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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE METODO POR ICP-MS UTILIZANDO AQBD PARA
DETERMINACAO DE IMPUREZAS ELEMENTARES EM SOLUCOES INJETAVEIS. A
presenca de impurezas elementares (IE) em medicamentos, como metais pesados, representa
um risco a saude humana devido a sua alta toxicidade mesmo em baixas concentracdes e para
garantir a seguranca dos pacientes, € essencial realizar uma avaliagdo rigorosa desses
contaminantes. A diretriz internacional ICH Q3D (International Council for Harmonisation
Guideline Q3D: Guideline for Elemental Impurities) estabelece limites de PDE (Permitted
Daily Exposure) com base em dados toxicologicos e na via de administragdo do medicamento.
Em complemento, os capitulos da USP (United States Pharmacopeia) expressam técnicas
analiticas modernos, como ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) e ICP
OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry), que permitem detectar e
quantificar essas impurezas com alta sensibilidade, constituindo um sistema eficaz de controle
de qualidade. Frente a esta necessidade de identificacdo e controle destes contaminantes
inorganicos provenientes de matérias-primas, processos de fabricacdo, equipamentos e
embalagens no produto final, o seguinte trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um
método analitico seguro e validado, utilizando a técnica de ICP-MS, por meio de AQbD
(Analytical Quality by Design) para a determinagéo das 24 impurezas elementares controladas
pelo guia em farmacos de matriz injetavel. Para alcancar este objetivo, foi definido como ATP
(Analytical Target Profile) método capaz de quantificar as IE em solucBes injetaveis, com
percentual de recuperacdo média e individual entre 70 e 150%, DPR (Desvio Padréo Relativo)
< 20%, coeficiente de correlacdo da curva de calibracdo > 0,99 e limite de detecgdo superior a
0,2) pg/L. Se o método for capaz de quantificar o elemento em concentra¢fes iguais ou
inferiores a 30% do "J", ele pode em alguns casos, até dispensar a necessidade de
monitoramento continuo. Em seguida, elaborou-se um diagrama de causa e efeito (Ishikawa)
com o objetivo de identificar os potenciais parametros criticos do método analitico. Esses
parametros foram posteriormente classificados quanto ao seu risco utilizando a ferramenta
FMEA (Failure Mode and Effects Analysis), resultando na selecdo de quatro fatores
experimentais com maior potencial de impacto na resposta analitica: fluxo do gas nebulizador
(L/min), poténcia do plasma (W), acidez da solucdo diluente (% HNO:s) e fator de dilui¢do da
amostra. Esses fatores foram avaliados em trés niveis codificados (-1, 0, +1), conforme
delineamento experimental baseado em CCD (Central Composite Design), implementado por
meio do software estatistico Minitab. O estudo gerou um total de 155 experimentos, com 0

objetivo de modelar e compreender as variacdes na resposta analitica decorrentes de alteracfes
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intencionais nos parametros selecionados. A abordagem visou delimitar a MODR (Method
Operable Design Region), dentro da qual o desempenho analitico atende aos critérios
estabelecidos no ATP, assegurando robustez, precisao e confiabilidade ao longo do ciclo de
vida do método. Os resultados obtidos demonstraram valores de recuperacdo compativeis com
os niveis de fortificacdo aplicados, situando-se préximos ao limite superior da faixa de
especificacdo (100%). Diante da robustez, consisténcia e desempenho analitico observados,
concluiu-se que os parametros definidos no DoE (Design of Experiments) sdo adequados para
adogdo como método definitivo, tanto para a construgdo das curvas analiticas quanto para o
preparo das amostras, assegurando confiabilidade e reprodutibilidade nos processos
subsequentes.

Palavras-chave: Impurezas elementares; ICP-MS; AQbD; ICH Q3D.
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Abstract

DEVELOPMENT OF AN ICP-MS METHOD USING AQbD FOR THE DETERMINATION
OF ELEMENTAL IMPURITIES IN INJECTABLE SOLUTIONS. The presence of elemental
impurities (EI) in medicines, such as heavy metals, represents a risk to human health due to
their high toxicity even at low concentrations, and to ensure patient safety, it is essential to carry
out a rigorous assessment of these contaminants. The international guideline ICH Q3D
(International Council for Harmonisation Guideline Q3D: Guideline for Elemental Impurities)
establishes PDE (Permitted Daily Exposure) limits based on toxicological data and the route of
drug administration. In addition, chapters of the USP (United States Pharmacopeia) describe
modern analytical techniques, such as ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry) and ICP OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry),
which allow for the detection and quantification of these impurities with high sensitivity,
constituting an effective quality control system. In view of the need to identify and control
inorganic contaminants originating from raw materials, manufacturing processes, equipment,
and packaging in the final product, this work aims to develop a safe and validated analytical
method using ICP-MS, through AQbD (Analytical Quality by Design), for the determination
of the 24 elemental impurities controlled by the guideline in injectable-matrix pharmaceuticals.
To achieve this objective, the ATP (Analytical Target Profile) was defined as a method capable
of quantifying IE in injectable solutions, with an average and individual recovery percentage
between 70 and 150%, RSD <20%, discovery curve scanning coefficient >0.99, and a detection
limit greater than 0.2 J pg/L. If the method is capable of quantifying the element at
concentrations equal to or lower than 30% of “J”, it may, in some cases, even eliminate the
need for continuous monitoring. Next, a cause-and-effect (Ishikawa) diagram was developed
with the aim of identifying the potential critical method parameters of the analytical procedure.
These parameters were subsequently classified according to their risk using the FMEA (Failure
Mode and Effects Analysis) tool, resulting in the selection of four experimental factors with the
greatest potential impact on the analytical response: nebulizer gas flow (L/min), plasma power
(W), acidity of the diluent solution (% HNOs), and sample dilution factor. These factors were
evaluated at three coded levels (-1, 0, +1), following an experimental design based on a CCD
(Central Composite Design), implemented using the statistical software Minitab. The study
generated a total of 155 experiments, aiming to model and understand variations in the
analytical response resulting from intentional changes in the selected parameters. This approach
sought to define the method’s MODR (Method Operable Design Region), within which

analytical performance meets the criteria established in the ATP, ensuring robustness,
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precision, and reliability throughout the method’s lifecycle. The results obtained showed
recovery values consistent with the applied spiking levels, falling close to the upper limit of the
specification range (100%). Given the robustness, consistency, and analytical performance
observed, it was concluded that the parameters defined in the DoE (Design of Experiments) are
suitable for adoption as the definitive method, both for constructing analytical calibration
curves and for sample preparation, ensuring reliability and reproducibility in subsequent
processes.

Keywords: Elemental impurities; ICP-MS; AQbD; ICH Q3D.
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1. INTRODUCAO

1.1. Introducao

As impurezas elementares sdo contaminantes inorganicos — metais e semimetais — que
podem ingressar nos medicamentos por maltiplas vias, incluindo matérias-primas, processos
produtivos, equipamentos, ambiente fabril e materiais de embalagem. Devido ao seu potencial
toxico, exigem avaliacdo e controle rigorosos. A diretriz ICH Q3D estabelece a estrutura de
gerenciamento de risco para essas impurezas, definindo limites de PDE com base em dados
toxicologicos e na via de administracdo, de modo a garantir que a exposi¢cdo do paciente
permaneca dentro de niveis seguros. Em conjunto, a USP orienta a industria na identificacdo,
avaliacdo e controle dessas impurezas por meio de trés etapas principais: 1) identificacdo das
possiveis fontes de contaminacdo; 2) comparacéo entre o PDE e a dose méxima diaria (DMD)
do produto; 3) analise dos resultados analiticos dos componentes e do produto acabado,
dispensando controle rotineiro quando a soma das contribuicGes for inferior a 30% do PDE. A
USP complementa esse arcabouco ao descrever procedimentos analiticos validados para
quantificacdo de impurezas elementares, recomendando técnicas modernas como ICP-MS e
ICP OES, devido a alta sensibilidade e capacidade multielementar.

O DoE é uma ferramenta estatistica essencial para o desenvolvimento e otimizacao de
metodologias analiticas e farmacéuticas, pois permite compreender de forma estruturada como
variaveis criticas influenciam as figuras de meérito de um método e, assim, otimizar seu
desempenho. Na industria farmacéutica, o DoE é amplamente aplicado tanto no
desenvolvimento de formulagdes, visando aprimorar eficicia e estabilidade, quanto na
validacdo de métodos analiticos, assegurando precisdo, exatidao e robustez na determinagéo de
impurezas e outros componentes.

Estudos como o de Lanot et al. demonstram a eficacia do DoE na otimizacéo da calibracao
interna em ICP-MS para 26 elementos. Utilizando um planejamento fatorial completo, os
autores avaliaram sistematicamente combinacdes de fatores — como fluxo de gas de
nebulizacdo, voltagem do defletor, poténcia de RF, parametros da célula de colisdo/reacao,
concentracdo do padréo interno e matriz — em trés niveis, cobrindo faixas de concentracdo de
10-8000 pg/L para os analitos e 1-2000 pg/L para os padrdes internos. O estudo evidenciou
que a escolha adequada do padrdo interno e a otimizacdo simultanea de multiplos parametros

aumentam significativamente a precisao e a confiabilidade das medi¢Ges multielementares. De



forma complementar, a dissertacao de Kilpeldinen reforca que o DoE é particularmente valioso
para otimizar métodos de ICP-MS, permitindo avaliar de maneira eficiente variaveis como
selecdo de padrdes internos, controle de interferéncias e ajustes de fluxo de gés. O autor destaca
que abordagens tradicionais de otimizagdo, baseadas em tentativa e erro, sdo lentas e pouco
eficazes, enquanto técnicas como planejamento fatorial e superficies de resposta possibilitam
identificar rapidamente condi¢fes experimentais ideais e compreender interacGes entre fatores.

Em sintese, os estudos convergem ao demonstrar que o0 DoE é uma ferramenta poderosa
para o desenvolvimento de métodos robustos em ICP-MS, promovendo maior sensibilidade,
precisdo e exatiddo, além de contribuir para a conformidade regulatéria e para a eficiéncia no
desenvolvimento analitico.

Na pratica, 0 AQbD utiliza o DoE para identificar e ajustar os CMAs e CPPs (Critical
Method Attributes; e Critical Process Parameters, respectivamente), e segundo Fukuda et al.,
0 AQbD segue etapas estruturadas, sendo elas: Definicdo do ATP, onde especifica o
desempenho esperado do método, guiando todas as decisdes subsequentes; Identificacdo dos
AMPC (Analytical Method Performance Characteristics), 0s atributos criticos que impactam
seletividade, sensibilidade e robustez; Analise de riscos, utilizando de ferramentas como FMEA
para identificar fatores que podem comprometer o desempenho; Aplicacdo do DoE para a
avaliacdo sistematica de variaveis e suas interacbes para estabelecer condi¢des Otimas;
Construcdo do Design Space analitico, definido como MODR, encontrando a faixa operacional
segura na qual o método mantém desempenho adequado; por fim, 0 monitoramento continuo
ao longo do ciclo de vida do método.

Reviews de Reid, Peraman e Ameen reforcam que o AQbD integra ferramentas
estatisticas, analise de risco e definicdo clara de ATP para reduzir variabilidade, aumentar a
consisténcia analitica e garantir conformidade regulat6ria, além de promover inovagdo e
eficiéncia.

No contexto deste trabalho, 0 AQbD — com énfase no DoE — serd aplicado ao
desenvolvimento e validacdo de um método ICP-MS para determinagdo de impurezas
elementares em solucbes e suspensdes injetaveis, incluindo formulagGes oftalmicas,

assegurando desempenho robusto e adequado as exigéncias regulatérias.



1.2. Revisdo bibliogréafica

1.2.1. Legislacéo

O presente projeto de mestrado fundamenta-se em um conjunto de legislac@es e diretrizes
nacionais e internacionais que estabelecem padrées de qualidade, seguranca e confiabilidade
para métodos analiticos e processos farmacéuticos. Entre elas, destacam-se a RDC (Resolucao
da Diretoria Colegiada) n°® 166/2017 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria),
o0s capitulos da Farmacopeia dos Estados Unidos (USP <232>, <233>, <730> e <1225>), além
das diretrizes do International Council for Harmonisation (ICH Q2 (R2), Q3D, Q8, Q9 e Q14).

A RDC 166/2017 constitui 0 marco regulatério brasileiro para validacdo de métodos
analiticos, definindo pardmetros como especificidade, precisdo, exatiddo, linearidade, limites
de deteccdo e quantificacdo, e robustez. Essa horma garante que os métodos empregados sejam
adequados ao uso pretendido e alinhados as exigéncias internacionais.

No &mbito da USP, o capitulo <232> estabelece os limites de impurezas elementares em
medicamentos, enquanto o <233> descreve 0s procedimentos analiticos recomendados para sua
determinacdo, com destaque para técnicas modernas como ICP OES e ICP-MS. O USP <730>
complementa esse conjunto ao detalhar os fundamentos das metodologias espectroquimicas de
plasma, essenciais para a quantificacdo de metais em niveis trago. Ja 0 USP <1225> apresenta
os principios de validagdo de métodos compendiais, reforcando a necessidade de comprovar a
confiabilidade e adequacéo dos procedimentos analiticos.

As diretrizes do ICH ampliam essa base normativa. O ICH Q2 (R2) trata da validacéo de
métodos analiticos, em estreita correlacdo com a RDC 166 e 0 USP <1225>, estabelecendo
pardmetros universais de desempenho. O ICH Q3D aborda especificamente as impurezas
elementares, definindo limites de exposicdo diéria e estratégias de controle, em consonancia
com os capitulos USP <232> e <233>. O ICH Q8 introduz o conceito de QbD (Quality by
Design), incentivando uma abordagem cientifica e preventiva no desenvolvimento
farmacéutico. O ICH Q9 complementa essa visdo ao estabelecer principios de gestdo de risco
da qualidade, integrando ferramentas para identificar e mitigar potenciais falhas nos processos.
Por fim, o ICH Q14 traz diretrizes para o desenvolvimento de métodos analiticos, conectando-
se diretamente ao Q2 ao fornecer a base cientifica para validacéo, e reforcando a importancia
da robustez e da compreensdo do design space analitico.

Em conjunto, essas legislaces e guias formam um arcabouco regulatério sélido e

harmonizado, que assegura a qualidade dos medicamentos e a confiabilidade dos métodos



analiticos. A correlacdo entre normas nacionais (RDC 166), capitulos da USP e diretrizes do
ICH demonstra a convergéncia internacional em torno de praticas cientificas e regulatorias,

constituindo o alicerce teérico e metodoldgico deste projeto de mestrado.
1.2.2. Caracterizagdo das impurezas

De acordo com o capitulo USP <232>, as impurezas elementares sdo classificadas em
duas grandes categorias: como catalisadores residuais ou como contaminantes ambientais.
Essas impurezas podem estar presentes em substancias ativas, excipientes ou produtos
farmacéuticos acabados, sendo introduzidas de maneira natural, intencional ou até mesmo
inadvertida, por exemplo, através de equipamentos de processamento ou sistemas de
embalagem.

Os catalisadores residuais correspondem a metais utilizados em processos de sintese
guimica que podem permanecer no produto final. J& os contaminantes ambientais sdo elementos
toxicos que entram em contato com o medicamento por meio da &gua, do ar, do solo ou dos
equipamentos de fabricacdo. Entre os elementos, os considerados mais criticos devido ao seu
potencial toxico pela USP, sdo:

e Arsénio (As): metaloide encontrado em minerais, 4gua e alimentos. E bioacumulativo e
praticamente todos os seus compostos sdo toxicos. Ele atua como inibidor da respiragéo celular,
acumulando-se nas mitocondrias e comprometendo a sintese proteica. A exposicdo pode
ocorrer por via oral ou respiratoria. Os efeitos incluem lesGes cutdneas, problemas
gastrointestinais, neuropatias e risco aumentado de cancer. A dose letal é relativamente baixa,
cerca de 0,07 g/kg (ANTONIO, 2014);

e Cadmio (Cd): O cadmio é obtido como subproduto da fundicio de zinco e chumbo. E
muito estavel no ambiente e tem meia-vida biolégica de até 30 anos, acumulando-se
principalmente nos rins e figado. A principal fonte de exposicdo é a dieta e o tabaco. Seus
efeitos tdxicos incluem disfuncéo renal, problemas respiratérios, osteoporose e risco de cancer.
Por ser eliminado lentamente, mesmo pequenas exposi¢des crénicas podem gerar danos graves
(ROCHA, 2008/2009);

e Chumbo (Pb): O chumbo é amplamente distribuido no ambiente devido a atividades
industriais e uso histérico em tintas e combustiveis. Ele se acumula nos 0ssos e tecidos moles.
A intoxicacdo por chumbo, chamada plumbismo, pode causar anemia, hipertensdo,
encefalopatia, danos renais e déficits cognitivos, especialmente em criancas. Mesmo niveis

baixos de exposicdo estdo associados a prejuizos no desenvolvimento neuroldgico. O



tratamento envolve cessar a exposicao e, em casos graves, usar agentes quelantes (ROCHA,
2008/2009);

e Mercurio (Hg): O mercurio existe em trés formas principais — metéalico, inorgénico e
organico (como o metilmercurio). Todas sdo toxicas, mas o metilmercurio é 0 mais perigoso,
acumulando-se na cadeia alimentar, especialmente em peixes. Os efeitos incluem danos
neurologicos, tremores, perda de memoria, alteragdes cognitivas e problemas renais. A
Organizacdo Mundial da Saude considera o mercdrio um dos dez produtos quimicos de maior
preocupacao para a satde publica (ROCHA, 2008/2009).

O capitulo estabelece que o controle das impurezas elementares deve ser fundamentado
nos limites de PDE, definidos em funcdo da toxicidade intrinseca de cada elemento e da via de
administracdo do medicamento, seja oral, parenteral, inalatéria ou cutanea. A abordagem
adotada € baseada em avalia¢do de risco, impondo ao fabricante a obrigacdo de identificar e
analisar o potencial de introdugédo dessas impurezas em todas as etapas do processo produtivo,
assegurando que as concentragfes permane¢am abaixo dos limites considerados seguros para o
paciente. Além disso, o capitulo prevé que outras impurezas relevantes (Classe 2A, 2B, 3)
também sejam contempladas na avaliacdo de risco, de acordo com a estratégia de controle
estabelecida e o tipo de analise empregada, garantindo uma gestdo abrangente e sistematica da
qualidade.

1.2.3. ICP-MS e ICP OES

A técnica de ICP-MS e a de ICP OES sdo métodos analiticos amplamente utilizados para
a determinacdo de impurezas elementares em diferentes matrizes, como medicamentos,
alimentos e amostras ambientais. Ambas se baseiam na utilizagdo de um plasma indutivamente
acoplado como fonte de excitacdo ou ionizacdo, mas diferem no principio de deteccdo e na
sensibilidade alcancada.

No ICP-MS, os 4&tomos presentes na amostra sdo ionizados no plasma e posteriormente
separados e detectados de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z). Essa técnica apresenta
altissima sensibilidade, capaz de detectar concentracBes na faixa de partes por trilhdo (ppt),
sendo especialmente indicada para elementos toxicos que precisam ser monitorados em niveis
ultratraco, como arsénio, cddmio, chumbo e mercurio. Além disso, o ICP-MS permite a analise
multielementar simultanea e a identificacdo de is6topos, o que amplia suas aplicacdes em

estudos de rastreabilidade. Entretanto, trata-se de um metodo de maior custo e complexidade



operacional, exigindo maior qualificacdo técnica e cuidados adicionais para evitar
interferéncias espectrais e de matriz.

J& 0 ICP OES baseia-se na emisséo Optica caracteristica dos atomos excitados no plasma,
que liberam radiacdo ao retornarem ao estado fundamental. Essa radiacdo € medida em
comprimentos de onda especificos, permitindo a quantificacdo dos elementos presentes. O ICP
OES apresenta boa sensibilidade, geralmente na faixa de partes por bilhdo (ppb), suficiente para
muitas aplicacdes regulatorias e industriais. E uma técnica mais acessivel em termos de custo e
operacdo, sendo bastante utilizada em anélises de rotina. Contudo, possui limites de detec¢éo
mais altos em comparagdo ao ICP-MS e ndo permite a diferenciacdo isotopica, 0 que restringe
seu uso em situacdes que exigem maior sensibilidade ou rastreabilidade.

