem sido inoculadas com Candida
albicans (ATCC 10232), Escherichia coli (ATCC 8739), e Staphylococcus aureus

(ATCC 6538).
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ooooo

toxicidade

Foram transferidas para placas de Petri aliquotas de 1 mL das diluigdes 1:10 e 100
uL da suspensdo microbiana padronizada contendo concentracdo de 10 a 100 UFC/mL,
sendo adicionado, aproximadamente, 15 mL de Agar Triptona de Soja (TSA) para
bactérias. Isso também foi realizado para os fungos empregando-se Agar Sabouraud-
dextrose (SDA). As placas foram incubadas a 32,5 + 2,5 °C por 48 horas para bactérias e
a22,5+2,5°C por 5 dias para os fungos.

O agente conservante foi considerado inativado e sem toxicidade ao
microrganismo, quando houve recuperacdo de 50% a 200% da contagem inicial dos

microrganismos (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).

4.3. Otimizacao da avaliacido da eficacia de conservantes empregando QbD

Para otimizar o sistema de conservagao microbiana de formulacdes cosméticas as
concentracdes dos conservantes a serem desafiados foram estabelecidas conforme o
planejamento de composito central (CCD — Central Composite Design) (SHIVHARE &
McCREATH, 2010). Para o projeto foram realizados trés conjuntos distintos de ensaios
para avaliar a concentragdo ideal a fim de se obter um sistema conservante eficaz. Sendo
eles: o conjunto de pontos fatoriais, o conjunto de pontos axiais € o conjunto de pontos

centrais, conforme descrito na Tabela 4.
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Tabela 4. Concentragdo de conservantes empregados no preparo das formulag¢des, de acordo com o

planejamento de experimentos adotado.

Formulacao
Pontos Metilparabeno (%) Propilparabeno (%) Isobutilparabeno (%)

1 Fatorial 0,01 0,01 0,01
2 Fatorial 0,04 0,01 0,01
3 Fatorial 0,01 0,04 0,01
4 Fatorial 0,04 0,04 0,01
5 Fatorial 0,01 0,01 0,04
6 Fatorial 0,04 0,01 0,04
7 Fatorial 0,01 0,04 0,04
8 Fatorial 0,04 0,04 0,04
9 Axial 0,00 0,025 0,025
10 Axial 0,05 0,025 0,025
11 Axial 0,025 0,00 0,025
12 Axial 0,025 0,05 0,025
13 Axial 0,025 0,025 0,00
14 Axial 0,025 0,025 0,05
15 Central 0,025 0,025 0,025

O planejamento de compdsito central (CCD) foi utilizado para determinagdo da
regido de Design Space, com o objetivo de fornecer graficos de contorno que ilustram a
forma pela qual as concentragdes de conservantes influenciam na eficacia do sistema de
conservagcao microbiana em formulagdes cosméticas. Os niveis dos fatores sdo vistos
como pontos no espaco de fatores (muitas vezes multidimensional) no qual a resposta foi

registrada.
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Assim, foi determinada a regido de Design Space considerando a otimizacao da

eficdcia do sistema conservante frente aos 3 microrganismos simultaneamente.

4.4. Desenvolvimento de método espectrométrico empregando PAT

Para cada sistema conservante, de acordo com o planejamento de composto
central (CCD), foram realizadas andlises em equipamento espectrométrico no
infravermelho equipado com o aparato ATR (Attenuated Total Reflectance), na regido de
comprimento de onda entre 400 a 4000 cm™.

Os espectros obtidos para cada formulagdo foram avaliados empregando a andlise
de componentes principais (PCA), cujo objetivo € verificar o nivel e tipo de correlagdes
existentes entre as respostas das diferentes concentragdes de conservantes, e também
através da regressao parcial por minimos quadrados (PLS) com a finalidade de estabelecer
modelo de regressao que permita quantificar as concentragcdes de conservantes e assim,
predizer a eficacia do sistema conservante. Os espectros foram tratados quanto a
derivagao (1* e 2* ordem) e suavizagao (utilizando-se o método das médias moveis), de
forma a permitir melhor ajuste do modelo.