Em sintese, ambas as técnicas se complementam: o ICP OES é indicado para anélises de
rotina e concentra¢cdes moderadas de metais, enquanto o ICP-MS é indispensavel quando se
exige maior sensibilidade e rastreabilidade isotopica. A escolha entre uma ou outra depende
dos objetivos da analise, dos limites regulatérios aplicaveis e dos recursos disponiveis no

laboratério.

1.2.4. Padréo interno e isétopos

Na técnica de ICP-MS, a definicdo dos padrdes internos é uma etapa essencial para
garantir que os resultados ndo sejam distorcidos por variagfes instrumentais, efeitos de matriz,
e interferéncias ndo espectrais. Os padrdes internos sdo elementos adicionados em concentracédo
conhecida as amostras, aos brancos e as solucdes de calibracdo, com a funcao de corrigir
variacGes que podem ocorrer durante o processo analitico, como flutuagbes no plasma,
instabilidades no sistema de nebulizag&o, interferéncias de matriz ou deriva instrumental.

A escolha adequada desses padrdes deve seguir alguns critérios fundamentais. Em
primeiro lugar, o elemento selecionado ndo deve estar presente naturalmente na amostra ou nos
reagentes utilizados, evitando contaminacGes e sobreposi¢cdo de sinais. Além disso, é
importante que o padrdo interno possua propriedades fisico-quimicas semelhantes as dos
analitos de interesse, como massa atdmica e energia de ionizagao proximas, de modo que ambos
sofram efeitos semelhantes no plasma e no sistema de deteccao.

Outro ponto relevante é a distribuicdo dos padrdes internos ao longo da faixa de massas
analisadas. Em geral, utiliza-se um conjunto de padrdes que “cercam” os analitos em diferentes
regides do espectro, garantindo correcdo adequada para elementos leves, médios e pesados. Por

exemplo, o escandio (Sc) ou o germanio (Ge) podem ser usados para elementos leves; o itrio



(YY) ou o indio (In) para elementos de massa intermediaria; e o bismuto (Bi), iridio (Ir) ou a
platina (Pt) para elementos pesados.

Na prética, os padrdes internos sdo adicionados (quando constatada necessidade) em
concentragcOes baixas, geralmente na faixa de microgramas por litro, suficientes para gerar
resposta instrumental estavel sem saturar o detector. Eles devem ser preparados na mesma
matriz quimica das amostras e solucGes de calibragédo, assegurando que os efeitos de acidez e

sais sejam igualmente corrigidos.

A escolha do is6topo de cada elemento deve equilibrar trés critérios principais:
abundancia natural suficiente para gerar bom sinal; minima suscetibilidade a interferéncias
espectrais (poliatdmicas, isobaricas, 6xidos metalicos (MO*) e ions duplamente carregados); e
compatibilidade com o modo de operacgéo (sem célula, com hélio como gas de colisdo, ou com
gases reativos como H2/O.). A decisdo é sempre contextual: depende da matriz, dos reagentes
(especialmente HCI e HNOs3), da faixa de concentracdo esperada e do desempenho do
instrumento (limite de deteccéo, resolucdo de massa e comportamento do detector).

A abundancia natural orienta a preferéncia por isétopos majoritarios para maximizar
sensibilidade, desde que ndo sejam dominados por interferéncias. Quando o is6topo mais
abundante sofre interferéncia significativa, migra-se para um isdtopo secundario com menor
interferéncia, aceitando uma perda controlada de sensibilidade.

As interferéncias poliatbmicas comuns em ICP-MS derivam do argdnio do plasma e de
espécies formadas na matriz acida: ArO*, ArH*, ArCI*, NO*, CIO", além de 6xidos/hidretos do
proprio analito (M*™H, MO™). Exemplos praticos que guiam a selecdo: para cromo, *2Cr pode
sofrer interferéncia do “°Art2C*, assim sendo viavel usar o **Cr quando necessario; para arsénio,
>As sofre “°Ar®Cl*, sendo comum operar com gas reativo (Hz) ou selecionar condicdes que
reduzam CI; para selénio, 8Se/®°Se/®?Se apresentam diferentes perfis de interferéncia (Arz, Kr),
escolhendo-se o is6topo de melhor compromisso conforme a matriz; para cadmio, **Cd pode
ser afetado por SnO*, preferindo-se **'Cd ou *2Cd; para chumbo, 20¢/207208ppy s30 vigveis, com
208pp frequentemente escolhido pela abundancia, desde que ndo haja sobreposigio de 6xidos de
elementos da matriz; para mercurio, 2%Hg e 2°°Hg s&o escolhas comuns, com estabilizacio
quimica (por exemplo, adicdo de Au) para reduzir memoria e perdas.

O modo da célula de colisdo/reacdo influencia a selecdo: com hélio (KED - Kinetic
Energy Discrimination), a separacéo por energia cinética reduz poliatdmicos de forma ampla,
permitindo usar isétopos mais abundantes mesmo em matrizes desafiadoras; com Hz ou O,

interferéncias especificas (como ArCl™ para As/Se) podem ser suprimidas, habilitando o



monitoramento do isétopo monoisotopico principal com boa sensibilidade. Ademais, as
estratégias de mitigacédo de interferéncias podem seguir duas rotas distintas: on mass, em que 0
analito é monitorado em seu proprio nimero de massa apds a remocgao ou discriminacao das
espécies interferentes, e mass shift, em que o analito reage com o gas da célula formando um
ion de produto em uma massa diferente daquela da interferéncia. No modo on mass, a eficiéncia
depende da capacidade do gas de colisdo ou reacdo em reduzir seletivamente os ions
poliatdmicos sem afetar significativamente o sinal do analito. J4 no modo mass shift, a escolha
do gas reativo é critica, pois deve promover uma reacdo previsivel e quantitativa, deslocando o
analito para uma massa livre de interferéncias. Essa abordagem amplia a flexibilidade analitica
do ICP-MS, permitindo tanto a supresséo direta de interferéncias quanto a exploracéo de canais
alternativos de deteccdo com elevada seletividade e sensibilidade.

A escolha também deve considerar o comportamento do detector: evitar faixas onde o
detector sature (em elementos majoritarios) e ajustar tempos de permanéncia (dwell time) para
manter precisao estatistica sem comprometer o tempo total de varredura.

Em termos praticos, esse processo garante que a escolha de is6topos sustente resultados

robustos e rastreaveis, adequados as exigéncias regulatérias para impurezas elementares.

125 AQbD

1.2.5.1. ATP (Analytical Target Profile)

O ATP, conforme estabelecido pelo guia ICH Q14, é um conceito central no
desenvolvimento moderno de métodos analiticos. Ele consiste em uma declaracdo clara e
objetiva que define o propdsito do método, o analito ou parametro a ser medido e 0s requisitos
minimos de desempenho que devem ser atendidos para que o procedimento seja considerado
adequado, comumente sendo o primeiro passo no desenvolvimento da metodologia analitica.

Na prética, o ATP funciona como um direcionador estratégico: descreve o que o método
precisa alcancar em termos de precisdo, exatiddo, especificidade, limites de deteccdo e
quantificacdo, além de robustez. Assim, o desenvolvimento analitico deixa de ser apenas uma
busca por condigdes instrumentais e passa a ser guiado por objetivos cientificos e regulatorios
bem definidos.

Esse conceito traz beneficios importantes. Ele garante que diferentes abordagens
metodoldgicas possam ser aceitas pelas autoridades regulatorias, desde que cumpram oS

requisitos estabelecidos no ATP, promovendo flexibilidade e inovacdo, garantindo que o0s



resultados obtidos sejam confiaveis e sustentem a qualidade e a seguranca dos medicamentos,
reforcando o papel da ciéncia aplicada na construcdo de processos analiticos modernos e

consistentes.
1.2.5.2. Diagrama de causa e efeito (Ishikawa)

O diagrama de causa e efeito, também chamado de diagrama de Ishikawa ou espinha de
peixe, € uma ferramenta utilizada para identificar e organizar de maneira sistematica os fatores
que podem influenciar um resultado ou problema especifico. No contexto do ICH Q14, esse
diagrama é aplicado ao desenvolvimento de métodos analiticos, permitindo uma visdo ampla e
estruturada das variaveis que podem impactar o desempenho do procedimento.

De acordo com o ICH Q14, o uso do diagrama de Ishikawa auxilia na compreensao das
possiveis fontes de variacdo que afetam atributos criticos de desempenho do método, como
precisdo, exatiddo, especificidade, limites de deteccdo e robustez. O “efeito” representado no
diagrama corresponde ao resultado analitico desejado ou ao problema identificado, enquanto as
“causas” sdo distribuidas em categorias que abrangem diferentes aspectos do processo. Entre
essas categorias, podem ser incluidos fatores relacionados aos equipamentos, aos materiais e
reagentes, as condi¢cdes do método, aos operadores e ao ambiente de trabalho.

Ao organizar essas causas de forma visual, o diagrama facilita a analise de riscos e a
tomada de decisdo, permitindo que o desenvolvimento do método seja conduzido com base em
ciéncia e gestdo da qualidade. Essa pratica se conecta diretamente ao ICH Q9, reforcando a
importancia de identificar e mitigar riscos desde as etapas iniciais do desenvolvimento analitico,
contribuindo para que o procedimento seja desenvolvido de forma robusta, atendendo ao ATP
e garantindo resultados confidveis, em conformidade com os padrGes regulatorios

internacionais.
1.2.5.3. FMEA (Failure Mode and Effects Analysis)

A FMEA, ou Anélise de Modos de Falha e seus Efeitos, € uma ferramenta de qualidade
utilizada para identificar, avaliar e priorizar riscos em processos, produtos ou métodos
analiticos. Sua aplicacdo é especialmente relevante na industria farmacéutica, pois permite
antecipar falhas potenciais e implementar medidas preventivas que aumentem a confiabilidade

dos resultados e a seguranca dos pacientes.
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O método consiste em listar os possiveis modos de falha de um processo ou procedimento,
analisar os efeitos que essas falhas podem causar e identificar suas causas provaveis. Cada falha
é entdo avaliada segundo trés critérios: severidade, que mede o impacto da falha; ocorréncia,
que indica a probabilidade de ela acontecer; e detecgéo, que avalia a capacidade de identificar
a falha antes que gere consequéncias. A multiplicacdo desses trés fatores resulta no RPN (Risk
Priority Number), que permite classificar e priorizar as falhas mais criticas.

Ao aplicar a FMEA em métodos analiticos, € possivel identificar vulnerabilidades e
priorizar agdes corretivas, o que contribui para o desenvolvimento de métodos analiticos mais
robustos e confiaveis, garantindo conformidade regulatoria e sustentando a qualidade dos

medicamentos.

1.2.5.4. DoE

O DoE é uma ferramenta estatistica fundamental dentro da abordagem de AQbD, aplicada
ao desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos. No contexto do AQbD, o DoE permite
planejar e conduzir experimentos de forma estruturada, possibilitando avaliar simultaneamente
multiplos fatores que influenciam o desempenho de um método e compreender suas interagoes.

Ao contrario de abordagens tradicionais, que frequentemente testam uma variavel por
vez, 0 DoE promove uma visdo mais abrangente e eficiente. Ele possibilita identificar quais
parametros sdo criticos para a qualidade analitica, definir o design space do método e
estabelecer condicdes operacionais robustas. Dessa forma, o desenvolvimento analitico deixa
de ser empirico e passa a ser guiado por ciéncia e estatistica, em consonancia com o0s principios
do ICH Q14 e do ICH Q8.

Durante a etapa de validacdo de métodos, o0 DoE desempenha papel fundamental na
verificacdo da consisténcia do desempenho dentro do espago de operagéo estabelecido. Essa
abordagem permite confirmar que o método atende ao ATP em diferentes condicOes
experimentais, assegurando que pequenas variacdes ndo comprometam a confiabilidade dos
resultados. Como consequéncia, é possivel definir o MODR, que incorpora os intervalos dos
parametros avaliados, desde que todos permanecam dentro da regido validada, comprovando

assim a robustez e a aplicabilidade do método analitico.



11

2. OBJETIVO

2.1

Objetivos gerais

Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por ICP-MS, com o auxilio da

ferramenta AQbD, para determinacdo de impurezas elementares em solucdes injetaveis com

DMD < 20 gramas para os elementos: Prata (Ag), Arsénio (As), Ouro (Au), Bario (Ba), Cadmio
(Cd), Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Iridio (Ir), Litio (Li), Molibdénio
(Mo), Niquel (Ni), Osmio (Os), Paladio (Pd), Platina (Pt), Rodio (Rh), Ruténio (Ru), Antimonio
(Sb), Selénio (Se), Estanho (Sn), Téalio (TI), Vanadio (V), e DMD < 10 gramas para o elemento

chumbo (Pb), considerando os limites da via parenteral, de acordo com o Guia ICH Q3D, para

abranger a maior gama de farmacos do portifélio da empresa com finalidade de internalizagéo

da analise de risco.

2.2,

Obijetivos especificos

Aplicar a abordagem AQbD na definicdo do QTPP (Quality Target Product Profile),
identificacdo dos CQAs (Critical Quality Attributes) e selecdo dos CPPs relevantes
para a analise de impurezas elementares.

Estabelecer e validar metodologia por ICP-MS para quantificacdo dos elementos Ag,
As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl, Ve
Pb em solucdes injetaveis, considerando os limites de DMD (< 20 g para os elementos
listados e < 10 g para Pb).

Implementar estratégias de supressao de interferéncias espectrais (via modos de célula
de colisdo/reacdo, rotas on mass e mass shift) para garantir seletividade e sensibilidade
adequadas na determinacédo dos analitos.

Avaliar e mitigar efeitos de matriz por meio da utilizacdo de padrdes internos e
otimizacdo das condi¢des instrumentais, assegurando precisdo e exatiddo dos
resultados.

Validar o método analitico segundo critérios de linearidade, limites de deteccdo e
quantificacdo, precisdo, exatidao, robustez e especificidade, em conformidade com
guias internacionais (ICH Q3D, ICH Q2(R1)).
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e Documentar e consolidar a metodologia para uso interno, ampliando a capacidade da
empresa em realizar analises de risco de impurezas elementares em seu portfolio de

farmacos injetaveis.

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Definicdo do ATP

Este projeto tem como prioridade determinar a recuperacao das 24 impurezas elementares
listadas no guia ICH Q3D em matriz injetavel, com limite de quantificacdo adequado para
garantir conformidade com os PDE estabelecidos e, para alcancar este objetivo, foi definido
como ATP método capaz de quantificar as IE em solucBes injetaveis, atendendo as
especificaces conforme USP <730>.

Entre os critérios estabelecidos para o desempenho do método estdo: percentual de
recuperacdo média e individual entre 70 e 150%, DPR menor ou igual a 20%, coeficiente de
correlacdo da curva de calibracdo igual ou superior a 0,99, além de limite de deteccdo superior
a 0,2J* (USP <730>).

Dessa forma, o projeto busca garantir que 0 método analitico desenvolvido seja robusto,
confidvel e em conformidade com as exigéncias regulatorias internacionais, assegurando a

qualidade e a seguranca das solucdes injetaveis avaliadas.

*Célculo do J conforme USP <233>

ﬂX% = Conc. (ug/L)

DMD

Onde:

PDE é o limite maximo de exposicao diaria permitida a uma IE, expresso em pg/Dia, que pode
ser ingerido ou administrado a um paciente sem causar risco significativo a salde;

DMD corresponde a quantidade total de medicamento que pode ser administrada a um paciente
em um periodo de 24 horas, conforme indicado na bula ou no regime terapéutico estabelecido,
expresso em g/Dia;

m é a massa de amostra pesada em grama (g);

V € o volume final de diluicdo da amostra em litros (L);
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Conc. (ng/L) é comumente adotada como o valor de especificagdo do método analitico, sendo
considerada o ponto de referéncia correspondente a 100% da resposta analitica. Esse valor é
definido como equivalente a 1J da curva de calibracdo, representando o nivel de quantificacéo
estabelecido para assegurar a conformidade do método com os critérios de desempenho e a

rastreabilidade dos resultados obtidos.
3.2. Elaboracdo do diagrama de Ishikawa

As principais causas associadas a invalidacdo dos testes do metodo foram identificadas e
organizadas nas diferentes categorias do diagrama de causa e efeito (Ishikawa). Nesse modelo,
as caixas externas representam as fontes primarias de problemas, enquanto as linhas conectoras
indicam os fatores contribuintes detectados em cada categoria.

Na sequéncia (figuras 1 a 7), sdo apresentados os diagramas que ilustram 0s possiveis
problemas encontrados nos testes de linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade, robustez,
limite de quantificacdo e limite de deteccdo, evidenciando de forma sistematica os pontos

criticos que podem comprometer a confiabilidade dos resultados e a conformidade regulatéria.

Amostra Metodo Equipamento
Calibragéo mtema . . -
Interferéncias 1sobarica Ca]slbrafgj:;zdegﬂuadia
d et Limite d tificacs Ens] e tector
Prepara da amostra e g qua.nl ] cacee ) Estabilidade do instrumento
Meatriz complexa Eszcolha do isdtopo menitorado Configuragio do plasma
Tempo de contagem RESULTADOS NAD
LINEARES NA
ANALISE DE ICP-MS
PUIE_Z‘& '1'35 reagentes Tremamento insuficiente Contaminagdo ambiental
Contaminagdo dos reagentes Interpretagio errénea Controle de temperatura & umidade
Padrées de referéneia Fluxe de trabalho inadequado

Reagente Pessoal Ambiente

Figura 1. Causas dos possiveis resultados ndo lineares na quantificagdo dos elementos por ICP-MS.
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Amostra Metodo

Calibragdo madequada
Senszibilidade do detector
Estabilidade do nstrumento
ConfiguragZo do plasma

Calibragdo interna
Interferéncia 1zobérica

Preparo da amostra
Matriz complexa

Tempo de contagem

RESULTADOS
IMPRECISOS NA
ANALISE DE 1CP-MS
Pureza dos reagentes Contaminacio ambientzl
Contamimaco dos reagentes Confrole de temperatura & umidade
Padrdes de referéneia Fluxo de trabalho imadequado
Reagente
Figura 2. Causas dos possiveis resultados imprecisos na quantificagdo dos elementos por ICP-MS.
Metodo Equipamento
Calibragéo interma
Interferéncias 1zchéarica Calibragio inadequada
Preparo da amostra Limite de quantificacZo Corregdo da deriva instnumental
Matriz complexa Escolha do isdtopo monitorada Configuragio do plasma
Tempo de contagem RESULTADOS SFM
EXATIDAO NA
ANALISE DE ICPMS
Fureza dos reagentes Treinamento insuficiente Contaminagio ambiental
Contaminagio dos reagentes InterpretagZo emrdnea Controle de temperatura e umidade
Padrées de referéncia Fluxo de trabalho inadequado
Reagente Pessoal Ambiente
Figura 3. Causas dos possiveis resultados sem exatidao na quantificacdo dos elementos por ICP-MS.
Amostra Meétodo
Calibragdo inadequada
Interferéncias isobarica Controle dos parimetros instrumentais
Configurago do plasma
RESULTADOS SEM
ROBUSTEZ NA
ANALISE DE ICP-MS

Pureza dos reagentes Contaminagdo ambiental
Contaminagdo dos reagentes Confrole de temperatura & umidade
Padrdes de referéncia Diferentes analistas Fluxo de trabalho inadequado

Reagente Pessoal Ambiente

Figura 4. Causas dos possiveis resultados sem robustez na quantificacdo dos elementos por ICP-MS.



15

Amostra Meétodo

Sensibilidade do detector
Software de corregio de interferéncias
ConfiguragZo do plasma

RESULTADOS SEM
SELETIVIDADE NA
ANALISE DE ICP-MS
Pureza dos reagentes Contaminagio ambiental
Contaminagdo dos reagentes Controle de temperatura & umidade
Padrdes de referéncia Fluxe de trabalho inadequado

Reagente Pessoal Ambiente

Figura 5. Causas dos possiveis resultados sem seletividade na quantificacdo dos elementos por ICP-MS.

Amostra Metodo

Ruido de fundo

Calibragfo inadequada

Sensibilidade do detector

Software de corregéo de interferéncias
Configwragio doplasma  prory 14n0S FORA DA ESPECIFICACAO

PARA 05 LIMITES DE QUANTIFICACAO
NA ANALISE DE ICP-MS
Pureza dos reagentes Contaminagio ambiental
Contaminagdo dos reagentes Confrole de temperatura & umidade
Padrées de referéneia Fluxo de trabalho inadequade

Reagente Pessoal Ambiente

Figura 6. Causas dos possiveis resultados de limite de quantificacdo fora da especificacdo na quantificacdo dos elementos
por ICP-MS.

Amostra Metodo

Calibragso mterma
Interferéncias izobarica

Ruido de findo

Calibragdo inadequada
Sensibilidade do detector
Confisuracio do plzsma

Tempo de contagem

RESULTADOS FORADA ESPE(III'I_C&CﬁO
PARA 05 LIMITES DE DETECCAO NA

ANALISE DE ICP-MS
Pureza dos reagentes

Contaminacdo dos reagentes
Padrdes de referéncia

Contaminacdo ambiental

Controle de temperatura & umidade
Fluxo de trabalho inadequado

Reagente

Pessoal

Ambiente

Figura 7. Causas dos possiveis resultados de limite de deteccdo fora da especificagdo na quantificacdo dos elementos por
ICP-MS.
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Em sequéncia, ap6s a identificacdo das principais causas de invalidagdo dos testes por

meio do diagrama de Ishikawa, foi conduzida uma analise sistematica utilizando a ferramenta

FMEA. Essa abordagem permitiu transformar os potenciais problemas levantados nos

diagramas do item 3.2. em modos de falha especificos, avaliando seus efeitos, causas e

mecanismos associados.

A aplicacdo da FMEA possibilitou a atribuicdo de valores de severidade, ocorréncia e

deteccdo a cada modo de falha, resultando no calculo do RPN. Com isso, foi possivel priorizar

0s riscos mais criticos e direcionar a¢des corretivas e preventivas de forma estruturada.

A Tabela a seguir apresenta os resultados dessa anélise, consolidando os modos de falha

identificados, seus impactos potenciais no desempenho do método e as medidas propostas para

mitigacdo, garantindo maior robustez e confiabilidade ao processo analitico.

Tabela 1. Tabela FMEA (Failure Mode and Effects Analysis).

Informacoes da falha

Classe de risco

Modo de NPR Acdes planejadas
falha Efeito da falha Causa da falha Severidade | Ocorréncia | Detecgdo
Utilizar padrdes certificados para ajustar as
_Callbragao Falta de calibragéo regular. 10 3 2 60 condigdes experimentais para a matriz da
inadequada amostra e utilizar brancos adequados para
confirmar a calibracdo adequada.
Desenvolver condicdes otimizadas do plasma
Configuragéo Ajuste incorreto da energia do plasma 10 4 2 80 (fluxo de gas, poténcia de RF etc.) garantem que
do plasma e fluxos de gés. os analitos sejam eficientemente ionizados,
reduzindo a formacéo de espécies interferentes.
Controle de Variacdes no fluxo de gases. poténcia A otimizacéo e a manutencéo regular do
parametros ¢ : gases, p 9 3 2 54 equipamento ajudam a reduzir as instabilidades
. B de RF ou alinhamento da tocha. a
instrumentais destes parametros.
Correcéo da x . O uso de padrdes internos e verificacdes
d Sem correcdo, a deriva causa erros o PR L o%
deriva . i 7 1 3 21 perioddicas da calibragdo ajudam a minimizar este
. sistematicos nos resultados. )
instrumental efeito.
Oscilacdes no fluxo do plasma,
poténcia de RF ou fluxo de gés de
- nebulizagéo, assim como sujeira nos A manutencao/limpeza regular do instrumento
Estabilidade do . o e
? cones, desgaste da tocha ou 9 3 2 54 garante maior estabilidade e preciséo dos
instrumento
problemas com o detector podem resultados.
causar respostas inconsistentes,
prejudicando o resultado da andlise.
Falha nos Um alto nivel de ruido de fundo afeta Trabalhar em ambientes livres de contaminagédo
critérios de Ruido de fundo o limite de quantificagéo e limite de 8 2 1 16 e usar reagentes ultrapuros ajuda a minimizar o
validacédo deteccdo do método. ruido de fundo.
analitica. Detectores que atingem saturagdo
- (nivel maximo de resposta) podem A calibragéo do detector deve ser ajustada para
Sensibilidade P ! : . . h
causar limitacdes e desvios na 8 2 1 16 evitar perdas de linearidade em faixas elevadas
do detector A ~ ”
sensibilidade ou resolugéo do de concentragdo.
instrumento.

Software de Utilizar sof~twares espgc_lallzados para aplicar

~ N corregdes matematicas para resolver

corregéo de Tratamento erroneo dos dados. 6 1 3 18 . o e

. g interferéncias e aumentar a seletividade do
interferéncias .
método.
A auséncia de padrdes internos pode Padrdes internos podem ajudar a melhorar a

Padronizacéo levar a desvios causados por precisdo e reduzir o limite de deteccéo,

- L . - 6 1 1 6 L ~

interna variagdes instrumentais ou efeitos de corrigindo flutuagdes no desempenho do ICP-

matriz. MS.

Escolha do Isdtopos sujeitos a interferéncias Escolha o is6topo mais livre de interferéncias
o espectrais apresentam maior essencialmente para garantir a resposta
isotopo o 6 1 1 6 . N x

. probabilidade de comprometer o proporcional & concentracéo do elemento

monitorado e . .

resultado da anélise. investigado.

O uso de células de colisao/reagdo ou corre¢des

I Interferéncias ndo corrigidas podem matematicas ajuda a minimizar esses efeitos.

Interferéncias - P
A alterar a resposta do analito em 7 1 1 7 Gases como He, H2 ou O2 reagem com espécies

isobéricas - ~ p P
diferentes concentragdes. interferentes ou reduzem sua energia cinética,
melhorando a seletividade.
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Informacoes da falha

Classe de risco

Modo de NPR Acoes planejadas
falha Efeito da falha Causa da falha Severidade | Ocorréncia | Detecgdo
Faixas muito amplas podem levar a
- perda de linearidade nas Definir uma faixa dindmica adequadra ajuda a
Limite de . ~ . e . . PO
e extremidades (concentragdes muito 6 2 1 12 quantificar tanto analitos em baixos niveis
quantificagdo K : - .
baixas ou muito altas) e erros quanto em concentragfes mais altas.
considerveis na exatidéo.
A escolha entre o tipo de célula de . . . x
Modo de colisio/reacio pode afetar Investigar qual a melhor células de coliséo a ser
operagdo do diretamente a se%eti\?idade e o limite 9 2 1 18 utilizada para aumentar a seletividade
instrumento e . minimizando interferentes.
de quantificacdo do método.
Tempos curtos podem gerar sinais
ruidosos e imprecisos, especialmente
Tempo de em concentragdes baixas e tempos 8 1 3 24 Ajustar o tempo de integragéo para cada analito
contagem longos em altas concentragdes pode melhorar a precisao.
podem saturar o detector, causando
desvios.
Matrizes complexas podem causar
Matriz efeitos de supressdo ou realce, A diluicdo da amostra ou a compatibilizagéo
. 10 4 2 80 L P ?
complexa desviando a resposta da curva de de matriz ajudam a minimizar esses efeitos.
calibracdo.
Diluigdes mal realizadas ou erros na O uso de reagentes ultrapuros e equipamentos
pesagem podem gerar variacdes f 9 P quipam
Preparo da entre as réplicas. desvios na relacio 9 4 3 108 limpos reduz as chances de contaminacéo e o
amostra phicas, G preparo correto conforme método, garante
concentragao-resposta podendo veracidade nos resultados obtidos
comprometer os resultados. )
Contaminagdes geram respostas
— artificiais que podem desviar a curva .
Contaminacéo de calibragio e aumenta a 8 3 2 48 Uso de brancos e reagentes ultrapuros ajudam a
F_a|,h§ nods dos reagentes variabilidade dos resultados, prevenir esse problema.
CI’I[I(?(I;IOS~ € prejudicando a precisdo.
validagao Padrdes de . Utilizar padres com alto grau de pureza é
analitica. P Desvio nos resultados. 7 3 3 63 o o
referéncia cruciais para uma boa resposta analitica.
Pureza dos Padrdes contaminados ou Utilizar materiais de referéncia certificados
degradados causam desvios nos 8 3 1 24 (CRMs). Ou purificar internamente com o
reagentes : A g
resultados. equipamento de destilagdo de &cido adequado.
Treinamento Falta de capacitagdo dos operadores Capacite a equipe para operagéo do equipamento
L para operar o ICP-MS ou preparar 6 1 1 6 P quipe p perac quip
insuficiente e devido preparo das amostras.
amostras.
Interpretacdo Mé compreenséo dos resultados ou 6 1 1 6 intg;’;?g:f;:ﬁlg;ge ig:;aecogrg rt%ergidc:s e
errdnea dos requisitos do ICH Q3D. h P p
interpretar os resultados.
Diferentes A comunicacdo clara e o registro detalhado dos
analistas Meétodo sem reprodutibilidade. 9 3 1 27 resultados sdo cruciais para identificar e corrigir
inconsisténcias de forma eficaz.
Utilize cabines de fluxo laminar ao preparar
Contaminagéo Presenca de elementos trago no ar ou solugBes ou amostras. Mantenha o ambiente livre
. o P 8 1 5 40 A o
ambiental nas superficies do laboratério. de poeira e fontes de vapores &cidos. Usar
reagentes de pureza elevada.
Manter a sala do equipamento climatizada
Controle de Alteragdes que podem afetar a egaiggumr::g 0 ;r?s?r%2§é%rz (i)rgltgz;rzizcizsga
temuﬁirglggga € estabilidade c;%%cgrlgsamento ou das 7 8 8 63 amostra. Preparar a amostra em laboratério com
' temperatura controlada para evitar possivel
degradacéo.
Fluxo de Processos do laboratério que Iﬁ;gqgsstl:?e?tiv: ;gzg;egfgggi:ggnaa;iﬁcggis
. trabalho aumentam @ exposicao a 8 1 5 40 contaminantes externos como cabines de fluxo
inadequado contaminantes. lami
aminar.
Para a classificagdo dos valores de Numero de Prioridade de Risco (NPR), foi

estabelecido um critério de limiar (threshold) que orienta a tomada de decisdo conforme o grau

de criticidade identificado. Neste projeto, conforme as diretrizes do guia ICH Q14 que

estabelece flexibilidade metodoldgica necessaria para a estipulacdo dos valores de NPR,

definiu-se que NPR superiores a 80 caracterizam situacGes de alto risco, demandando ag6es

corretivas imediatas; valores entre 40 e 80 indicam risco moderado, exigindo a elaboragéo e

implementacdo de planos de acdo voltados a mitigacdo; e valores inferiores a 40 sdo
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considerados de baixo impacto, requerendo apenas monitoramento continuo para assegurar que
ndo evoluam para niveis criticos.

Esse critério garante uma abordagem sistematica e proporcional na gestdo de riscos,
priorizando recursos e esforcos de acordo com a gravidade e a probabilidade das falhas

detectadas.

3.4. Definicéo do DoE

A partir da analise do FMEA, foi possivel avaliar e priorizar os fatores criticos com
potencial impacto sobre a resposta analitica do método. Como resultado, dois elementos foram
identificados como de influéncia direta na otimizacdo: configuracdo do plasma e preparo da
amostra. Esses, por sua vez, desdobram-se em quatro variaveis experimentais que serdo
investigadas: fluxo do gas nebulizador (L/min), poténcia do plasma (W), percentual de acido
do diluente e grau de diluicdo da amostra. O impacto da falha associada a matriz complexa foi
avaliado de forma estratégica no estudo de robustez, com o objetivo de verificar a capacidade
do método em manter desempenho consistente sob diferentes condi¢des experimentais. Essa
abordagem permitiu analisar a influéncia de varidveis inerentes a composicao da matriz sobre
0s parametros criticos de qualidade, assegurando maior confiabilidade e ampliando a
aplicabilidade do método analitico proposto em cendrios reais de uso.

As faixas de variagdo atribuidas a cada fator investigado estdo detalhadas na Tabela 2 na

sequéncia dos seus respectivos valores normalizados.

Tabela 2. Design do experimento.
Fluxo gas Neb. (L/min) Poténcia do Plasma (W) | Acidez Diluente (%) Diluicdo Amostra
-15 0,735 1300 35 0,7 x (Nominal)
-1 0,848 1350 4 0,8 x (Nominal)
0 1,074 1450 5 1 (Nominal)
1 1,3 1550 6 1,2 x (Nominal)
15 1,1413 1600 6,5 1,3 x (Nominal)
Média 1,074 1450 5 1
Delta 0,226 100 1 0,2

O delineamento experimental foi estruturado segundo o modelo de CCD, utilizado em
estudos de superficie de resposta para a constru¢do de modelos quadraticos e otimizacédo de
processos, no software estatistico Minitab. Nesse planejamento, foram considerados quatro
fatores independentes, cada um avaliado em dois niveis codificados (-1 e +1), representando as

condi¢Bes minima e maxima de variagdo. O parametro a (alfa) foi definido em 1,5, valor que



19

determina a distancia dos pontos axiais em relacdo ao centro do planejamento, garantindo a
capacidade de detectar curvaturas na resposta.

A matriz experimental resultante foi composta por diferentes tipos de pontos: 0s ensaios
fatoriais (31 combinacdes basicas), realizados em quintuplicata, totalizando 80 pontos do cubo;
0s pontos centrais, que permitem avaliar a variabilidade experimental e a presenca de curvatura,
somando 35 repeti¢Bes no centro do cubo; e os pontos axiais, posicionados fora do cubo fatorial
para estimar os termos quadraticos, contabilizando 40 experimentos sem replicacdo nos pontos
centrais axiais.

No conjunto, o delineamento gerou 155 experimentos, assegurando robustez estatistica
para a modelagem da superficie de resposta e permitindo a avaliacdo simultanea dos efeitos
lineares, das interacdes entre fatores e das contribui¢es quadraticas, com vistas a otimizagéo
do método analitico proposto.

Os detalhes do planejamento e das analises estdo apresentados na Tabela abaixo.

Tabela 3. Design do experimento.

Ordem Fluxo gas Poténcia % &cido | Diluicdo | Fluxo gas Poténcia % é&cido | Diluicao
dos Neb. do Plasma do da Neb. do Plasma do da
ensaios (L/min) (W) diluente | amostra (L/min) (W) diluente | amostra
20 1,074 1450 5 0,7 0 0 0 -15
50 1,074 1450 5 0,7 0 0 0 -15
67 1,074 1450 5 0,7 0 0 0 -1,5
108 1,074 1450 5 0,7 0 0 0 -1,5
144 1,074 1450 5 0,7 0 0 0 -1,5
9 0,848 1350 4 0,8 -1 -1 -1 -1
47 0,848 1350 4 0,8 -1 -1 -1 -1
85 0,848 1350 4 0,8 -1 -1 -1 -1
99 0,848 1350 4 0,8 -1 -1 -1 -1
133 0,848 1350 4 0,8 -1 -1 -1 -1
3 1,3 1350 4 0,8 1 -1 -1 -1
35 1,3 1350 4 0,8 1 -1 -1 -1
84 13 1350 4 0,8 1 -1 -1 -1
110 13 1350 4 0,8 1 -1 -1 -1
151 1,3 1350 4 0,8 1 -1 -1 -1
2 0,848 1550 4 0,8 -1 1 -1 -1
53 0,848 1550 4 0,8 -1 1 -1 -1
66 0,848 1550 4 0,8 -1 1 -1 -1
106 0,848 1550 4 0,8 -1 1 -1 -1
139 0,848 1550 4 0,8 -1 1 -1 -1
17 1,3 1550 4 0,8 1 1 -1 -1
36 1,3 1550 4 0,8 1 1 -1 -1
78 1,3 1550 4 0,8 1 1 -1 -1
105 1,3 1550 4 0,8 1 1 -1 -1
152 1,3 1550 4 0,8 1 1 -1 -1
12 0,848 1350 6 0,8 -1 -1 1 -1
45 0,848 1350 6 0,8 -1 -1 1 -1
73 0,848 1350 6 0,8 -1 -1 1 -1
96 0,848 1350 6 0,8 -1 -1 1 -1
148 0,848 1350 6 0,8 -1 -1 1 -1
31 13 1350 6 0,8 1 -1 1 -1
34 13 1350 6 0,8 1 -1 1 -1
81 13 1350 6 0,8 1 -1 1 -1
121 13 1350 6 0,8 1 -1 1 -1
154 1,3 1350 6 0,8 1 -1 1 -1
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Ordem Fluxo gas Poténcia % &cido | Diluicdo | Fluxo gas Poténcia % é&cido | Diluicao
dos Neb. do Plasma do da Neb. do Plasma do da
ensaios (L/min) (W) diluente | amostra (L/min) (W) diluente | amostra
25 0,848 1550 6 0,8 -1 1 1 -1
58 0,848 1550 6 0,8 -1 1 1 -1
80 0,848 1550 6 0,8 -1 1 1 -1
102 0,848 1550 6 0,8 -1 1 1 -1
155 0,848 1550 6 0,8 -1 1 1 -1
29 13 1550 6 0,8 1 1 1 -1
48 1,3 1550 6 0,8 1 1 1 -1
89 1,3 1550 6 0,8 1 1 1 -1
116 13 1550 6 0,8 1 1 1 -1
129 13 1550 6 0,8 1 1 1 -1
16 1,074 1450 3,5 1 0 0 -15 0
62 1,074 1450 3,5 1 0 0 -15 0
82 1,074 1450 3,5 1 0 0 -15 0
95 1,074 1450 3,5 1 0 0 -15 0
153 1,074 1450 3,5 1 0 0 -15 0
27 1,074 1300 5 1 0 -15 0 0
44 1,074 1300 5 1 0 -15 0 0
63 1,074 1300 5 1 0 -15 0 0
100 1,074 1300 5 1 0 -15 0 0
136 1,074 1300 5 1 0 -15 0 0
14 0,735 1450 5 1 -15 0 0 0
42 0,735 1450 5 1 -15 0 0 0
86 0,735 1450 5 1 -15 0 0 0
114 0,735 1450 5 1 -15 0 0 0
126 0,735 1450 5 1 -15 0 0 0
6 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
8 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
10 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
11 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
19 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
22 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
26 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
32 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
37 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
39 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
49 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
54 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
56 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
60 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
64 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
65 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
71 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
75 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
79 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
87 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
90 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
103 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
104 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
107 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
111 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
112 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
118 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
123 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
125 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
130 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
135 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
137 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
145 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
147 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
149 1,074 1450 5 1 0 0 0 0
21 1,413 1450 5 1 15 0 0 0
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Ordem Fluxo gas Poténcia % &cido | Diluicdo | Fluxo gas Poténcia % é&cido | Diluicao
dos Neb. do Plasma do da Neb. do Plasma do da
ensaios (L/min) (W) diluente | amostra (L/min) (W) diluente | amostra
38 1,413 1450 5 1 15 0 0 0
70 1,413 1450 5 1 15 0 0 0
117 1,413 1450 5 1 15 0 0 0
132 1,413 1450 5 1 15 0 0 0
28 1,074 1600 5 1 0 15 0 0
59 1,074 1600 5 1 0 15 0 0
92 1,074 1600 5 1 0 15 0 0
122 1,074 1600 5 1 0 15 0 0
131 1,074 1600 5 1 0 15 0 0
1 1,074 1450 6,5 1 0 0 15 0
43 1,074 1450 6,5 1 0 0 15 0
72 1,074 1450 6,5 1 0 0 15 0
115 1,074 1450 6,5 1 0 0 15 0
127 1,074 1450 6,5 1 0 0 15 0
5 0,848 1350 4 12 -1 -1 -1 1
51 0,848 1350 4 12 -1 -1 -1 1
93 0,848 1350 4 12 -1 -1 -1 1
97 0,848 1350 4 12 -1 -1 -1 1
146 0,848 1350 4 12 -1 -1 -1 1
13 1,3 1350 4 12 1 -1 -1 1
61 1,3 1350 4 12 1 -1 -1 1
74 1,3 1350 4 12 1 -1 -1 1
124 13 1350 4 1,2 1 -1 -1 1
141 13 1350 4 1,2 1 -1 -1 1
15 0,848 1550 4 1,2 -1 1 -1 1
55 0,848 1550 4 12 -1 1 -1 1
91 0,848 1550 4 12 -1 1 -1 1
94 0,848 1550 4 1,2 -1 1 -1 1
138 0,848 1550 4 1,2 -1 1 -1 1
23 13 1550 4 1,2 1 1 -1 1
52 13 1550 4 1,2 1 1 -1 1
77 1,3 1550 4 1,2 1 1 -1 1
109 1,3 1550 4 1,2 1 1 -1 1
150 1,3 1550 4 1,2 1 1 -1 1
4 0,848 1350 6 1,2 -1 -1 1 1
46 0,848 1350 6 1,2 -1 -1 1 1
68 0,848 1350 6 1,2 -1 -1 1 1
119 0,848 1350 6 1,2 -1 -1 1 1
134 0,848 1350 6 1,2 -1 -1 1 1
30 1,3 1350 6 1,2 1 -1 1 1
40 13 1350 6 1,2 1 -1 1 1
76 13 1350 6 1,2 1 -1 1 1
120 1,3 1350 6 1,2 1 -1 1 1
128 1,3 1350 6 12 1 -1 1 1
24 0,848 1550 6 12 -1 1 1 1
41 0,848 1550 6 1,2 -1 1 1 1
83 0,848 1550 6 1,2 -1 1 1 1
98 0,848 1550 6 12 -1 1 1 1
140 0,848 1550 6 12 -1 1 1 1
18 1,3 1550 6 12 1 1 1 1
33 1,3 1550 6 12 1 1 1 1
88 1,3 1550 6 12 1 1 1 1
101 1,3 1550 6 12 1 1 1 1
143 1,3 1550 6 12 1 1 1 1
7 1,074 1450 5 1,3 0 0 0 15
57 1,074 1450 5 13 0 0 0 15
69 1,074 1450 5 13 0 0 0 15
113 1,074 1450 5 13 0 0 0 15
142 1,074 1450 5 13 0 0 0 15
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3.5. Experimentos do DoE