Os ajustes dos modelos de predi¢cao foram avaliados com base nos coeficientes de
determinagio (R?) e quanto a sua capacidade de predi¢do (R? de predi¢do, obtido a partir
do PRESS). Foram utilizadas abordagens de validagdo interna (valida¢ao cruzada) e
validacdo externa (conjuntos de dados de calibragdo e valida¢do independentes). As

analises foram realizadas utilizando-se o software MinitabTM 17%.
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Os resultados da andlise multivariada serviram de base para o desenvolvimento

do método espectrométrico empregando o conceito PAT.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conservantes sdo substancias quimicas cuja fung¢do ¢ inibir o crescimento de
microrganismos (bactérias, fungos e leveduras), garantindo a estabilidade e a seguranca
de preparagdes farmacéuticas ndo estéreis por toda sua vida util. Nao ¢ funcdo do
conservante compensar a falta de boas praticas durante o processo de fabricacdo, mas sim
oferecer um produto livre de contaminagdo microbiana, mesmo que o consumidor
introduza inadvertidamente uma carga microbiana durante a utilizagdo do produto
(PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).

A escolha do conservante deve levar em consideracdo sua distribui¢do em
sistemas emulsionados, seu espectro de atividade na faixa de pH do produto, sua
compatibilidade com outros componentes da formulagdo e a manutengdo de sua atividade
antimicrobiana na presenca de outros insumos da formulacdo, além de sua estabilidade
durante a esterilizag¢ao térmica (PINTO, KANEKO, & PINTO, 2015).

A atividade de 4gua deve ser avaliada para definir a susceptibilidade do produto a
contaminagdo por bactérias, fungos ou leveduras. Em geral, cremes e lo¢des exigem do
conservante tanto atividade bacteriostatica quanto fungiostatica. As propriedades fisico-
quimicas dos conservantes devem ser avaliadas para prever futuras incompatibilidades
quimicas ou até mesmo a inativagao do conservante. Também deve ser considerada a

regulamentagdo quanto ao uso de substancias conservantes permitidas (BRASIL, 2001).
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Para a avaliacdo da inativacdao do sistema conservante em func¢do da diluigdo e
agentes neutralizantes, as formulagdes avaliadas foram as F8, F10, F12, e F15, sendo as
que possuem concentracdo maior de conservante.

O procedimento de inativacdo do sistema conservante mostrou-se efetivo,
apresentando resultados de recuperacao microbiana entre 50 e 200%, conforme resultados

apresentados na tabela 05 e 06.

Tabela 5. Controle positivo para inativagdo do sistema conservante

Candida albicans Escherichi coli Staphylococcus aureus
Média UFC/mL Média UFC/mL Média UFC/mL
22 39 27

Tabela 6. Recuperacao microbiana frente a inativagao do sistema conservante.

Candida albicans Escherichi coli Staphylococcus aureus
Formulacdo Diluicao Média UFC/mL Média UFC/mL Média UFC/mL
8 1/10 21 36 21
8 1/100 25 31 23
10 1/10 17 37 24
10 1/100 20 39 25
12 1/10 21 41 23
12 1/100 24 30 29
14 1/10 20 44 24
14 1/100 18 35 24

Os resultados de recuperagao microbiana frente a inativagdo do sistema conservante, para
cada formula¢ao nas dilui¢des 1/10 e 1/100 foram:
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o F8:95% e 119%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Candida albicans; 92%
e 70%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Escherichi coli e 78% e 85%,

respectivamente para 1/10 e 1/100 para Staphylococcus aureus;

e F10: 77% e 91%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Candida albicans; 95%
e 100%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Escherichi coli e 89% e 93%,

respectivamente para 1/10 e 1/100 para Staphylococcus aureus;

o F12: 95% e 109%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Candida albicans;
105% e 77%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Escherichi coli e 85% e

107%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Staphylococcus aureus;

e F14:91% e 82%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Candida albicans; 113%
e 90%, respectivamente para 1/10 e 1/100 para Escherichi coli e 89% e 89%,

respectivamente para 1/10 e 1/100 para Staphylococcus aureus.