Previamente a execucdo dos experimentos de DoE, foi necessaria a elaboracdo da curva
de calibracdo para o ICP-MS, etapa fundamental para assegurar a confiabilidade dos resultados.
Foram conduzidos 18 experimentos, utilizando entre 5 e 7 pontos de concentragdo crescente,
distribuidos nos niveis de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24 e 30 ug/L.

A avaliagdo concentrou-se especificamente no chumbo (Pb), devido a observagdo de
perda de sensibilidade e baixa recuperacdo quando preparado em solucdo multielementar. O
objetivo foi identificar a faixa de concentracdo em que o coeficiente de correlacdo (r) da curva
de calibracdo se mantivesse superior a 0,99, conforme definido no ATP.

Os resultados demonstraram que todas as faixas testadas apresentaram linearidade
adequada e coeficiente de correlagdo compativel com o critério estabelecido. Dessa forma, foi
definida uma curva de calibracao especifica para o0 chumbo, abrangendo o intervalo de 7 a 53
Mg/L, uma vez que este elemento ndo reproduziu satisfatoriamente quando analisado em
conjunto com as demais impurezas elementares controladas pelo guia ICH Q3D, exigindo,
portanto, a elaboracdo de duas curvas distintas: uma exclusiva para o chumbo e outra para 0s
demais elementos.

Com a curva estabelecida, procedeu-se a determinacdo do Limite de Detec¢do (LD) e do
Limite de Quantificacdo (LQ), conforme o Guia de Validacdo e Controle de Qualidade
Analitica do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento). De acordo com
esse guia, o LD teorico é obtido multiplicando-se o DP (Desvio padrdo) de 10 brancos por 3 e
dividindo pelo coeficiente angular da reta de calibracdo, enquanto o LQ tedrico é calculado
multiplicando-se o mesmo DP por 10 e dividindo pelo coeficiente angular. Aplicando-se esses
critérios, foram determinados os valores de LD = 0,0087 pg/L e LQ = 0,029 ug/L, confirmando
a sensibilidade e a adequacgdo do método para a quantificacdo do chumbo em matriz injetavel.

Os isotopos foram avaliados considerando sua abundancia natural e o potencial de
geracao de interferéncias espectrais. Para os elementos Ba, Cd, Cr, Cu, Mo, Ni, Pd, Ru, Se e
Sn, optou-se pela utilizacdo de is6topos alternativos em detrimento dos mais abundantes,
devido a elevada suscetibilidade a interferéncias poliatdmicas, isobaricas e/ou provenientes de
ions duplamente carregados no plasma. Essa estratégia visou minimizar sobreposicdo de sinais
e garantir maior seletividade na quantificacéo.

Para os demais elementos, manteve-se a escolha do is6topo de maior abundancia, uma

vez que o risco de interacdo ionica no plasma ou de interferéncias decorrentes das matrizes
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avaliadas foi considerado baixo, assegurando a robustez e a confiabilidade dos resultados
analiticos.

Com a definicdo das curvas de calibracdo, os isotopos, e a determina¢do do LD e LQ,
realizou-se os 155 experimentos e suas recuperacdes sdo expostas na Tabela abaixo, referente

a cada um dos elementos investigados.

Tabela 4. Recuperagdes da analise combinatoria do DoE.

. Padréo Faixa de trabalho (ug/L) Faixa de recuperacdo (%) | Rec. Média

Elemento Isotopo interno Min. Max. Min. Max. (%)

Li 7 455¢ 100 750 70,46 102,66 86,8
V 51 43¢ 4,00 30,0 84,36 105,44 93,01
Cr 53 45S¢ 440 3300 84,02 99,93 88,03
Co 59 43¢ 2,00 15,0 82,47 98,91 86,02
Ni 60 2Ge 8,00 60,0 76,69 100,31 85,26
Cu 65 2Ge 120 900 84,21 109,87 88,97
As 75 2Ge 6,00 45,0 91,04 125,57 104,89
Se 78 2Ge 32,0 240 95,87 111,45 101,86

Mo 95 89y 600 4500 91,96 102,11 97,3
Ru 101 151 4,00 30,0 92,94 115,6 95,92
Rh 103 15| 4,00 30,0 86,72 104,39 93,54
Pd 105 151 4,00 30,0 70,97 148,35 101,26
Ag 107 151 4,00 30,0 89,04 147,71 104,63
Cd 111 151 0,800 6,00 85,57 141,95 100,54
Sn 118 15| 240 1800 92,89 115,19 98,68
Sh 121 1151 36,0 270 92,77 118,95 95,66
Ba 137 1151 280 2100 88,02 116,68 98,15
Os 192 209B;j 4,00 30,0 96,83 142,76 110,31
Ir 193 209Bj 4,00 30,0 93,57 146,59 108,74
Pt 195 209B;j 4,00 30,0 96,25 149,26 110,29
Au 197 209B;j 40,0 300 88,37 138,44 101,27
Hg 202 209B;j 1,20 9,00 98,73 148,23 114,29
Tl 205 209Bj 3,20 24,0 92,56 113,67 99,02
Pb 208 NA* 7,00 35,0 72,52 99,58 84,64

*NA: N&o se aplica a utilizacéo de padrdo interno ao elemento chumbo.
3.5.1. Resultados da analise combinatoria DoE

Ap0s a execucdo dos 155 experimentos planejados, foi possivel realizar uma investigacédo
sistematica das interacOes e dos efeitos principais associados aos quatro fatores estudados,
avaliados em diferentes niveis (-1,5; -1,0; 0; 1,0; 1,5). O delineamento experimental
contemplou a anélise de 24 elementos, em conformidade com as exigéncias regulatdrias e as
diretrizes estabelecidas para o controle de impurezas elementares.

A estratégia combinatdria adotada permitiu a construcao de um conjunto de dados robusto
e abrangente, capaz de subsidiar a interpretacdo estatistica dos resultados e fornecer evidéncias
consistentes sobre a variabilidade e a estabilidade das respostas observadas. Essa abordagem
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assegura maior confiabilidade na identificacdo dos fatores criticos e na definicdo de condicdes
experimentais que garantam a conformidade analitica e regulatoria.
Os resultados provenientes desse delineamento experimental s&o apresentados por meio
de ferramentas estatisticas e graficas de ampla aplicacdo em analises multivariadas, sendo elas:
o Graficos de Pareto, para evidenciar a magnitude relativa dos efeitos dos fatores;
e Residuos ajustados, para avaliar a adequacdo dos modelos e identificar possiveis
desvios;
o Histogramas, para caracterizar a distribuicdo dos dados e verificar padres de
comportamento.
Essa abordagem integrada assegura uma avaliacdo abrangente da influéncia dos fatores
estudados, permitindo estabelecer conclusées fundamentadas sobre a estabilidade e o perfil dos

elementos analisados, além de garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.

» Elemento: Prata (Ag)

Gréfico de Pareto dos Efeitos Padronizados Versus Ajustados
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Figura 8. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Prata (Ag).



» Elemento: Arsénio (As)
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Figura 9. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Arsénio (As).

» Elemento: Ouro (Au)
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Figura 10. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Ouro (Au).
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» Elemento: Bério (Ba)
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Figura 11. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Bario (Ba).

» Elemento: Cadmio (Cd)
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Figura 12. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Cadmio (Cd).
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» Elemento: Cobalto (Co)

Gréfico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta € Rec. Co(%); o= 0,05)

00 05 10 15
Efeitos Padronizados

Fator  Mome
Fluxo gés Neb

8 PotPlasma

€ AddezDi

D DiuicdoAm

Histograma
(resposta é Rec. Co(3%))
50
40
£ 30
&
3
=
g
=20
10
o = e
-75 -60 -45 -30
Residuos

Residuos

20

-20

-60

-80

Versus Ajustados
(resposta € Rec. Co(3))

LY
* .
Gl T LX)
- + o0,
. L d
¥ H
777777777777777777777777777 s » :
. b ®
L
LY .
*
80 70 a0 20 100

Valor ajustado

Figura 13. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Cobalto (Co).

» Elemento: Cromo (Cr)
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Figura 14. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Cromo (Cr).



» Elemento: Cobre (Cu)
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Figura 15. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Cobre (Cu).

» Elemento: Mercurio (Hg)
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Figura 16. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Mercurio (Hg).



» Elemento: Iridio (Ir)
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Figura 17. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Iridio (Ir).

» Elemento: Litio (Li)
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Figura 18. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Litio (Li).
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» Elemento: Molibdénio (Mo)
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Figura 19. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Molibdénio (Mo).

» Elemento: Niquel (Ni)
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Figura 20. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Niquel (Ni).
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> Elemento: Osmio (Os)

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados Versus Ajustados
(a resposta é Rec. Os(%); a= 0,05) (resposta é Rec. Os(%))
Tamo 1878 30
B Fator  Mome
A Fiuxo gs Neb
Ac i ] Pat Plasma 20 .
€ H < Acidez Dil "
5 .
: i D Diluicio Am 0 o .
13 | " * e ot ?
1 3
::; i I o Kl i LR ts r
oo i © [ ‘o.
I -10
@ I
A '
] i 20
a8 i t .
B¢ |
i 30
00 05 10 15 20 25 a0 ES 100 05 110 ns 120 125
Efeitos Padronizados Valor ajustade
Histograma
(resposta € Rec. Os(3%))
40
30
ol
H
2 20
g
i
0
ol
Residuos
Figura 21. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Osmio (Os).
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Figura 22. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Chumbo (Pb).



» Elemento: Paladio (Pd)
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Figura 23. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Paladio (Pd).

» Elemento: Platina (Pt)
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Figura 24. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Platina (Pt).
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» Elemento: Rddio (Rh)
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Figura 25. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Radio (Rh).

» Elemento: Ruténio (Ru)
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Figura 26. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Ruténio (Ru).
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» Elemento: Antimdnio (Sb)
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Figura 27. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Antiménio (Sb).

» Elemento: Selénio (Se)
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Figura 28. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Selénio (Se).
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» Elemento: Estanho (Sn)
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Figura 29. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Estanho (Sn).

» Elemento: Talio (TI)
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Figura 30. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Talio (TI).
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» Elemento: Vanadio (V)
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Figura 31. Gréficos dos experimentos do DoE para o elemento Vanadio (V).

Analisando os graficos de Pareto gerado para os 24 elementos avaliados, evidenciam que
a maioria dos efeitos estimados se encontra abaixo do limiar de significancia estatistica
previamente estabelecido. Esse resultado indica que, para grande parte dos elementos, os fatores
investigados ndo exercem influéncia relevante sobre a resposta medida, sugerindo que o sistema
apresenta comportamento estvel e pouco sensivel as variacdes impostas pelo delineamento
experimental.

A predominancia de efeitos ndo significativos reforca a robustez do modelo e a adequacéo
do delineamento adotado, uma vez que reduz a probabilidade de ocorréncia de falsos positivos
e concentra a atencao nos poucos fatores que efetivamente demonstraram impacto mensuravel.
Além disso, a distribuicdo observada no grafico de Pareto contribui para a priorizacdo dos
elementos criticos, permitindo que os esforcos de controle e otimizagdo sejam direcionados
apenas as variaveis que ultrapassaram o limite de significancia.

A andlise dos gréaficos de residuo versus valor ajustado gerados, demonstra que, de forma
geral, a distribuicdo dos pontos apresenta comportamento adequado ao modelo estatistico
aplicado. Observa-se que a maioria das representacdes exibe uma nuvem de dados com

tendéncia linear ou pontos dispersos de maneira aleatdria, caracteristica que indica auséncia de
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padrdes sistematicos e confirma a validade das premissas de homoscedasticidade e
independéncia dos residuos.

Esse resultado reforca a consisténcia do modelo, sugerindo que os fatores avaliados nao
introduzem vieses significativos na resposta e que a variabilidade observada pode ser atribuida
ao comportamento natural dos elementos dentro das condi¢des experimentais.

Entretanto, em alguns casos foram identificados outliers, que se destacam da distribuicao
geral dos residuos. Esses pontos isolados podem estar associados a variabilidade experimental,
erros pontuais de medi¢do ou condigdes especificas que afetaram determinados elementos.
Embora ndo comprometam a robustez global do modelo, sua presencga deve ser considerada na
interpretacdo dos resultados, podendo indicar a necessidade de analises complementares ou
ajustes pontuais para garantir maior precisao.

A avaliagdo dos histogramas demonstrou que, em todos os casos, 0s resultados
apresentaram uma distribuicdo normal dos valores. Esse comportamento estatistico € indicativo
de que os dados seguem um padrdo esperado de variabilidade, sem ocorréncia de assimetrias
relevantes ou concentracfes andmalas que pudessem comprometer a interpretacéo.

A conformidade com a distribui¢cdo normal reforca a adequacéo do modelo experimental
e valida as premissas utilizadas na analise estatistica, permitindo maior confiabilidade na
aplicacdo de testes paramétricos e na comparacgdo entre os fatores estudados. Além disso, a
normalidade observada assegura que os efeitos identificados podem ser interpretados de forma
consistente, reduzindo o risco de vieses e aumentando a robustez das conclusoes.

Procedeu-se a otimizacdo do modelo experimental, resultando na elaboracéo dos graficos
especificos para cada elemento avaliado. Nestes graficos, foi estabelecido como meta de
desempenho a recuperacdo de 100%, representada pela linha vertical vermelha; a linha
tracejada horizontal azul indica o ponto de referéncia x = 0, enquanto a linha preta descreve o
perfil de recuperacéo de cada elemento.

O processo de otimizacdo forneceu os valores dos niveis experimentais e sugeriu 0s
parametros que, teoricamente, conduzem as respostas ao alvo definido. A decisdo é validada
pelo indice de desirability (D), métrica estatistica utilizada em analises de otimizacdo de
respostas. Esse indice varia de 0 a 1, refletindo o grau de atendimento as metas estabelecidas:

e Para uma Unica resposta (caso do chumbo), a desirability individual indica a
proximidade do resultado em relagdo ao objetivo, sendo que valores proximos de

1 representam condic@es ideais e valores proximos de 0 indicam inadequacéo.
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e Para multiplas respostas, o Minitab calcula a desirability composta, que combina todas

as desirabilities individuais em um unico indice global, expressando o qudo bem a
combinacéo de fatores atende simultaneamente aos diferentes objetivos do estudo.

Dessa forma, o valor de desirability constitui uma medida quantitativa da adequacgéo do

modelo as metas analiticas ou de processo, orientando de maneira objetiva a selecdo das

melhores condicOes experimentais.
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Figura 32. Graficos dos elementos (Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, T, V) investigados nos experimentos do DoE otimizados.
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Figura 33. Gréfico do elemento chumbo investigado no experimento do DoE otimizados.

A analise dos gréficos permitiu identificar que, entre os niveis avaliados para os fatores
criticos, o software sugeriu como condigdes Gtimas tedricas 0s seguintes parametros para 0s
elementos Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn,
Tl e V: fluxo do gas nebulizador de 1,1117 L/min, poténcia do plasma de 1300 W, percentual
de &cido no diluente de 5,5303 % e grau de diluicdo da amostra de 0,7 vezes o valor nominal
testado. Para o chumbo o software sugeriu como condigdes Otimas tedricas 0s seguintes
parametros: fluxo do gas nebulizador de 1,0740 L/min, poténcia do plasma de 1450 W,
percentual de acido no diluente de 6,1871 % e grau de diluicdo da amostra de 0,7 vezes o valor
nominal testado. Contudo, quando aplicadas experimentalmente, essas condi¢cdes para ambas
as curvas, ndo apresentaram concordancia com as previsdes do modelo estatistico.

Diante disso, foram estabelecidos e fixados parametros alternativos, compativeis com a
regido operacional validada (MODR), assegurando maior confiabilidade e consisténcia do
método. As condicGes finais empregadas para os elementos Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, Tl e V, foram: fluxo do gas nebulizador de
1,07 L/min, poténcia do plasma de 1550 W, percentual de acido no diluente de 5,0% e grau de
diluicdo da amostra equivalente a 1,0 vez o valor nominal testado. Ja para o elemento chumbo
foi estabelecido os seguintes parametros: fluxo do gas nebulizador de 1,41 L/min, poténcia do
plasma de 1450 W, percentual de acido no diluente de 6,0% e grau de diluicdo da amostra
equivalente a 0,7 vezes o valor nominal testado. Esses ajustes garantiram a robustez necessaria

para a aplicacdo pratica do método analitico.
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3.6. Metodologia

3.6.1. Informacg6es complementares

O método analitico foi desenvolvido e validado utilizando o ICP-MS Agilent 7850 como
equipamento principal, configurado com analisador de massas do tipo quadrupolo (SQ),
nebulizador Micromist, cdmara de nebulizacdo, tocha de quartzo, além de sampling cone e
skimmer cone em niquel, compondo o sistema de interface e deteccdo. O processo analitico foi
automatizado por meio do autoamostrador Agilent SPS4, assegurando precisdo no manuseio
das amostras.

Para garantir condi¢cdes adequadas as analises em niveis de traco, foram empregados o
destilador de &cido SubClean, responsavel pela purificacdo de reagentes, e o sistema de
deionizacdo de dgua Millipore, assegurando elevada pureza da agua utilizada. Adicionalmente,
utilizou-se &cido nitrico sub-boiling de alta pureza, minimizando riscos de contaminacdo e
assegurando a confiabilidade dos resultados.

Essa configuracdo instrumental e o rigor no preparo dos reagentes e solventes
proporcionaram um ambiente analitico robusto e controlado, adequado para a determinacao de
elementos em concentragOes ultratragco, atendendo aos requisitos de validacéo e conformidade
regulatoria.

Foram utilizados padrdes analiticos certificados, preparados em concentracfes
compativeis com os limites PDE para a via parenteral, conforme estabelecido pelo guia ICH
Q3D, sendo elas: SPE (Solucdo Padrdo Estoque)-1 (As, Cd, Co, Pb, Hg, Ni, Se, Ag, Tl, V) -
Supelco; SPE-2 (Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru) - Supelco; SPE-3 (Sh, Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sn) -
Supelco; SPE-4 (Pb) — Supelco; e o padrdo interno mix (Bi, Ge, In, Sc, Y) - Agillent
Technologies.

Adicionalmente, foram empregadas vidrarias volumétricas de precisdo (baldes
volumeétricos de diferentes capacidades), submetidas a um rigoroso processo de limpeza e
descontaminacdo: lavagem inicial com agua e sab&o neutro, seguida de imersdo em solugédo de
acido nitrico 10% (v/v) por 24 horas, enxague com agua deionizada e secagem a temperatura
ambiente.

Essa preparacdo criteriosa de equipamentos, padrdes e materiais assegurou a robustez,
confiabilidade e rastreabilidade do método desenvolvido, em conformidade com as exigéncias

regulatorias internacionais.
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Para a solucdo multielementar, contemplando 23 elementos (Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr,
Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, Tl e V), foi estabelecido que o0 método
analitico tera aplicabilidade para farmacos com DMD de até 20 g/dia, em conformidade com
os limites de exposi¢éo definidos pelo guia ICH Q3D.

Entretanto, para o chumbo (Pb), devido a particularidades nos calculos de exposi¢édo e
sensibilidade analitica, definiu-se uma curva de calibracdo especifica, restringindo sua
aplicabilidade a farmacos com DMD de até 10 g/dia. Essa diferenciacdo assegura maior
precisdo na quantificacdo do Pb e garante que os resultados obtidos estejam em conformidade

com os parametros toxicoldgicos e regulatorios estabelecidos.

3.6.2. Metodologia instrumental

Tabela 5. Parametros instrumentais.

Parametro Valor
Acq Mode Spectrum
Peak Pattern 3 points
Replicates 3
Sweeps/Replicate 100
Plasma Mode General Purpose
1450W (Para a curva do Pb); 1550W (Para as
RF Power .
curvas dos demais elementos)
RF Matching 1,80V
Smpl Depth 8,0 mm

1,41 (Para a curva do Pb); 1,07 (Para a curva dos

Nebulizer Gas .
demais elementos)

Nebulizer Pump 0,10 rps
SIC Temp 2°C
Gas Switch Makeup Gas (0 L/min)
Use Gas YES
He Flow ON
He Flow Rate 5,0 mL/min
OctP RF 200V
Energy discrimination 50V
Uptake Speed (Nebulizer Pump) 0,5 rps
Uptake Time (Nebulizer Pump) 30s
Stabilize 40s

NOTA: N&o foi utilizado o acessério HMI (High Matrix Introduction), uma vez que as condi¢des das amostras avaliadas ndo
apresentaram elevada carga de sélidos totais dissolvidos (STD) ou complexidade de matriz que justificassem sua aplicagdo.

3.6.3. Preparo das solucdes

Solucdo diluente (branco ou limpeza) acido nitrico 5% (v/v): Em um frasco volumétrico de

1 L, adicionar aproximadamente 950 mL de &gua ultrapura. Em seguida, acrescentar 50,0 mL

de &cido nitrico sub-boiling concentrado. Homogeneizar cuidadosamente a solucao.
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Solucdo diluente (branco ou limpeza) acido nitrico 6% (v/v): Em um frasco volumétrico de

1 L, adicionar aproximadamente 940 mL de agua ultrapura. Em seguida, acrescentar 60,0 mL
de &cido nitrico sub-boiling concentrado. Homogeneizar cuidadosamente a solucao.

Solucéo de Padrao Interno (P1): Em baldo volumétrico de 200mL adicionar 100mL de agua

ultrapura. Em seguida adicionar 5 mL de acido nitrico sub-boiling e 4 mL da Internal Standard
Mix. Completar o baldo com agua g.s.p. 200mL e homogeneizar cuidadosamente a solucéo.
Nota: Concentracdo teorica: Esta solucao ([PI] = 200 ug/L) é preparada nesta concentracéo
para ser introduzida e diluida na amostra para cerca de 10 pg/L através de um sistema in-line
utilizando uma conexao unido tipo T.

Solucdo Padrédo Intermediario 1 (SPI-1): Preparar a SPI-1 em baldo volumétrico de 10mL,

conforme Tabela abaixo.

Tabela 6. Concentracéo da solucéo intermediaria SPI- 1.

Elemento Conc. (mg/L) Aliquota g.s.p. Conc. final (mg/L)
Cd 2,00 0,400
As 15,0 3,0
Hg 3,00 0,600
Co 5,00 1,00
SPE-1 V 10,0 2000 pL 10 mL HNO3 5% (v/v) 2,00
Ni 20,0 4,00
TI 8,00 1,60
Ag 10,0 2,00
Se 80,0 16,00
Au 100,0 20,0
Pd 10,0 2,00
Ir 10,0 2,00
SPE-2 Os 10,0 2000 pL 10 mL HNO3 5% (v/v) 2,00
Rh 10,0 2,00
Ru 10,0 2,00
Pt 10,0 2,00

Solucdo Padréo Intermediario 2 (SP1-2): Preparar a SPI-2 em baldo volumétrico de 50mL,

conforme Tabela abaixo.

Tabela 7. Concentragdo da solucdo intermediaria SP1- 2.
Elemento Conc. (mg/L) Aliguota g.s.p. Conc. final (mg/L)
SPE-4 Pb 1000 100 pL 50mL HNOs3 6% (v/v) 2,00

Curva de calibracdo dos elementos Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni,
Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, Tl e V:

e Solucdo branco: Em um baldo de 40 mL, completar com diluente 5%;
e Solugdo padrdo 0,2): Em um baldo de 40 mL, adicionar 80 puL da SPI-1 e 160 pL SPE-3

e completar com diluente 5%;
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Solucéo padrédo 0,4J: Em um bal&o de 40 mL, adicionar 160 pL da SPI-1 e 320 uL SPE-
3 e completar com diluente 5%;

Solugdo padrao 0,6J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 240 uLL da SPI-1 e 480 uL SPE-

3 e completar com diluente 5%;

Solugdo padrao 0,8J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 320 uLL da SPI-1 e 640 uL SPE-

3 e completar com diluente 5%;
Solugdo padrao 1,0J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 400 uL da SPI-1 e 800 puL SPE-

3 e completar com diluente 5%;
Solucao padrdo 1,2J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 480 puL da SPI-1 e 960 pL SPE-
3 e completar com diluente 5%;
Solucao padrao 1,5J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 600 pL da SPI-1 e 1200 puL SPE-

3 e completar com diluente 5%.

Tabela 8. Concentracdo das solucdes padrdes dos elementos Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pd, Pt,
Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl e V.

Elementos LOQ 0,2J 0,43 0,6J 0,8J 1,0J 1,2 1,5J
Li 100 (pg/L) | 100  (pg/L) | 200 (ug/L) | 300 (ug/L) | 400 (pg/L)| 500 (ug/L) | 600 (pg/L) | 750  (ug/L)
25 (ug/g) | 25 (uglg) | 5 (ug/g) | 7.5 (ug/g)| 10 (ug/g) | 125 (ug/g) | 15 (pg/g) | 18,75 (Hg/g)
v 4 (uo/L)| 4 (uoib)| 8 (ug/L)| 12 (ug/L)| 16 (ug/L)| 20 (ug/L)| 24 (ug/L)| 30  (ug/L)
01 (ug/g) | 01 (ug/g) | 02 (ug/g) | 03 (ug/g)| 04 (ug/g)| 05 (ug/g) | 0.6 (ug/g) | 0,75 (Hg/g)
cr 440 (pg/L) | 440 (pg/L) | 880 (mo/L) | 1320 (pg/L) | 1760 (upg/L) | 2200 (pg/L) | 2640 (ug/L) | 3300  (ug/L)
11 (uo/g) | 11 (uo/g) | 22 (ug/g) | 33 (ug/g) | 44 (ug/g) | 55 (ug/g) | 66  (ug/g) | 825 (Hg/g)
Co 2 (ulb)| 2 (ug/L)| 4 (uo/L)| 6 (ug/L)| 8 (ug/L)| 10 (ug/L)| 12 (ug/L)| 15 (ug/L)
0,05 (ug/g) | 005 (ug/g) | 01 (ug/g) | 015 (ug/g) | 02 (ug/g) | 025 (ug/g) | 03 (ug/g) | 038 (ug/g)
Ni 8 (ug/L)| 8 (ug/L)| 16 (ug/L)| 24 (ug/L)| 32 (ug/L)| 40 (ug/L)| 48 (ug/L)| 60  (ug/L)
02 (ug/g) | 02 (uglg) | 04 (ug/g) | 06 (ug/g)| 08 (ug/g)| 1 (uo/g) | 1.2 (ug/g) | 15 (ug/g)
cu 120 (png/L) | 120 (pg/L) | 240 (pg/L) | 360 (ug/L) | 480 (pg/L)| 600 (ung/L) | 720 (pg/L) | 900  (pg/L)
3 (ug/g)| 3 (uolg) | 6 (ug/g)| 9 (ug/g)| 12 (ug/g) | 15 (ug/g) | 18 (ug/g) | 225 (Hg/g)
As 6 (uo/L)| 6  (no/L) | 12 (ug/L) | 18 (ug/L) | 24 (ug/L)| 30 (ug/L)| 36  (ug/L)| 45  (ug/L)
015 (ug/g) | 0,15 (ug/g) | 0,3 (ug/g) | 045 (ug/g) | 06 (ug/g) | 0,75 (ug/g) | 0,9 (ug/g) | 1,13  (ug/g)
Se 32 (ug/L) | 32 (ug/L) | 64 (ug/L)| 96  (ug/L) | 128 (pg/L) | 160 (pg/L) | 192 (ug/L) | 240  (pg/L)
08 (ug/g) | 08 (ug/g) | 1,6 (ug/g) | 24 (ug/g) | 32 (ug/g)| 4 (uglg) | 48 (uglg) | 6  (ug/g)
Mo 600 (Mg/L) | 600 (ug/L) | 1200 (ug/L) | 1800 (mg/L) | 2400 (pg/L) | 3000 (pg/L) | 3600 (pg/L) | 4500  (pg/L)
15 (ug/g) | 15 (ug/g) | 30 (ug/g) | 45 (ug/g) | 60 (ug/g) | 75 (ug/g) | 90  (ug/g) | 1125 (ug/g)
RU 4 (uo/L)| 4 (uo/lL)| 8 (ug/L)| 12 (ug/L)| 16 (ug/L)| 20 (ug/L)| 24 (ug/L)| 30  (ug/L)
01 (ug/g) | 01 (ug/g) | 02 (ug/g) | 03 (ug/g)| 04 (ug/g) | 05 (ug/g) | 0.6 (pg/g) | 0,75  (Hg/g)
Rh 4 (uo/L)| 4 (uo/lL)| 8 (ug/L)| 12 (ug/L)| 16 (ug/L)| 20 (ug/L)| 24 (ug/L)| 30  (ug/L)
01 (ug/g) | 01 (ug/g) | 02 (ug/g) | 03 (ug/g)| 04 (ug/g) | 05 (ug/g) | 0.6 (ug/g) | 0,75  (Hg/g)
Pd 4 (uo/L)| 4 (uo/lL)| 8 (ug/L)| 12 (ug/L)| 16 (ug/L)| 20 (ug/L)| 24 (ug/L)| 30  (ug/L)
01 (ug/g) | 01 (ug/g) | 02 (ug/g) | 03 (ug/g)| 04 (ug/g) | 05 (ug/g) | 0.6 (pg/g) | 0,75  (Hg/g)
Ag* 4 (uo/L)| 4 (uo/iL)| 8 (ug/L)| 12 (ug/L)| 16 (ug/L)| 20 (ug/L)| 24 (ug/L)| 30  (ug/L)
01 (ug/g) | 01 (ug/g) | 02 (ug/g) | 03 (ug/g)| 04 (ug/g) | 05 (ug/g) | 0.6 (ug/g) | 0,75  (Hg/g)
cd 08 (ug/lL) | 08 (ug/L) | 1.6 (ug/L)| 24 (ug/L)| 32 (ug/L)| 4  (ug/L)| 48 (ug/L)| 6  (Mg/l)
0,02 (pg/g) | 0,02 (ug/g) | 004 (ug/g) | 0,06 (ug/g) | 0,08 (ug/g) | 01 (ug/g) | 012 (ug/g) | 015 (ug/g)
sn 240 (Mg/L) | 240 (ug/L) | 480 (ug/L) | 720 (ug/L) | 960 (upg/L) | 1200 (pg/L) | 1440 (upg/L) | 1800  (ug/L)
6 (ug/g) | 6 (ug/g) | 12 (ug/g) | 18 (ug/g)| 24 (ug/g) | 30 (ug/g) | 36  (ug/g) | 45  (Hg/g)
Sh 36  (ug/L) | 36 (ug/L) | 72 (ug/L)| 108 (ug/L)| 144 (ug/L)| 180 (ug/L)| 216 (ug/L)| 270  (ug/L)
09 (ug/g) | 09 (uglg) | 1.8 (ug/g) | 2,7 (ug/g)| 36 (uglg) | 45 (ua/g) | 54 (ug/g) | 6,75 (Hg/g)
Ba 280 (ug/L) | 280 (pg/L) | 560 (ung/L) | 840 (pg/L) | 1120 (pg/L) | 1400 (upg/L) | 1680 (ug/L) | 2100  (pg/L)
7 (ug/g) | 7 (uglg) | 14 (ug/g) | 21 (ug/g) | 28 (uglg) | 35 (ug/g) | 42 (ug/g) | 525 (Hg/g)
Os 4 (uo/L)| 4 (uo/iL)| 8 (ug/L)| 12 (ug/L)| 16 (ug/L)| 20 (ug/L)| 24 (ug/L)| 30  (ug/L)
01 (ug/g) | 01 (ug/g) | 02 (ug/g) | 03 (ug/g)| 04 (ug/g) | 05 (uo/g) | 0.6 (ug/g) | 0,75  (Mg/g)
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Elementos LOQ 0,2J 0,4 0,6J 0,8J 1,0J 1,2J 1,5
Ir 4 (uo/L)| 4 (uo/lL)| 8 (ug/L)| 12 (ug/L)| 16 (ug/L)| 20 (ug/L)| 24  (ug/L)| 30  (ug/L)
01 (ug/g) | 01 (ug/g) | 02 (ug/g) | 03 (ug/g)| 04 (ug/g) | 05 (ug/g) | 0.6 (pg/g) | 0,75  (Hg/g)
Pt 4 (uo/L)| 4 (uo/lL)| 8 (ug/L)| 12 (ug/L)| 16 (ug/L)| 20 (ug/L)| 24 (ug/L)| 30  (ug/L)
01 (ug/g) | 01 (ug/g) | 02 (ug/g) | 03 (ug/g)| 04 (ug/g) | 05 (ug/g) | 0.6 (ug/g) | 0,75  (Hg/g)
Au* 40 (ug/L) | 40 (no/L) | 80  (mg/L) | 120 (ug/L)| 160 (ug/L) | 200 (ug/L) | 240 (ug/L)| 300  (pg/L)
1 (uolg) | 1 (uolg) | 2 (pg/g)| 3 (ug/g)| 4 (ug/g)| 5 (uo/lg) | 6 (Mg/g) | 7.5  (Hg/g)
Hg 12 (ug/L) | 1.2 (ug/L) | 24 (ug/lL)| 36 (Mg/L)| 48 (ug/L)| 6 (uo/L)| 7.2 (ug/L)| 9  (ug/l)
0,03 (ug/g) | 0,03 (ug/g) | 006 (ug/g) | 0,09 (ug/g) | 0,12 (ug/g) | 015 (ug/g) | 018 (ug/g) | 023  (ug/g)
T 32 (ug/L) | 32 (ug/L) | 6,4 (ug/L)| 96 (uo/L)| 12,8 (ug/L)| 16 (ug/L) | 19,2 (ug/L) | 24  (ug/L)
0,08 (ug/g) | 0,08 (ug/g) | 016 (ug/g) | 024 (ug/g) | 032 (ug/g) | 04 (ug/g) | 048 (ug/g) | 06  (ug/g)

*Para ouro e prata foi utilizado o PDE de acordo com as USP <232> 01/12/2020.
NOTA: Considerando a aliquota e volume de dilui¢do default do método (ImL/25mL) e densidade 1 g/cmd.

Curva de calibragdo do elemento chumbo:

Solucdo branco: Em um baldo de 40 mL, completar com diluente 6%;

Solugéo padréo 0,2J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 140 pL. da SPI-2 e completar com
diluente 6%;

Solug¢do padrao 0,4): Em um baldo de 40 mL, adicionar 280 pL da SPI-2 e completar com
diluente 6%;

Solugdo padrao 0,6J: Em um balao de 40 mL, adicionar 420 pL da SPI-2 e completar com
diluente 6%;

Solucdo padrdo 0,8J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 560 uL. da SPI-2 e completar com
diluente 6%;

Solugéo padrdo 1,0J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 700 pL da SPI-2 e completar com
diluente 6%;

Solugdo padrao 1,2J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 840 puL da SPI-2 e completar com
diluente 6%;

Solu¢do padrdo 1,5J: Em um baldo de 40 mL, adicionar 1050 uL. da SPI-2 e completar

com diluente 6%.

Tabela 9. Concentragao das solugdes padrédo do elemento chumbo.

Elemento Pb LOQ 0,2J 0,4J 0,6J 0,8J 1,0J 1,2 1,5 Padréo check Q3D
po/L 7,00 7,00 14,0 21,0 28,0 35,0 42,0 53,0 35,0
pg/g 0,100 | 0,100 | 0,200 | 0,300 | 0,400 | 0,500 | 0,600 | 0,750 0,500

NOTA: Considerando a aliquota e volume de dilui¢do default do método (1,4mL/20mL) e densidade 1 g/cm3.
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3.6.3.1. Preparo amostras fortificadas e nao fortificadas

Tabela 10. Preparo das solugdes amostras fortificadas e néo fortificadas dos elementos Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg,
Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, Tl e V.
Solucgéo Procedimento de preparo das amostras
Branco Solucéo diluente tal qual (Preparar pelo menos 1 replicata).
Transferir ImL da amostra para baldo volumétrico de 25mL, completar o volume com
diluente HNO3 5% (Preparar pelo menos 3 replicatas).
Transferir ImL da amostra para baldo volumétrico de 25mL e adicionar 50 puL da SPI-
Amostra + 0,2J (Ponto Baixo) 1 e 100 puL da SPE-3, completar o volume com diluente HNO3s 5% (Preparar pelo
menos 6 replicatas).
Transferir ImL da amostra para baldo volumétrico de 25mL e adicionar 250 pL da
Amostra + 1,03 (Ponto Médio) | SPI-1 e 500 uL da SPE-3, completar o volume com diluente HNO3 5% (Preparar pelo
menos 6 replicatas).
Transferir ImL da amostra para baldo volumétrico de 25mL e adicionar 375 pL da
Amostra + 1,53 (Ponto Alto) SPI-1 e 750 pL da SPE-3, completar o volume com diluente HNOz 5% (Preparar pelo
menos 3 replicatas).

Amostra

Tabela 11. Preparo das solucbes amostras fortificadas e ndo fortificadas do elemento Pb.
Solucgéo Procedimento de preparo das amostras
Branco Solucéo diluente tal qual (Preparar pelo menos 1 replicata).
Transferir 1,4AmL da amostra para baldo volumétrico de 20mL, completar o volume
com diluente HNO3 6% (Preparar pelo menos 3 replicatas).