Os gréaficos de reducdo da carga microbiana ao longo do tempo para os
micrororganismo Candida albicans (ATCC 10231), Escherichi coli (ATCC 8739) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) estdo apresentados nas Figuras 05, Figura 06 ¢

Figura 07, respectivamente.
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Figura 5. Graficos de reducdo da carga microbiana ao longo do tempo para Candida albicans nas

formulagoes de F1 a F8.
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Figura 6. Graficos de reducdo da carga microbiana ao longo

formulagdes de F1 a F8.
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Figura 7. Graficos de redu¢do da carga microbiana ao longo do tempo para Staphylococcus aureus nas

formulagdes de F1 a F8.
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Com base nestes resultados de redu¢do da carga microbiana ao longo do tempo,
foram determinadas as curvas de morte microbiana, sendo que as inclinagdes (“slopes”)
das curvas para cada microrganismo (Candida albicans — Y1, Escherichi coli — Y2, e
Staphylococcus aureus — Y3) foram relacionados com as concentragdes de conservantes
(metilparabeno — X1, propilparabeno — X2, e isobutilparabeno — X3). Os valores de

“slopes” obtidos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados dos “slopes” obtidos a partir das curvas de morte microbiana de Candida albicans
(Y1), Escherichia coli (Y2) e Staphylococcus aureus (Y3), em fungdo das concentracdes de

metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3).

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Formulacdes
X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3
1 0,01 0,01 0,01 -0,0036 -0,022 -0,507
2 0,04 0,01 0,01 -0,0045 -0,032 -0,775
3 0,01 0,04 0,01 -0,0083 -0,041 -0,691
4 0,04 0,04 0,01 -0,0157 -0,046 -0,931
5 0,01 0,01 0,04 -0,0039 -0,062 -0,554
6 0,04 0,01 0,04 -0,0094 -0,066 -0,959
7 0,01 0,04 0,04 -0,0347 -0,119 -1,308
8 0,04 0,04 0,04 -0,0374 -0,118 -1,554
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Inicialmente foram realizados os testes de eficacia do sistema conservantes para
as formulacdes 1 a 8, correspondentes aos pontos fatorais do CCD. Os resultados de
analise de variancia (ANOVA) do planejamento de compdsito central (CCD) das
formulagdes contendo diferentes concentragdes de parabenos estdo apresentados na
Tabela 8. As equagdes de regressdo, assim como os coeficientes de determinagdo estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 8. Resultados de ANOVA para os “slopes” obtidos a partir das curvas de morte microbiana de
Candida albicans (Y1), Escherichia coli (Y2) e Staphylococcus aureus (Y3), em fungdo das

concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3).

Y1 Y2 Y3
Fonte
gl SQ P gl SQ P gl SQ P

Regressao 4 0,001315 0,002 4 0,009570 0,000 4 0,922744 0,002

X1 1 0,000034 0,065 1 0,000043 0,136 1 0,168182 0,005

X2 1 0,00000 0,800 1 0,000008 0,458 1 0,000002 0,981

X3 1 0,00011 0,206 1 0,000327 0,011 1 0,001436 0,538

X2*¥X3 1 0,000230 0,005 1 0,000711 0,004 1 0,127119 0,007
Erro 3 0,000013 3 0,000032 3 0,008985
Total 7 0,001327 7 0,009601 7 0,931729
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Tabela 9. Equacdes de regressdo e coeficientes de determinacdo das velocidades de morte das

formulagoes contendo diferentes concentracdes de metilparabeno, propilparabeno e isobutilparabeno.