Transferir 1,4mL da amostra para baldo volumétrico de 20mL e adicionar 70 pL da
SPI-2, completar o0 volume com diluente HNO3 6% (Preparar pelo menos 6 replicatas).
Transferir 1,4mL da amostra para baldo volumétrico de 20mL e adicionar 350 pL da
SPI-2, completar o volume com diluente HNO3 6% (Preparar pelo menos 6 replicatas).
Transferir 1,4mL da amostra para baldo volumétrico de 20mL e adicionar 525 pL da
SPI-2, completar o volume com diluente HNO3 6% (Preparar pelo menos 3 replicatas).

Amostra

Amostra + 0,2J (Ponto Baixo)

Amostra + 1,0J (Ponto Médio)

Amostra + 1,53 (Ponto Alto)

3.6.4. Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema devera atender os requisitos abaixo:

e O coeficiente de correlacdo da regressdo linear (R) deve ser R > 0,990 para as
determinacdes por ICP-MS;

e A recuperacao das trés leituras da solucdo padrdo check deve ser de 80-120%, sendo elas
medidas antes e depois da analise da solu¢do amostra;

e O DPR das 3 leituras do padrdo check no inicio e final da corrida deve ser < 20%.

3.6.5. Procedimento

Realizar a leitura da solugéo branco, solucdo padrao 0,2/, 0,4, 0,67, 0,8, 1,0J, 1,2J e 1,5]
e solucdo padrdo check. Se todas as soluc¢des padrdo estiverem dentro do critério de aceitacdo
e a recuperacdo da média das 3 leituras do padrao check estar entre 80 e 120%, iniciar a leitura

da solugéo amostra.
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3.6.6. Calculo

A quantificacdo, em pg/L, dos compostos inorganicos extraidos sera realizada a partir da
equacdo da reta da curva de calibracdo utilizando a resposta em CPS (Counts Per Second) do

analito:

y —b

C(ug/L) =

Onde:

C (ug/L), € a concentragao em pg/L do analito na solugdo amostra;

y (em casos que nao seja utilizado padréo interno, o valor de y é apenas o CPS do padrdo) é a
razdo CPS padrao pelo CPS do padréo interno;

b é o coeficiente linear da reta;

a é o coeficiente angular da reta.

A concentracdo do elemento na amostra, em pg/g, dos compostos inorganicos extraidos

sera realizada conforme equagao abaixo:

(C(ug/L) —Br)xV
m

C(ug/9) =

Onde:

C (ug/g), € a concentragao do elemento na amostra expresso em pg/g;

Br ¢ a concentragdo em pg/L do analito na solugdo branco;

V ¢é o volume de diluigdo da amostra (em L);

m é a massa da amostra (em g) utilizada no preparo da solu¢do amostra, considerar a densidade

igual a 1g/cm?.
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3.7. Parametros de validacao

3.7.1. Especificidade

No capitulo <730> da USP, a especificidade é caracterizada como a capacidade de um
método analitico em identificar e quantificar de forma inequivoca o analito de interesse, mesmo
na presenga de componentes que possam atuar como interferentes, tais como impurezas,
produtos de degradacdo, excipientes ou demais constituintes da matriz. Esse parametro assegura
que o método seja seletivo, distinguindo o analito alvo de substancias estruturalmente
semelhantes ou de potenciais interferentes, garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos.

Do ponto de vista pratico, a especificidade é demonstrada por meio de estudos que
evidenciem a auséncia de interferéncia significativa nos sinais analiticos, atendendo aos
critérios estabelecidos para o parametro de exatiddo. Dessa forma, confirma-se que a resposta
obtida é atribuida exclusivamente ao analito, assegurando a adequacdo do método para
aplicacbes em controle de qualidade e validagdo analitica.

3.7.2. Linearidade

De acordo com o capitulo da USP <730>, o parametro de validacao linearidade é descrito
como a capacidade de um método analitico em demonstrar que os resultados obtidos s&o
diretamente proporcionais a concentracdo do analito dentro de uma faixa especifica. Esse
requisito é fundamental para métodos quantitativos, pois assegura que a resposta instrumental
seja adequada para a quantificacdo confiavel e reprodutivel.

A avaliacdo da linearidade, conforme estabelecido pela USP, deve ser realizada por meio
da construcdo de uma curva de calibracdo, utilizando solucdes padrdo em diferentes niveis de
concentracdo gque cubram toda a faixa de aplicacdo do método. Recomenda-se o0 uso de, no
minimo, cinco pontos de calibracgdo, distribuidos de forma representativa, e a analise estatistica
dos resultados obtidos.

O estudo de linearidade foi conduzido utilizando sete diferentes niveis de concentragéo,
distribuidos uniformemente na faixa de 0,2J a 1,5J da concentracdo-alvo, com cinco réplicas
por nivel. A avaliacdo foi conduzida distintamente para as duas curvas desenvolvidas.

O preparo das solugdes acido nitrico 5 e 6% (v/v), solugédo PI, SPI-1 e SPI-2, e a diluicédo

da curva de calibracéo dos elementos segue conforme descrito no item 3.6.3.
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As solucdes amostra para a linearidade seguiu 0 mesmo preparo das curvas de calibracdo
descritas no item 3.6.3.

O preparo foi realizado de forma aleatdria para evitar influéncias de possiveis cofatores,
e 0 ensaio foi realizado com uma leitura do branco e da curva de calibragdo, uma leitura da
solucdo padrdo check e posteriormente de cada solu¢do amostra para linearidade, finalizando
com uma leitura da solucéo padrdo check novamente.

Foi avaliado o coeficiente de correlagdo da curva de calibracdo (>0,99), o intercepto, 0
coeficiente angular, a normalidade dos residuos, a homoscedasticidade da varidncia, pontos

extremos na resposta e dependéncia nas observagoes.

3.7.2.1. Resultados da linearidade

Todos os elementos foram avaliados por meio do método dos minimos quadrados, técnica
estatistica amplamente utilizada para a estimacéo dos parametros da regressao, cuja aplicacdo
n&o se restringe a relagdes estritamente lineares, mas se estende a diferentes modelos de ajuste.

A significancia do modelo foi verificada pelo teste F da ANOVA, no qual se avaliaram
as hipoteses: (1) HO, coeficiente angular igual a zero; (2) H1, coeficiente angular diferente de
zero. De acordo com o criterio adotado, quando o p-valor < 0,05, rejeita-se a hipotese nula ao
nivel de significancia de 5%, confirmando que o coeficiente angular é estatisticamente diferente
de zero e, portanto, que existe relacdo significativa entre concentracao e resposta.

Para o intercepto (coeficiente linear), aplicou-se o teste t de Student, considerando as
hipdteses: (1) HO, intercepto igual a zero; (2) H1, intercepto diferente de zero. Assim, quando
0 p-valor < 0,05, rejeita-se a hipdtese nula ao nivel de significancia de 5%, indicando que o
intercepto difere estatisticamente de zero.

O coeficiente de correlagdo de Pearson (R) foi utilizado para mensurar o grau de
proporcionalidade entre a variavel explicativa (concentracdo) e a variavel resposta (sinal
instrumental). Conforme o critério estabelecido, valores de R<0,990 indicam auséncia de
relacdo linear adequada. Nesses casos, deve-se reavaliar a adequacdo do procedimento analitico
e/ou da faixa de calibracéo utilizada, o que implicaria na reprovagédo do estudo de linearidade.

Dessa forma, a combinacdo dos testes estatisticos (ANOVA, t de Student e correlacdo de
Pearson) assegura uma avaliacdo robusta da linearidade, garantindo que o modelo seja
estatisticamente valido e adequado para a quantificacdo dos elementos na faixa de trabalho
definida.
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Abaixo segue quatro graficos para cada elemento avaliado, sendo eles:

Gréafico de Residuos padronizados vs Valores ajustados: é usado para detectar se 0s
residuos se distribuem aleatoriamente e para detectar a presenca de valores extremos
(outliers) nos dados. Geralmente, consideram-se outliers os pontos que excedem o limite
de 3 desvios padrao;

Gréafico de Residuos da Normal: representado pelo QQ-Plot (Quantile-Quantile Plot) é
usado para verificar a pressuposicdo de que os residuos sao distribuidos normalmente.
Quando essa condicdo é atendida, os pontos do grafico tendem a se alinhar
aproximadamente sobre uma linha reta, indicando aderéncia a normalidade;

e Grafico de Residuos vs Valores ajustados: é usado para verificar a pressuposicao de que

os residuos se distribuem aleatoriamente e que tém variancia constante;

e Gréfico de Residuos vs Ordem de coleta: este grafico mostra os residuos na ordem em
que foram coletados e € usado para verificar a pressuposicdo de independéncia. Em geral,
para que se cumpra tal requisito, os dados devem se dispor aleatoriamente em torno da

linha central.

» Elemento: Prata (Ag)
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Figura 34. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Prata (Ag).



» Elemento: Arsénio (As)
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Figura 35. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Arsénio (As).

» Elemento: Ouro (Au)
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Figura 36. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Ouro (Au).




» Elemento: Bério (Ba)
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Figura 37. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Bario (Ba).

» Elemento: Cadmio (Cd)
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Figura 38. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Cadmio (Cd).
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» Elemento: Cobalto (Co)
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Figura 39. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Cobalto (Co).

» Elemento: Cromo (Cr)
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Figura 40. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Cromo (Cr).
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» Elemento: Cobre (Cu)
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Valores ajustados QQ-plot
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Figura 41. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Cobre (Cu).

» Elemento: Mercurio (Hg)

Residuos padronizados vs.

» Valores ajustados QQ-plot
[=]
-8 3-I " R R R R RN EEEEEEESEEREREERBETSR -~
-E 2-. " E B R E E B RN H B B B B BN R R BN Q o , -
S 8 g 8 02 - el °
5 .18 ... 2 g-..8| 3 > i
© (- . . " m I == . = 0.0 -
% 149 8 g © .g * § - - ‘:.-'
(=] L 9'00
E_E-Q----------- ..Q..... _o,g-ﬁ’,"'
3 — 3 " s s s s E W E EEEEEEEE SN -~
o 25 5.0 7.5 -2 -1 0 1 2
Valores ajustados Quantis da Normal
Residuos ponderados vs. Residuos vs.

" Valores ajustados Ordem de coleta
13 0.2 o 0.2 1 9

o @ o o
[} . @ .
2 0i1g © © 8 o © g 0.1 _-"-. e .-':_ ? @c',
5 9 o Q % : : G
= @ O @ 0 B
E -0.14 8 © © - 0.1+ Q@; G' i 0 L
e @ Q@ 6 & @
- 2.5 5.0 7.5 0 10 20 30

Valores ajustados Ordem de coleta

Figura 42. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Mercurio (Hg).



» Elemento: Iridio (Ir)
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Figura 43. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Iridio (Ir).

» Elemento: Litio (Li)
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Figura 44. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Litio (Li).
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» Elemento: Molibdénio (Mo)
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Figura 45. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Molibdénio (Mo).

» Elemento: Niquel (Ni)
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Figura 46. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Niquel (Ni).
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> Elemento: Osmio (Os)
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Figura 47. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Osmio (Os).

» Elemento: Chumbo (Pb)
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Figura 48. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Chumbo (Pb).
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» Elemento: Paladio (Pd)
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Figura 49. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Paladio (Pd).

» Elemento: Platina (Pt)
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Figura 50. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Platina (Pt).
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» Elemento: Rodio (Rh)
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Figura 51. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Radio (Rh).
» Elemento: Ruténio (Ru)
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Figura 52. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Ruténio (Ru).



» Elemento: Antimdnio (Sb)
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Figura 53. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Antiménio (Sb).

» Elemento: Selénio (Se)
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Figura 54. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Selénio (Se).
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» Elemento: Estanho (Sn)
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Figura 55. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Estanho (Sn).

» Elemento: Téalio (TI)
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Figura 56. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Talio (TI).
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» Elemento: Vanadio (V)
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Figura 57. Gréficos dos residuos do modelo para o elemento Vanadio (V).

Os resultados da linearidade para todos os elementos sdo resumidos na tabela abaixo:

Tabela 12. Resumo dos resultados de linearidade.

Teste Conclusao
Ag (R =0,9988); As (R =0,9995); Au (R =
0,9947); Ba (R = 0,9992); Cd (R = 0,9991); Co
(R =0,9992); Cu (R =0,9989); Li (R = Cr (R =0,9995); Hg (R = 0,9993);
Elementos 0,9994); Ni (R = 0,9987); Pb (R =0,9987); Pd | Ir (R =0,9995); Mo (R = 0,9996);

(R =0,9989); Pt (R =0,9996); Rh (R =
0,9986); Ru (R =0,9984); Sb (R = 0,9987); Se
(R=0,9991); Sn (R =0,9989); TI (R =0,9998)

Os (R =0,9998); V (R = 0,9993)

Teste do intercepto

Intercepto é estatisticamente diferente de zero

Intercepto igual a zero

Teste F da ANOVA

Coeficiente angular é estatisticamente diferente de zero

Teste de normalidade dos
residuos

N&o se rejeitou a hipétese de normalidade dos residuos

Teste de homocedasticidade

N&o se rejeitou a homoscedasticidade da variancia

Valores extremos na resposta

Né&o foram detectados pontos extremos

Teste de independéncia das
observagdes

Néo foi detectada dependéncia das observagdes

Avaliando os resultados descritos na Tabela acima os coeficientes de correlagdo (R) de

todos os elementos avaliados apresentaram valores de R > 0,99, indicando excelente ajuste

linear entre concentracdo e resposta instrumental. Isso confirma que o método € capaz de

quantificar os analitos de forma proporcional dentro da faixa estudada.
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Para os elementos Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cu, Li, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sbh, Se, Sn, Tl,
o0 intercepto foi estatisticamente diferente de zero, enquanto para os demais foi igual a zero.
Esse comportamento é esperado em sistemas analiticos reais, pois pode refletir ruido de fundo
ou resposta residual da matriz. Importante destacar que, mesmo com intercepto distinto de zero,
a linearidade foi validada positivamente, ja que os demais parametros (precisdo, exatidao e
correlacdo) se mantiveram dentro dos critérios de aceitacéo.

Com o resultado do Teste F da ANOVA, obteve-se o coeficiente angular estatisticamente
diferente de zero, para todos os elementos, confirmando que existe relagdo significativa entre
concentracéo e resposta, validando a regresséo linear utilizada, assim como ndo houve rejeicéo
da hipotese de normalidade, indicando que os residuos da regressdo seguem distribuicdo
normal, requisito essencial para a validade dos testes estatisticos aplicados.

A homogeneidade da variancia foi confirmada, demonstrando que os erros se distribuem
de forma uniforme ao longo da faixa de concentracdo, sem tendéncia sistematica.

N&o foram identificados pontos extremos (outliers), o que reforca a consisténcia dos
dados experimentais e nem dependéncia entre as observac6es, garantindo que cada medida seja
estatisticamente independente, condi¢do necessaria para a validade dos modelos de regressao.

Conclui-se que os resultados da linearidade demonstram que 0 método apresenta robustez
e € estatisticamente validada para todos os elementos avaliados. A presenca de intercepto
diferente de zero em alguns casos ndo compromete a confiabilidade do modelo, pois os critérios
de correlacdo, normalidade, homocedasticidade e auséncia de valores extremos foram
atendidos. Dessa forma, o0 método é considerado adequado para quantificacdo de tragos em
diferentes matrizes, atendendo as exigéncias de validagdo analitica segundo guias

internacionais como o ICH Q2 (R2) e capitulos da USP.

3.7.3. Exatidao

De acordo com o capitulo da USP <730>, o parametro de validacdo exatiddo ¢é definido
como a capacidade de um método analitico em fornecer resultados que estejam em estreita
concordancia com o valor verdadeiro ou aceito como referéncia. Em outras palavras, a exatidao
avalia o quanto o método é capaz de medir corretamente a concentracdo do analito, sem
apresentar viés sistematico que comprometa a confiabilidade dos resultados.

A verificacdo da exatidao, segundo a USP, deve ser realizada por meio da andlise de
amostras preparadas com concentracdes conhecidas do analito, geralmente obtidas a partir de

padrdes de referéncia certificados ou solucdes de concentracdo previamente estabelecida. Os
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resultados obtidos sdo comparados com os valores tedricos e expressos em termos de percentual
de recuperacéo ou erro relativo.

A norma recomenda que a exatiddo seja avaliada em multiplos niveis de concentracao,
abrangendo toda a faixa de aplicacdo do método, incluindo valores proximos ao limite inferior
e superior da curva de calibracdo. Cada nivel deve ser analisado em replicata, de modo a garantir
robustez estatistica e confiabilidade dos dados.

O preparo das solucdes acido nitrico 5 e 6% (v/v), solucdo Pl, SPI-1 e SPI-2, e a diluicdo
da curva de calibracdo dos elementos segue conforme descrito no item 3.6.3.

As solugdes amostra para a exatiddo seguiu 0 mesmo preparo das amostras descritas nas
Tabelas 9 e 10.

O preparo foi realizado em triplicata de cada nivel fortificado (0,2J, 1,0J, 1,5J), e 0 ensaio
realizado com uma leitura do branco, da curva de calibracdo, da solucéo padréo check e uma
vez cada solugdo amostra de cada nivel totalizando nove determinagdes, finalizando com uma
nova leitura da solucdo padrdo check. A analise foi conduzida distintamente para as duas curvas
desenvolvidas e suas devidas amostras contaminadas.

A exatiddo foi avaliada de acordo com a recuperacdo das fortificacGes feitas na amostra
a 0,2J, 1,0J e 1,5J da especificacdo, sendo satisfatdrias quando dentro da faixa de 70 — 150%
para cada replicata das fortificagbes com DPR (%) 5,0%. Além disso, os dados obtidos
permitiram validar simultaneamente o parametro de especificidade, demonstrando que o
método é capaz de quantificar o analito de forma inequivoca mesmo na presenca de potenciais

interferentes da matriz, como citado no item 3.6.8.1.

3.7.3.1. Resultados da exatidao

A exatiddo do método analitico foi definida como grau de concordancia entre 0s
resultados individuais, obtidos pelo método em estudo, em relagdo a um valor de referéncia
aceito como verdadeiro.

Os resultados da exatiddo sdo apresentados na tabela abaixo:

Tabela 13. Resumo dos resultados de Exatidao.

Elemento Niveis Média DP DPR (%)
20 99,73 0,87 0,87
Ag 100 99,37 0,30 0,30
150 99,30 0,78 0,79
20 94,30 2,55 2,71
As 100 97,73 1,20 1,23
150 97,74 2,59 2,65
20 81,95 1,70 2,07
Au 100 89,57 3,20 3,57
150 99,28 3,52 3,55




Tabela 13. Continag&o...