Equacdes de regressao R2 R2adj R2pred
Y1=0,00050-0,1383 X1 —0,0260 X2 +0,1511 X3 —0,23,82 99,05%  97,78%  93,24%
X2*X3
Y2 =-0,00914 - 0,1548 X1 - 0,126 X2 — 0,829 X3 — 41,89 99,67%  99,23%  97,65%
X2*X3
Y3 =-0,3599 - 9,67 X1 —0,07 X2 + 1,74 X3 — 560,2 X2*X3 99,04%  97,75%  93,14%

Os graficos 3D das velocidades de morte para os microrganismos Candida
albicans (ATCC 10231), Escherichi coli (ATCC 8739) e Staphylococcus aureus (ATCC

6538) estao apresentados nas Figuras 08, Figura 09 ¢ Figura 10, respectivamente.
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Figura 8. Graficos 3D dos “slopes” para Candida albicans (Y1) em fungdo das concentra¢cdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3).

Valores fixados em X1 =0,025%, X2 = 0,025% e X3 = 0,025%.
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Figura 9. Graficos 3D dos “slopes” para Escherichia coli (Y2) em fung@o das concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3).

Valores fixados em X1 =0,025%, X2 = 0,025% e X3 =0,025%.
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Figura 10. Graficos 3D dos “slopes” para Staphylococcus aureus (Y3) em funcdo das concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno

(X3). Valores fixados em X1 = 0,025%, X2 = 0,025% e X3 = 0,025%.
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Para melhor compreensdo quanto ao atendimento ou ndo as especificagdes, 0s
valores de “slopes” obtidos a partir das curvas de morte microbiana de Candida albicans
(Y1), Escherichia coli (Y2) e Staphylococcus aureus (Y3) foram convertidos em tempo
necessario para a haver redugdo de 3 ciclos de log, conforme apresentado na Tabela 10.
Segundo os requerimentos das farmacopeias americana e brasileira, para que um produto
seja aprovado quanto ao teste de eficdcia do sistema conservante, este deve apresentar

reducdo de 3 ciclos de log apds 14 dias, quando contaminado intencionalmente com cerca

de 10° UFC/g ou mL.

Tabela 10. Resultados do tempo necessario para redugdo de 3 ciclos log para Candida
albicans (Y 1%*), Escherichia coli (Y2*) e Staphylococcus aureus (Y3*), em fungdo das

concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3).

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Formulacgoes

X1 X2 X3 Y1* Y2* Y3*
1 0,01 0,01 0,01 34,2 5,78 0,2465
2 0,04 0,01 0,01 27,7 3,92 0,1613
3 0,01 0,04 0,01 15,1 3,08 0,1810
4 0,04 0,04 0,01 7,9 2,74 0,1342
5 0,01 0,01 0,04 31,7 2,01 0,2254
6 0,04 0,01 0,04 13,2 1,89 0,1303
7 0,01 0,04 0,04 3,6 1,05 0,0956
8 0,04 0,04 0,04 3.3 1,06 0,0804
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Os resultados de andlise de variancia (ANOVA) do tempo necessario para redugao
de 3 ciclos log para Candida albicans (Y 1%*), Escherichia coli (Y2*) e Staphylococcus
aureus (Y3*), em funcdo das concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2)
e isobutilparabeno (X3) estdo apresentados na Tabela 11. As equacdes de regressao,

assim como os coeficientes de determinagdo estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 11. Resultados de ANOVA para o tempo necessario para redugdo de 3 ciclos
log para Candida albicans (Y1%*), Escherichia coli (Y2*) e Staphylococcus aureus
(Y3*), em funcdo das concentracdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e

isobutilparabeno (X3).

Y1 Y2 Y3
Fonte

gl SQ P gl SQ P gl SQ P

Regressido 4 58382 0,015 3 246343 0,001 5 1,06633 0,018

X1 1 04069 0,092 1 003974 0,154 1 0,26063 0,015
X2 1 39448 0,006 1 0,61097 0,002 1 0,42032 0,009
X3 11,2117 0,024 1 1,81272 0,000 1 0,26428 0,015
X1*X2 1 0,03125 0,106
X2*X3 1 02719 0,138 1 0,08985 0,041
Erro 30,2048 4 0,05170 2 0,00786
Total 76,0430 7 2,51513 7 1,07419
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Tabela 52. Equagdes de regressdo e coeficientes de determinagdo das velocidades de

morte das formula¢des contendo diferentes concentragdes de metilparabeno (X1),

propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3).

Equacdes de regressao R2 R2adj R2pred
Ln(Y1¥)=4,201 - 15,03 X1 - 26,2 X2 - 5,4 X3 — 824 X2*X3 96,61%  92,09%  75,90%
Ln(Y2*)=2,209 - 4,70 X1 — 18,42 X2 - 31,73 X3 97,94%  96,40%  91,78%
Ln(Y3*) = - 1,052 - 18,98 X1 — 10,45 X2 — 0,34 X3 +277,8 X1¥X2 — 99,27%  97,44%  88.30%

471 X2*X3

Os graficos 3D do tempo necessario para reducdo de 3 ciclos log para os

microrganismos: Candida albicans (ATCC 10231), Escherichi coli (ATCC 8739) e

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) estdo apresentados nas Figuras 11, Figura 12 e

Figura 13, respectivamente. Adicionalmente, a Figura 14 apresenta os gréaficos de pareto

e de efeitos principais do tempo necessario para reducdo de 3 ciclos log para Candida

albicans (Y1%*), Escherichia coli (Y2*) e Staphylococcus aureus (Y3*), em funcdo das

concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3).
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Figura 1. Graficos 3D do tempo necessario para reducao de 3 ciclos log para Candida albicans (Y1*) em fungao das concentragdes de
metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3). Valores fixados em X1 = 0,025%, X2 =0,025% e X3 = 0,025%.
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Figura 12. Graficos 3D do tempo necessario para reducdo de 3 ciclos log para Escherichia coli (Y2*) em funcdo das concentragdes de
metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3). Valores fixados em X1 = 0,025%, X2 =0,025% e X3 = 0,025%.
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Figura 13. Graficos 3D do tempo necessario para redugao de 3 ciclos log para Staphylococcus aureus (Y3*) em funcao das concentracdes
de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3). Valores fixados em X1 = 0,025%, X2 =0,025% e X3 = 0,025%.
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Figura 14. Graficos de Pareto e de Efeitos Principais do tempo necessario para redugdo

de 3 ciclos log para Candida albicans (Y1), Escherichia coli (Y2) e Staphylococcus

aureus (Y3) em fungdo das concentra¢des de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e

isobutilparabeno (X3). Valores fixados em X1 =0,025%, X2 =0,025% e X3 = 0,025%.
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A partir das equagdes de regressao obtidas para o tempo necessario para reducao
de 3 ciclos log para Candida albicans (Y1), Escherichia coli (Y2) e Staphylococcus
aureus (Y3) em func¢do das concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e
isobutilparabeno (X3) foi realizada uma otimizagao multiresposta, empregando o método
de sobreposicao dos graficos de contorno. Como critérios para a construgdo dos graficos
de contorno, foram selecionadas as concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno
(X2) e isobutilparabeno (X3) que resultassem num tempo de até¢ 14 dias para a reducio
de 3 ciclos log para Candida albicans (Y 1%*), Escherichia coli (Y2*) e Staphylococcus

aureus (Y3*). O resultado a otimizaga@o esta apresentado na Figura 15.
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Figura 2. Graficos de contorno sobrepostos do tempo necessario para redugdo de 3 ciclos
log para Candida albicans (Y1), Escherichia coli (Y2) e Staphylococcus aureus (Y3) em
func¢do das concentragdes de metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno

(X3).
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Pode-se perceber que, na faixa de concentragdo de metilparabeno (X1),
propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3) estudada, a reducdo de 3 ciclos log para a
Candida albicans (Y1) é o limitante. A formulagdo que apresenta concentragdes de
metilparabeno (X1), propilparabeno (X2) e isobutilparabeno (X3) em 0,025%, 0,025%
e 0,025%, respectivamente, foi aquela que atendeu aos requerimentos para a redugdo
de 3 ciclos log para todos os microrganismos com a menor concentracao de parabenos.
Esta formulagdo foi, portanto, selecionada para a realizagdo do teste de eficacia de
conservantes convencional, segunda as farmacopeias americana e brasileira.