Elemento Niveis Média DP DPR (%)
20 98,98 0,72 0,72
Ba 100 105,36 1,02 0,97
150 107,91 1,00 0,92
20 95,50 1,86 1,94
Cd 100 102,79 1,84 1,79
150 106,74 1,25 1,17
20 95,42 2,42 2,54
Co 100 93,55 1,12 1,20
150 92,42 2,16 2,34
20 98,67 1,32 1,34
Cr 100 98,13 1,09 1,11
150 96,65 2,49 2,58
20 88,76 1,46 1,64
Cu 100 91,85 0,95 1,03
150 90,30 1,79 1,98
20 88,19 0,77 0,88
Hg 100 94,97 3,16 3,33
150 96,58 3,92 4,06
20 96,38 2,46 2,56
Ir 100 97,06 1,30 1,34
150 99,08 2,17 2,19
20 77,72 3,03 3,90
Li 100 79,42 1,19 1,50
150 80,27 1,99 2,48
20 97,69 1,49 1,52
Mo 100 97,72 1,66 1,70
150 97,02 1,48 1,53
20 92,60 441 4,85
Ni 100 90,78 0,91 1,00
150 90,49 2,99 3,31
20 99,44 2,68 2,69
Os 100 100,59 1,06 1,05
150 102,73 2,08 2,03
20 82,03 1,21 1,47
Pb 100 101,65 2,42 2,38
150 101,18 3,22 3,19
20 71,65 1,17 1,64
Pd 100 82,03 1,23 1,50
150 85,51 2,00 2,34
20 95,14 2,59 2,73
Pt 100 95,40 0,69 0,73
150 97,33 1,73 1,78
20 83,70 2,44 2,92
Rh 100 90,29 0,84 0,93
150 94,43 1,30 1,38
20 85,38 1,77 2,07
Ru 100 91,66 1,43 1,55
150 97,00 1,00 1,03
20 95,99 0,62 0,64
Sh 100 105,02 1,47 1,40
150 108,56 1,59 1,46
20 103,38 4,24 4,10
Se 100 103,65 2,19 2,11
150 105,03 1,92 1,83
20 93,83 0,47 0,51
Sn 100 104,30 0,91 0,87
150 108,16 1,38 1,28
20 97,94 0,93 0,95
TI 100 99,26 1,13 1,13
150 100,38 1,83 1,82
20 97,72 0,34 0,34
\Y% 100 98,31 1,56 1,59
150 98,64 1,82 1,85

64
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A tabela acima reGne os resultados de exatiddo obtidos para diferentes impurezas
elementares avaliadas em trés niveis de concentracdo (20%, 100% e 150% da especificacao).

Para todos os elementos e niveis avaliados, os valores de recuperacdo encontram-se
dentro da faixa de aceitacdo de 70-150%, conforme estipulado pela USP <730>. Isso demonstra
gue o método é capaz de quantificar as impurezas elementares com confiabilidade em diferentes
concentragoes.

Os desvios padréo e coeficientes de variagdo observados sdo baixos, em geral inferiores
a 5%, indicando boa precisao dos resultados. Essa consisténcia reforca a robustez do método e
a auséncia de variabilidade significativa entre replicatas.

Mesmo para elementos que apresentaram valores meédios mais proximos ao limite inferior
da faixa (ex.: Pd, Li, Pb, Ru), os resultados ainda se mantém dentro dos critérios de aceitacéo,
confirmando que o método é adequado para a determinacéo de todos os analitos avaliados.

Os resultados demonstram que todas as impurezas elementares foram validadas pela
exatidao, uma vez que os valores de recuperacao estdo em conformidade com os parametros
estabelecidos pela USP <730> (70-150%). Alem disso, os baixos desvios padréo e coeficientes
de variagdo confirmam a precisdo e confiabilidade do método analitico, assegurando sua
aplicabilidade para o controle de qualidade em diferentes matrizes farmacéuticas.

Em sintese, a andlise comprova que o método atende plenamente as exigéncias
regulatorias, validando a quantificacdo de todas as impurezas elementares com desempenho

estatisticamente satisfatorio.

3.7.4. Precisao

Conforme o capitulo USP <730>, o parametro de validacdo preciséo é definido como o
grau de concordancia entre resultados obtidos em analises repetidas de uma mesma amostra,
sob condigdes estabelecidas. Esse parametro avalia a reprodutibilidade do método, ou seja, sua
capacidade de gerar resultados consistentes e proximos entre si, sem considerar
necessariamente a proximidade em relacéo ao valor verdadeiro (que é avaliado pela exatidao).

A USP estabelece que a precisdo deve ser verificada em diferentes niveis:

e Repetibilidade: avaliada em condi¢fes de curto prazo, utilizando o mesmo analista, o
mesmo equipamento e 0 mesmo laboratdrio, em um intervalo reduzido de tempo. Mede

a variabilidade intra-ensaio.
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o Precisdo intermediaria: considera variacbes dentro de um mesmo laboratorio, como
diferentes dias de analise, diferentes analistas ou diferentes equipamentos. Avalia a
robustez do método frente a pequenas mudancas operacionais.

O preparo das solucdes acido nitrico 5 e 6% (v/v), solugdo P, SPI-1 e SPI-2, e a dilui¢do
da curva de calibracdo dos elementos segue conforme descrito no item 3.6.3.

Os ensaios de repetibilidade e de precisdo intermediaria foram conduzidos utilizando
amostras preparadas na concentragdo correspondente ao ponto baixo da curva de calibracéo
(LQ equivalente ao 0,2J, n = 6), médio (especificacdo equivalente ao 1,0J, n = 6), preparadas
conforme Tabelas 9 e 10, em dias diferentes por analistas distintos. Para as analises, realizou-
se uma leitura do branco, da curva de calibracdo, solucdo padrdo check e uma vez de cada
solucdo amostra (0,2J e 1,0J), total doze leituras, finalizando com uma leitura da solucéo padrao
check.

A avaliacdo da repetibilidade foi conduzida por meio da analise de seis replicatas da
amostra fortificada, preparadas na concentracdo de 1,0J, apresentando DP < 5,0% e DPR <
20%, em conformidade com os critérios de aceitacao estabelecidos. Ja a precisao intermediaria
foi avaliada a partir de 12 resultados (N = 12), obtidos em condicdes distintas de execucéo,
contemplando variacdo de dias de analise e de analistas responsaveis pelo preparo e leitura das
amostras. Os valores calculados apresentaram DP < 8,0% ¢ DPR < 25%, confirmando a

robustez e a consisténcia do método frente a variacdes operacionais controladas.

3.7.4.1. Resultados da Repetibilidade

A repetibilidade avaliou a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios
com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado. A precisdo foi
demonstrada pela dispersdo dos resultados calculando-se o DP e o DPR da série de medicdes.

A determinacdo da repetibilidade obedeceu aos seguintes critérios:

e Auvaliou-se as amostras sob as mesmas condi¢cfes de operacdo, mesmo analista e mesma
instrumentacao, em uma Unica corrida analitica.

e Utilizou-se 6 (seis) réplicas a 20% (0,2)) e 100% (1,0J) da concentracdo do teste
individualmente preparadas.
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67

Elemento Média DP DPR (%)
Ag 79,09 1,83 2,31
As 94,37 3,00 3,18
Au 82,91 1,57 1,90
Ba 98,85 1,32 1,33
Cd 95,35 2,07 2,17
Co 94,15 2,19 2,32
Cr 98,48 0,91 0,93
Cu 88,25 1,72 1,94
Hg 89,51 2,34 2,62

Ir 95,53 1,97 2,06
Li 75,89 2,82 3,71
Mo 97,08 1,60 1,65
Ni 90,46 4,30 4,76
Os 98,94 1,94 1,96
Pb 82,47 4,57 5,54
Pd 72,02 2,17 3,01
Pt 93,75 2,34 2,49
Rh 83,07 2,06 2,49
Ru 84,78 1,79 2,11
Sh 95,43 1,59 1,66
Se 102,35 3,51 3,43
Sn 93,77 1,21 1,29
TI 97,48 0,84 0,86
\Y 97,38 1,11 1,14

Tabela 15. Resumo dos resultados de Repetibilidade no nivel 1,0J.

Elemento Média DP DPR (%)
Ag 89,46 4,35 4,87
As 100,11 4,07 4,07
Au 93,36 4,12 6,56
Ba 106,59 4,50 5,16
Cd 104,16 4,36 5,15
Co 95,22 4,33 4,55
Cr 98,91 4,79 4,84
Cu 92,74 3,22 3,47
Hg 98,77 4,70 6,78

Ir 99,60 4,70 472
Li 79,76 3,48 4,36
Mo 98,74 4,64 4,70
Ni 92,32 3,83 4,15
Os 102,78 4,40 4,28
Pb 101,13 2,20 2,18
Pd 82,25 3,88 471
Pt 97,48 4,50 4,61
Rh 91,87 4,64 5,05
Ru 93,65 411 5,46
Sh 106,34 4,70 5,36
Se 105,93 4,43 5,13
Sn 105,54 4,46 5,18
TI 101,65 4,92 4,84
V 100,34 4,81 4,79

As tabelas apresentadas acima reinem os resultados da anélise de repetibilidade para os
elementos controlados pelo guia ICH Q3D, considerando os niveis de 20% (0,2J) e 100% (1,0J)

da especificacdo. Os parametros avaliados foram o DP absoluto e 0 DPR, que permitem

verificar a precisao do método analitico.
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Primeiramente, todos os elementos apresentaram valores dentro da faixa de aceitacao
estipulada pelo ICH Q3D e pela USP <730> (70-150%), confirmando que o método é capaz
de quantificar adequadamente as impurezas elementares em diferentes niveis da faixa de
trabalho.

Os valores de DP foram baixos para todos os elementos, indicando baixa dispersao dos
resultados e reforcando a consisténcia das medicdes e a maioria dos elementos apresentou DPR
inferior a 5,0%, o que é considerado satisfatorio para estudos de repetibilidade. Alguns
elementos proximos ao limite inferior da faixa de aceitagdo (Pd = 72,0%; Li = 75,9%; Ag =
79,0%; Pb = 82,4%), no entanto, permanecem conformes com os critérios da USP <730>,
validando a aplicabilidade do método para esses analitos.

Os resultados das tabelas demonstram que o método analitico apresenta repetibilidade
adequada para todos os elementos avaliados, atendendo aos critérios de precisdo e exatidao
estabelecidos pelo ICH Q3D e pela USP <730>. As médias de recuperagéo estdo dentro da faixa
de aceitacdo, os desvios padrdo sdo baixos e os coeficientes de variacdo confirmam a

consisténcia dos resultados.

3.7.4.2. Resultados da Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria avaliou a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado. A
precisdo foi demonstrada pela dispersdo dos resultados calculando-se o DP e 0 DPR da série de
medicoes.

A determinacéo da preciséo intermediéria obedeceu aos seguintes critérios:

e Expressou a proximidade entre os resultados obtidos da analise de uma mesma amostra,
no mesmo laboratdrio, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por operadores
distintos.

e Contemplou as mesmas concentragdes e 0 mesmo nimero de determinacdes descritas na

avaliacéo da repetibilidade.

Tabela 16. Resumo dos resultados de Precisdo intermediaria no nivel 0,2J.

Elemento DP DPR (%)
Ag 3,62 445
As 571 5,83
Au 4,83 5,61
Ba 5,07 531
Cd 2,98 3,18
Co 2,76 2,91
Cr 3,43 3,42
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Tabela 16. Continuagao...

Elemento DP DPR (%)
Cu 2,53 2,82
Hg 7,67 8,11

Ir 4,27 4,37
Li 3,97 521
Mo 2,47 2,56
Ni 7,38 9,73
Os 2,95 2,94
Pb 4,45 541
Pd 5,16 6,88
Pt 3,93 4,10
Rh 3,01 3,56
Ru 3,34 3,86
Sh 2,26 2,39
Se 2,81 2,73
Sn 3,88 4,25
Tl 3,21 3,24
V 2,01 2,05

Tabela 17. Resumo dos resultados de Precisao intermediaria no nivel 1,0J.

Elemento DP DPR (%)
Ag 4,16 4,56
As 3,07 3,05
Au 7,22 8,43
Ba 4,36 4,11
Cd 4,38 4,27
Co 3,68 3,84
Cr 3,93 3,97
Cu 2,73 2,90
Hg 5,46 5,41

Ir 3,66 3,64
Li 3,19 3,94
Mo 3,87 3,87
Ni 3,75 4,00
Os 3,43 3,32
Pb 7,08 9,43
Pd 4,92 5,82
Pt 4,02 4,05
Rh 4,27 4,56
Ru 4,68 4,90
Sh 4,67 4,46
Se 4,41 4,18
Sn 431 4,12
Tl 3,76 3,70
V 4,10 4,08

As tabelas acima reinem os resultados da precisdo intermediaria para os elementos
controlados pelo guia ICH Q3D, considerando os niveis de 20% (0,2J) e 100% (1,0J) da
especificacdo. Foram avaliados os parametros de DP absoluto e DPR, que permitem verificar a
reprodutibilidade do método em condigdes distintas (diferentes dias, analistas ou
equipamentos).

Os valores de DP variaram entre aproximadamente 2,0 e 7,7, indicando uma dispersao
relativamente baixa em relagdo as médias de recuperacdo. Isso demonstra que o método

apresenta boa consisténcia, mesmo em condicdes de variagao operacional.
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A maioria dos elementos apresentou DPR inferior a 6%, o que € considerado satisfatorio
para estudos de precisdo intermediaria.

Os resultados demonstram que o método analitico apresenta precisao intermediaria
adequada para todos os elementos avaliados, atendendo aos critérios de aceitacdo do ICH Q3D
e da USP <730>. Apesar de alguns elementos apresentarem DPR mais elevados, todos
permanecem dentro de limites aceitaveis, comprovando que o método é reprodutivel, robusto e
confiavel em diferentes condicBes de execucao.

Assim, conclui-se que o método esta validado quanto a precisdo intermediaria para todos
os elementos controlados, garantindo seguranga e consisténcia na determinacéo de impurezas

elementares.

3.7.5. Limite de quantificacéo

No capitulo <730> da USP, 0 LQ é estabelecido como a menor concentracdo de analito
que pode ser determinada de forma confiavel, atendendo aos critérios de precisdo e exatidao
definidos para o método analitico. Diferentemente do LD, que apenas confirma a presenga do
analito, o LQ assegura sua quantificacdo com validade estatistica e reprodutibilidade, sendo,
portanto, um parametro critico para a robustez e aplicabilidade do método.

O capitulo admite como aceitavel um LQ correspondente a 50% do valor da
especificacdo. Contudo, para fins de isengédo do controle rotineiro de impurezas elementares, o
método foi desenvolvido com um LQ mais restritivo, equivalente a 20% da especificacdo (0,2J).
Essa escolha fundamenta-se nas diretrizes do ICH Q3D, que permitem a dispensa do
monitoramento de impurezas elementares quando a concentracdo do analito se encontra
abaixo de 30% do limite estabelecido. Dessa forma, o desenvolvimento metodoldgico
priorizou a obtencdo de um LQ mais baixo, garantindo ndo apenas conformidade regulatoria,
mas também a adequacdo do método ao objetivo especifico de avaliacdo e controle de
impurezas elementares.

O LQ sera comprovado através do ensaio de recuperagdo e precisao no primeiro ponto da
curva de calibracdo para via parenteral ([Ag]= 4,0 ug/L, equivalente a 0,1 pg/g; [As]= 6,0 ug/L,
equivalente a 0,15 pg/g; [Au]=40,0 ug/L, equivalente a 1,0 pg/g; [Ba]=280,0 pug/L, equivalente
a 7,0 ug/g; [Cd]= 0,8 png/L, equivalente a 0,02 ug/g; [Co]= 2,0 pug/L, equivalente a 0,05 ng/g;
[Cr]=440,0 ug/L, equivalente a 11,0 ug/g; [Cul]= 120,0 pug/L, equivalente a 3,0 pg/g; [Hg]= 1,2
pg/L, equivalente a 0,03 pg/g; [Ir]= 4,0 pg/L, equivalente a 0,1 pg/g; [Li]= 100,0 pg/L,
equivalente a 2,5 pg/g; [Mo]= 600,0 pg/L, equivalente a 15,0 pg/g; [Ni]= 8,0 ug/L, equivalente
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a 0,2 pug/g; [Os]=4,0 ug/L, equivalente a 0,1 pg/g; [Pb]= 7,0 ug/L, equivalente a 0,1 ug/g; [Pd]=
4,0 ng/L, equivalente a 0,1 pg/g; [Pt]= 4,0 pug/L, equivalente a 0,1 pg/g; [Rh]= 4,0 pg/L,
equivalente a 0,1 pg/g; [Ru]= 4,0 pg/L, equivalente a 0,1 pg/g; [Sb]= 36,0 ug/L, equivalente a
0,9 ng/g; [Sel= 32,0 ug/L, equivalente a 0,8 pg/g; [Sn]= 240,0 ng/L, equivalente a 6,0 ng/g;
[T1]= 3,2 pg/L, equivalente a 0,08 pg/g; [V]= 4,0 ug/L, equivalente a 0,1 pg/g).

3.7.5.1. Resultados do limite de quantificacédo

No presente estudo, os resultados obtidos para o LQ evidenciaram que:
e Os ensaios de precisdo apresentaram DPR dentro dos limites de aceitagdo, confirmando
baixa dispersdo dos resultados e reprodutibilidade adequada.
o Os ensaios de exatiddo demonstraram valores de recuperacdo dentro da faixa especificada
(70-150%), comprovando que 0 método é capaz de quantificar o analito de forma correta
e sem viés significativo, mesmo em concentra¢es proximas ao limite inferior da faixa
analitica.
Esses dados confirmam que, no nivel correspondente ao limite de quantificacao, o método
mantém desempenho estatisticamente satisfatorio, atendendo aos critérios de robustez,
confiabilidade e aplicabilidade regulatoria.

3.7.6. Robustez

Citando o capitulo <730> da USP, a robustez € um parametro de validacdo que avalia a
capacidade de um método analitico em manter seu desempenho confiavel diante de pequenas
variacgoes deliberadas nos pardmetros operacionais. Em outras palavras, trata-se de verificar se
0 método continua adequado ao uso pretendido mesmo quando condi¢fes experimentais sofrem
alteracdes minimas, mas plausiveis, durante a rotina analitica.

A robustez é avaliada por meio da introducédo de variacdes deliberadas e controladas em
fatores criticos do método analitico, com o objetivo de verificar sua capacidade de manter
desempenho consistente sob diferentes condi¢Ges experimentais. Neste estudo, a robustez foi
investigada especificamente quanto a variagdo da matriz, de modo a assegurar a aplicabilidade
do método em diferentes formas farmacéuticas. Foram contempladas suspensdo injetavel,
solucdo oftalmica e suspensdo oftalmica, permitindo demonstrar que o método mantém sua

confiabilidade e seletividade mesmo diante de alteragbes na composicdo da matriz,
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confirmando sua adequacdo para uso em rotinas analiticas de controle de qualidade em
multiplos cenarios farmacéuticos.

O preparo das solucdes acido nitrico 5 e 6% (v/v), solucdo P, SPI-1 e SPI-2, e a diluicdo
da curva de calibracéo dos elementos segue conforme descrito no item 3.6.3.

As solucdes amostra com as diferentes matrizes foram preparadas conforme o preparo
das amostras descritas nas tabelas 9 e 10.

O ensaio foi realizado e avaliado conforme repetibilidade e exatiddo para todos, assim os
critérios de avaliacdo permanecem alinhados com as recomendagGes do ICH Q2(R2),
permitindo justificar tecnicamente que o método desenvolvido é consistente, confiavel e

aplicavel a multiplas matrizes farmacéuticas.

3.7.6.1. Resultados da robustez

Neste estudo, a robustez foi investigada em diferentes matrizes farmacéuticas
assegurando que o método se mantenha adequado para aplicacdes em distintas formas
farmacéuticas de relevancia clinica. Sendo elas:

e Suspensdo injetavel: Caracterizada por uma formulagdo parenteral na qual o principio
ativo encontra-se disperso em meio liquido, geralmente aquoso, estabilizado por agentes
suspensores e tensoativos. Essa matriz apresenta elevada complexidade analitica devido
a presenca de particulas solidas em suspensdo, que podem influenciar a homogeneidade
da amostra, a estabilidade fisico-quimica e a interagdo com excipientes;

¢ Solucdo oftalmica: consiste em uma formulacdo liquida estéril, destinada a administracdo
topica ocular, na qual o principio ativo encontra-se completamente solubilizado em
veiculo aquoso. Essa matriz exige elevada pureza e estabilidade fisico-quimica, além de
compatibilidade com o pH lacrimal e tonicidade adequada para evitar irritacdo ocular.
Frequentemente incorpora agentes tamponantes, estabilizantes e conservantes, quando
aplicavel, para assegurar a integridade da formulacdo durante o armazenamento e uso;

e Suspensdo oftdlmica: Corresponde a uma formulacdo liquida estéril destinada a
administracéo ocular, na qual o principio ativo encontra-se disperso em particulas sélidas
finamente micronizadas em um veiculo aquoso. Essa forma farmacéutica requer agentes
suspensores e estabilizantes para manter a uniformidade da dispersdo, além de ajustes de
pH e tonicidade compativeis com o fluido lacrimal, a fim de garantir tolerabilidade e

eficacia terapéutica.
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A avaliacdo foi conduzida segundo as diretrizes estabelecidas pelo ICH Q2(R2), com foco
nos parametros de exatiddo e repetibilidade, considerados essenciais para garantir a
confiabilidade e a consisténcia dos resultados analiticos. A analise sistemética desses
pardmetros possibilita verificar se 0 metodo permanece valido mesmo diante de variagdes
controladas, assegurando que os resultados obtidos sejam representativos e reprodutiveis.