Os resultados do teste de eficacia de conservantes segundo as farmacopeias
americana e brasileira para a formula¢do otimizada contendo metilparabeno (X1 =
0,025%), propilparabeno (X2 = 0,025%) e isobutilparabeno (X3 = 0,025%) estdo
apresentados na Tabela 13, ambos apresentaram resultados dentro da especificagdo

com reducdo de 3 ciclos logs frente a contagem inicial.

Tabela 63. Teste de eficacia de conservantes segundo as farmacopeias americana e
brasileira para a formula¢do otimizada contendo metilparabeno (X1 = 0,025%),

propilparabeno (X2 = 0,025%) e isobutilparabeno (X3 = 0,025%).

Apos 14 ApoOs 28
Contagem Conclusao

Microrganismo dias dias
inicial (T0) do teste

(T14) (T28)
Candida albicans 73x 10° <10 <10 Atende
Escherichia coli 3,1 x 10’ 1,4 x 107 1,2 x 107 Atende
Staphylococcus aureus 4,7x 107 1,7 x 107 45x 10! Atende
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As boas praticas de fabricagdo de medicamentos estdo adotando tecnologias
analiticas inovadoras que permitam avaliar o processo em tempo real, realizar anélise de
risco de falhas, bem como demais ferramentas de qualidade e estatisticas visando a
qualidade no ciclo produtivo.

A espectrometria no infravermelho, também conhecida como espectrometria
vibracional, ¢ a medi¢do do comprimento de onda e intensidade da absor¢do de luz
infravermelha de uma amostra. Ela baseia-se na natureza da interagdo da radiagdo IR com
os modos de vibragdo de moléculas (RAKESH, CHARMIL, & RAJESH, 2014). Os
espectros de IR sdo devido as mudangas na energia vibracional, acompanhado por
mudangas na energia rotacional (VIDYASAGAR, 2009). A absor¢do da radiacdo IR
corresponde a mudancas de energia da ordem de 8-40 KJ / mol. O pré-requisito para a
molécula para interagir com a radiagdo de IR ¢ a presenca de um dipolo permanente, que
varia continuamente na sua radiagdo. Um espectrometro infravermelho ¢ um instrumento
que passa luz infravermelha através de uma molécula organica e produz um espectro com
o tracado da quantidade de luz transmitida no eixo vertical comparado com o
comprimento de onda da radiacdo infravermelha no eixo horizontal.

Os métodos espectrométricos em associagdo com técnicas quimiométricas
(ferramentas PCA e PLS) possibilitam a analise de misturas complexas sem a necessidade
de preparagao prévia das amostras, o que torna a técnica interessante para a avaliacdo da
qualidade de produtos farmacéuticos e cosméticos em tempo real.

Os cremes contendo diferentes concentragdes de metilparabeno, propilparabeno e
isobutilparabeno foram analisadas por espectrofotometria ATR/FTIR. Os espectros na

regido de 800 a 2.600 cm™' sdo apresentados na Figura 16. A regressdo de PLS foi usada
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para estabelecer modelos matemadticos capazes de prever a taxa de mortalidade
microbiana (inclina¢des de curvas de morte microbianas em fun¢do do tempo) com base
nos espectros ATR/FTIR. Em outras palavras, os espectros ATR/FITR foram utilizados
para prever as concentragdes de metilparabeno, propilparabeno e isobutilparabeno nos
cremes, que estdo fortemente relacionadas com as taxas de mortalidade microbiana
(valores de inclinag@o). Um total de 90 espectros obtidos a partir das 15 formulagdes de
emulsdo de creme foram utilizados na andlise de regressdo de PLS, com 48 espectros
sendo utilizados na constru¢ao ¢ validagdo interna (valida¢do cruzada) do modelo de

predicdo e 42 espectros utilizados na validagao externa.
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Figura 3. Espectros de FTIR de formulagdes (F1 a F15) na regido de 800 a 2600 cm™' utilizados para construir o modelo de regressio PLS

para prever os “slopes” das curvas de morte microbiana de Candida albicans (Y1), Escherichia coli (Y2), e Staphylococcus aureus (Y3).
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Um resumo dos resultados na analise de regressao por minimos quadrados parciais
(PLS) para a predicdo das velocidades de morte de cada microrganismo estdo
apresentados na Tabela 14. Os graficos de resposta para cada microrganismo sao
utilizados para avaliar a capacidade do modelo em realizar predigdes das velocidades de
morte de cada microrganismo a partir dos espectros de IR. Adicionalmente, estes graficos
fornecem informagao sobre os resultados da validagao cruzada e permitem determinar o

numero de componentes principais (CP) ideal para o modelo.

Tabela 7. Resumo dos resultados da andlise de regressdo por minimos quadrados

parciais (PLS) para a predi¢ao das velocidades de morte de cada microrganismo.

Microrganismo N°de CP R2 R2pred P-valor
Candida albicans 15 0.993691 0.892115 <0.001
Escherichia coli 15 0,994730 0,878274 <0.001
Staphylococcus 15 0,995676 0,922177 <0.001
aureus

Os gréficos de dispersao dos “slopes” preditos a partir dos espectros das amostras versus
os “slopes” experimentais, considerando os resultados do ajuste do modelo, da validagdo
interna (cruzada) e da validacdo externa, frente aos microrganismos: Candida albicans
(ATCC 10231), Escherichi coli (ATCC 8739) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538).
Durante a validacdo do método foi possivel verificar que tanto os resultados obtidos
experimentalmente (e), quanto os valores de predicdo (') apresentaram boa

previsibilidade de modelo ao se utilizar os valores obtidos nos espectros, apresentaram
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R? > 0.90, preconizado para métodos alternativos pela Farmacopéia Americana, 2019,

conforme apresentados nas Figuras 17, Figura 18 e Figura 19, respectivamente.
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Figura 4. Graficos de resposta (capacidade de predi¢@o) para o ajuste do modelo (), validacdo interna - cruzada (), e validagdo externa () para a predi¢@o dos “slopes”

para Candida albicans a partir dos espectros de IR.
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Figura 58. Graficos de resposta (capacidade de predi¢@o) para o ajuste do modelo (e), validagdo interna - cruzada (»), e validagdo externa () para a predi¢do dos “slopes”

para Escherichia coli a partir dos espectros de IR.
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Figura 19. Graficos de resposta (capacidade de predi¢@o) para o ajuste do modelo (e), validagdo interna - cruzada (»), e validagdo externa () para a predi¢do dos “slopes”

para Staphylococcus aureus a partir dos espectros de IR.
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6. CONCLUSOES

. A técnica do numero mais provavel em microplacas foi adequada para a
avaliacdo da eficacia dos sistemas conservantes frente a microrganismos padrao,
permitindo reduzir a quantidade de material e, consequentemente os custos do

ensaio;

o O delineamento de composito central permitiu estabelecer como as
concentracdes dos parabenos afetam a eficacia do sistema conservante frente aos
3 microrganismos testados, permitindo estabelecer a regido de Design Space,

assim como a formulagdo com quantidades minimas ideais de parabenos;

o O método espectrometria no infravermelho desenvolvido foi capaz de
quantificar os parabenos presentes nas amostras de creme e, indiretamente,
predizer a eficécia dos sistemas conservantes em tempo reduzido. Este método
de predi¢cdo de silico permitird um controle lote-a-lote da eficacia do sistema

conservante de produtos farmacéuticos e cosméticos.

Diante do exposto, podemos concluir que a aplicagdo dos conceitos de QbD e PAT

possibilitaram o desenvolvimento racional de sistemas conservantes, assim como a

avaliagdo de sua eficacia em tempo reduzido.
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