Durante a execucdo dos testes foi identificado um erro sistematico associado ao elemento
chumbo (Pb), presente em todas as matrizes avaliadas, e ao elemento ouro (Au), observado
exclusivamente na matriz de suspensédo oftalmica. Para a correcéo desses desvios, procedeu-
se ao calculo de um fator multiplicativo de ajuste, cujos valores determinados foram
respectivamente 1,78 e 1,99. A aplicacao desses fatores assegura a compensacao adequada dos
erros observados, garantindo maior precisdo nos resultados analiticos e a conformidade
estatistica do método.

Adicionalmente, a caracterizacdo fisico-quimica das suspensfes demonstrou que o
diametro das particulas (D99) apresentou valor <20 um, estando em conformidade com o limite
operacional do nebulizador utilizado, que suporta até 40 um. Essa relacdo confirma que as
suspensdes encontram-se dentro da faixa adequada para 0 processo, assegurando a
compatibilidade entre as propriedades da formulacdo e a capacidade do equipamento.

No que se refere a concentracdo de STD (%), o limite permitido para o processo de
nebulizacdo é de até 15%. As amostras das matrizes analisadas apresentaram valores
inferiores a 8%, permanecendo significativamente abaixo do limite maximo especificado.

Dessa forma, o teste de robustez aplicado as trés matrizes estudadas fornece evidéncias
da consisténcia metodologica e da conformidade regulatdria, reforcando a aplicabilidade do
método para o controle de qualidade e para o atendimento as exigéncias normativas

internacionais.

3.7.6.1.1. Suspensdo injetavel

Tabela 18. Resumo dos resultados de Exatid@o para Suspensédo injetavel.

Elemento Niveis Média DP DPR (%)
20 93,65 0,35 0,37
Ag 100 93,65 0,35 0,37
150 98,79 0,66 0,67
20 102,90 1,45 141
As 100 101,91 2,17 2,13
150 104,29 1,95 1,87
20 75,48 3,53 4,67
Au 100 97,85 3,23 3,30
150 102,33 0,99 0,97
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Elemento Niveis Média DP DPR (%)

20 101,30 0,90 0,89

Ba 100 104,29 0,60 0,57
150 107,74 0,83 0,77

20 96,92 2,28 2,35

Cd 100 101,41 0,38 0,37
150 105,41 0,90 0,85

20 96,00 3,44 3,58

Co 100 92,92 1,41 1,52
150 93,65 0,62 0,66

20 101,18 1,29 1,27

Cr 100 95,17 1,49 1,57
150 97,32 0,62 0,64

20 92,83 0,72 0,77

Cu 100 96,02 1,99 2,07
150 96,15 0,83 0,87

20 91,39 3,02 3,31

Hg 100 98,31 2,13 2,17
150 98,23 0,88 0,90

20 101,17 0,98 0,97

Ir 100 99,90 0,41 0,41
150 101,37 0,74 0,73

20 88,57 1,74 1,96

Li 100 88,22 1,39 1,57
150 90,83 0,61 0,67

20 102,81 0,71 0,69

Mo 100 98,12 0,62 0,63
150 99,58 0,78 0,78

20 91,91 2,34 2,55

Ni 100 91,19 1,14 1,25
150 92,73 0,81 0,87

20 105,58 1,63 1,54

Os 100 104,68 0,66 0,63
150 106,11 0,35 0,33

20 103,30 4,61 4,30

Pb 100 90,29 3,17 3,51
150 108,73 4,56 4,03

20 84,81 1,75 2,06

Pd 100 94,85 1,98 2,08
150 99,79 0,44 0,44

20 94,58 0,53 0,56

Pt 100 96,82 0,59 0,61
150 98,03 1,12 1,14

20 90,29 0,59 0,65

Rh 100 94,10 0,43 0,46
150 98,07 1,21 1,23

20 91,55 1,14 1,25

Ru 100 95,19 0,70 0,73
150 99,94 0,43 0,43

20 97,52 0,58 0,59

Sh 100 103,92 0,81 0,78
150 108,03 1,29 1,19

20 117,84 1,93 1,64

Se 100 116,72 0,52 0,45
150 118,98 0,38 0,32

20 93,33 0,40 0,43

Sn 100 102,65 0,39 0,38
150 106,15 0,92 0,87

20 103,03 0,79 0,77

Tl 100 101,98 0,23 0,22
150 102,94 0,42 0,41

20 100,24 2,00 1,99

\Y 100 98,16 1,48 151
150 100,59 0,51 0,51
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Os resultados demonstram que todas as impurezas elementares foram validadas
pela exatiddo, uma vez que os valores de recuperacdo estdo em conformidade com 0s
parametros estabelecidos pela USP <730> (70-150%). Os baixos desvios padrdo e
coeficientes de variacdo confirmam a precisdo e confiabilidade do método analitico,

assegurando sua aplicabilidade para o controle de qualidade nas diferentes matrizes.

Tabela 19. Resumo dos resultados de Repetibilidade no nivel 0,2J para Suspensdo injetavel.

Elemento Média DP DPR (%)
Ag 93,89 0,66 0,70
As 103,26 1,63 1,57
Au 76,88 2,77 3,60
Ba 101,13 0,61 0,60
Cd 96,58 1,86 1,93
Co 95,53 2,82 2,95
Cr 100,73 1,17 1,16
Cu 92,85 0,58 0,62
Hg 91,21 2,23 2,45
Ir 101,43 0,74 0,73
Li 88,34 1,26 1,42
Mo 102,80 0,62 0,61
Ni 91,20 1,93 2,11
Os 105,62 1,19 1,13
Pb 95,14 4,85 4,46
Pd 91,27 4,36 4,16
Pt 93,51 1,67 1,79
Rh 90,01 0,67 0,74
Ru 91,03 1,32 1,45
Sh 97,45 0,49 0,51
Se 118,43 1,40 1,18
Sn 93,35 0,31 0,33
TI 103,23 0,93 0,90
\ 99,33 1,82 1,83

Tabela 20. Resumo dos resultados de Repetibilidade no nivel 1,0J para Suspenséo injetavel.

Elemento Média DP DPR (%)
Ag 93,89 0,66 0,70
As 103,02 2,14 2,08
Au 99,66 2,86 2,87
Ba 104,42 0,66 0,63
Cd 101,38 0,50 0,49
Co 93,64 1,25 1,34
Cr 96,28 1,60 1,66
Cu 96,98 1,90 1,96
Hg 99,36 1,80 1,81
Ir 100,46 0,72 0,71
Li 89,18 1,43 1,60
Mo 98,97 1,02 1,03
Ni 91,71 1,07 1,17
Os 105,05 0,61 0,58
Pb 93,02 4,00 4,30
Pd 94,62 1,31 1,38
Pt 96,73 0,48 0,50
Rh 94,44 0,58 0,62
Ru 95,61 1,15 1,20
Sb 103,53 1,05 1,02
Se 117,27 0,82 0,70
Sn 102,94 0,76 0,74
Tl 102,38 0,62 0,60
Vv 98,88 1,26 1,27
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Os resultados das Tabelas 19 e 20 demonstram que o método analitico apresenta
repetibilidade adequada para todos os elementos avaliados, atendendo aos critérios de preciséo
estabelecidos pelo ICH Q3D e pela USP <730>. As médias de recuperacgéo estdo dentro da faixa
de aceitacdo, os desvios padrédo sdo baixos e os coeficientes de variagdo confirmam a

consisténcia dos resultados.

3.7.6.1.2. Solucdo oftadlmica

Tabela 21. Resumo dos resultados de Exatiddo para Solucéo oftalmica.

Elemento Niveis Média DP DPR (%)

20 97,19 4,95 4,41

Ag 100 93,82 1,76 1,87
150 95,86 1,74 1,81

20 103,04 1,48 1,43

As 100 94,44 2,49 2,63
150 103,76 3,04 2,93

20 81,87 4,89 4,98

Au 100 103,92 1,35 1,30
150 98,80 4,48 4,53

20 98,94 0,77 0,78

Ba 100 102,35 1,42 1,39
150 105,20 1,89 1,80

20 93,29 1,05 1,12

Cd 100 97,06 2,05 2,11
150 103,63 1,85 1,79

20 94,83 1,76 1,86

Co 100 95,20 2,97 3,12
150 93,34 2,48 2,66

20 101,04 0,44 0,43

Cr 100 98,21 1,37 1,40
150 95,05 2,99 3,14

20 92,47 0,79 0,85

Cu 100 97,30 1,82 1,87
150 94,24 2,84 3,01

20 96,89 4,09 4,22

Hg 100 101,27 1,85 1,82
150 100,84 2,96 2,94

20 102,18 0,76 0,75

Ir 100 103,55 2,19 2,12
150 102,48 1,64 1,60

20 91,19 0,77 0,84

Li 100 90,78 2,25 2,48
150 87,93 1,88 2,14

20 102,85 1,27 1,23

Mo 100 97,43 1,53 1,57
150 97,79 2,83 2,89

20 94,55 1,68 1,77

Ni 100 94,40 2,11 2,23
150 92,21 2,44 2,65

20 109,02 1,45 1,33

Os 100 109,07 2,23 2,05
150 107,79 2,03 1,88

20 105,56 4,42 7,98

Pb 100 125,77 4,91 6,29
150 85,57 3,69 4,31

20 88,29 0,49 0,55

Pd 100 94,98 1,56 1,64
150 97,17 1,78 1,83
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Elemento Niveis Média DP DPR (%)
20 97,60 0,41 0,42
Pt 100 100,03 2,14 2,14
150 99,46 2,07 2,08
20 89,83 1,15 1,28
Rh 100 95,82 1,93 2,01
150 98,02 1,74 1,78
20 90,47 1,00 1,11
Ru 100 97,34 1,78 1,83
150 98,88 1,82 1,84
20 96,02 0,79 0,82
Sb 100 104,09 1,55 1,49
150 106,73 2,61 2,45
20 109,03 1,91 1,75
Se 100 111,46 1,05 0,94
150 109,58 1,88 1,72
20 92,29 0,66 0,72
Sn 100 102,96 1,55 1,50
150 104,22 2,34 2,24
20 103,29 2,14 2,07
Tl 100 102,57 1,69 1,64
150 101,73 1,58 1,55
20 97,85 0,91 0,93
V 100 101,03 1,28 1,26
150 98,92 2,73 2,76

Os resultados demonstram que todas as impurezas elementares foram validadas

pela exatiddo, uma vez que os valores de recuperacdo estdo em conformidade com os

parametros estabelecidos pela USP <730> (70-150%). Os baixos desvios padrdo e

coeficientes de variacdo confirmam a precisdo e confiabilidade do método analitico,

assegurando sua aplicabilidade para o controle de qualidade nas diferentes matrizes.

Tabela 22. Resumo dos resultados de Repetibilidade no nivel 0,2J para Solucéo oftalmica.

Elemento Média DP DPR (%)
Ag 91,15 4,31 7,50
As 101,53 2,94 2,90
Au 82,41 3,87 4,70
Ba 98,17 2,17 2,21
Cd 93,63 1,57 1,67
Co 93,98 2,51 2,67
Cr 100,25 1,45 1,44
Cu 91,65 2,04 2,23
Hg 95,07 3,82 4,02
Ir 100,75 2,88 2,85
Li 90,39 1,31 1,45
Mo 102,19 1,69 1,66
Ni 93,42 2,66 2,85
Os 107,57 3,39 3,15
Pb 110,57 4,78 7,94
Pd 87,37 3,92 4,49
Pt 96,53 2,83 2,93
Rh 88,83 2,76 3,11
Ru 89,71 2,56 2,85
Sh 94,96 2,29 2,41
Se 108,74 2,83 2,60
Sn 91,51 2,08 2,28
Tl 101,92 3,35 3,29
Vv 97,15 1,93 1,98
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Elemento Média DP DPR (%)
Ag 93,71 1,55 1,65
As 96,73 3,12 3,22
Au 103,81 1,36 1,31
Ba 101,93 1,53 1,50
Cd 96,62 1,57 1,62
Co 96,46 3,50 3,63
Cr 98,26 1,05 1,07
Cu 97,25 1,61 1,65
Hg 102,14 2,49 2,44
Ir 102,97 1,84 1,79
Li 91,19 1,63 1,78
Mo 98,72 3,21 3,25
Ni 94,57 1,42 1,50
Os 108,51 1,98 1,82
Pb 121,32 4,53 6,21
Pd 95,14 1,90 1,99
Pt 99,85 1,67 1,68
Rh 95,53 1,72 1,80
Ru 97,21 1,49 1,54
Sh 103,97 1,70 1,63
Se 111,19 1,30 1,17
Sn 102,85 1,49 1,45
TI 102,27 1,55 1,51
\% 101,20 1,25 1,23

As Tabelas 22 e 23 demonstram que o método apresenta repetibilidade, médias de

recuperacgdo, desvios padrdo e coeficientes de variacdo adequados para todos os elementos

avaliados, atendendo aos critérios de precisao estabelecidos pelo ICH Q3D e pela USP <730>.

Tabela 24. Resumo dos resultados de Exatiddo para Suspensdo oftalmica.

3.7.6.1.3. Suspensdo oftalmica

Elemento Niveis Média DP DPR (%)
20 86,89 1,87 2,15
Ag 100 95,13 0,52 0,54
150 101,98 0,24 0,24
20 99,63 1,73 1,73
As 100 98,27 0,87 0,89
150 102,85 1,71 1,67
20 104,84 4,16 4,79
Au 100 88,99 4,77 4,98
150 96,87 4,39 4,53
20 102,17 0,28 0,27
Ba 100 105,27 0,92 0,87
150 109,21 0,77 0,71
20 96,04 1,52 1,58
Cd 100 102,30 0,15 0,15
150 107,72 0,61 0,57
20 97,28 1,51 1,55
Co 100 98,85 1,23 1,25
150 101,39 2,60 2,57
20 103,29 1,77 1,71
Cr 100 100,56 0,84 0,83
150 103,60 2,53 2,44
Cu 20 93,65 2,01 2,14
100 100,89 0,18 0,18
150 97,84 0,86 0,87
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Tabela 24. Continuacao...

Elemento Niveis Média DP DPR (%)
20 93,65 2,01 2,14
Cu 100 100,89 0,18 0,18
150 97,84 0,86 0,87
20 92,89 3,68 3,96
Hg 100 101,84 1,81 1,78
150 104,28 2,09 2,01
20 102,50 0,53 0,52
Ir 100 104,61 0,15 0,14
150 106,86 0,39 0,37
20 89,88 1,23 1,37
Li 100 92,92 0,38 0,41
150 96,66 1,47 1,53
20 103,72 0,27 0,26
Mo 100 101,64 1,08 1,07
150 102,38 1,28 1,25
20 93,28 1,64 1,76
Ni 100 96,45 1,14 1,18
150 100,10 2,70 2,70
20 107,03 1,58 1,48
Os 100 108,56 0,74 0,68
150 109,73 1,07 0,97
20 97,74 4,56 4,69
Pb 100 103,60 2,85 2,75
150 94,60 1,20 1,27
20 93,38 4,48 4,09
Pd 100 96,56 0,54 0,56
150 102,26 0,81 0,79
20 89,82 1,32 1,47
Pt 100 99,02 0,75 0,76
150 102,73 0,78 0,76
20 91,25 0,82 0,90
Rh 100 97,13 0,53 0,54
150 103,14 0,82 0,79
20 91,09 0,38 0,42
Ru 100 97,80 0,27 0,28
150 103,80 0,63 0,61
20 96,97 0,35 0,36
Sh 100 104,18 0,09 0,09
150 109,24 0,85 0,78
20 108,82 1,27 1,17
Se 100 107,27 0,44 0,41
150 106,26 0,34 0,32
20 93,47 0,39 0,42
Sn 100 103,67 0,77 0,74
150 108,01 0,24 0,23
20 104,40 0,23 0,22
Tl 100 104,35 0,69 0,66
150 105,38 0,53 0,50
20 98,56 2,63 2,66
\% 100 102,39 1,14 1,11
150 106,24 2,12 2,00

Os resultados demonstram que todas as impurezas elementares foram validadas
pela exatiddo, uma vez que os valores de recuperacéo estdo em conformidade com o0s
parametros estabelecidos pela USP <730> (70-150%). Além disso, os baixos desvios
padrdo e coeficientes de variacdo confirmam a precisdo e confiabilidade do método
analitico, assegurando sua aplicabilidade para o controle de qualidade em diferentes

matrizes farmacéuticas.
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Tabela 25. Resumo dos resultados de Repetibilidade no nivel 0,2J para Suspensédo oftalmica.

Elemento Média DP DPR (%)
Ag 87,10 1,25 1,43
As 100,18 1,89 1,89
Au 108,80 4,95 6,39
Ba 101,73 1,33 1,31
Cd 96,10 1,62 1,69
Co 97,68 1,12 1,14
Cr 103,34 1,60 1,55
Cu 93,58 2,00 2,13
Hg 95,19 3,65 3,83

Ir 103,00 0,83 0,80
Li 90,01 1,22 1,36
Mo 103,67 1,14 1,10
Ni 94,29 2,02 2,14
Os 107,71 1,52 141
Pb 96,02 4,57 4,76
Pd 91,71 4,18 6,73
Pt 89,06 1,99 2,23
Rh 91,16 1,13 1,24
Ru 91,81 1,15 1,26
Sb 97,01 1,10 1,14
Se 108,25 1,72 1,59
Sn 93,11 1,39 1,49
TI 105,44 1,34 1,27
\ 99,69 2,40 2,41

Tabela 26. Resumo dos resultados de Repetibilidade no nivel 1,0J para Suspensdo oftalmica.

Elemento Média DP DPR (%)
Ag 95,87 0,91 0,95
As 99,17 1,36 1,37
Au 95,10 4,14 9,61
Ba 105,26 0,66 0,63
Cd 102,37 0,31 0,31
Co 98,95 0,81 0,82
Cr 100,44 0,85 0,85
Cu 99,69 1,36 1,36
Hg 103,07 1,81 1,75
Ir 104,71 0,32 0,30
Li 92,91 0,46 0,50
Mo 101,99 0,86 0,84
Ni 96,26 0,75 0,78
Os 108,75 0,55 0,50
Pb 99,74 4,77 4,78
Pd 97,25 1,11 1,14
Pt 99,19 0,68 0,68
Rh 97,56 0,74 0,76
Ru 98,43 0,81 0,82
Sh 104,19 0,45 0,43
Se 107,03 0,59 0,55
Sn 104,00 0,81 0,78
Tl 104,62 0,70 0,67
Vv 102,50 1,08 1,06

Os resultados das Tabelas 25 e 26 demonstram que o método analitico apresenta
repetibilidade adequada para todos os elementos avaliados, atendendo aos critérios de precisdo

estabelecidos pelo ICH Q3D e pela USP <730>. As médias de recuperacao estdo dentro da faixa
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de aceitacdo, os desvios padrdo sdo baixos e os coeficientes de variagdo confirmam a

consisténcia dos resultados.

3.7.7. Estabilidade da solucéo

Na validacdo de métodos analiticos, o parametro estabilidade da solucdo é fundamental
para assegurar que as solugdes preparadas — sejam padrOes, amostras ou reagentes —
mantenham sua integridade quimica e resposta analitica dentro de limites aceitaveis durante o
periodo de uso previsto. Esse estudo garante que ndo ocorram degradacdes, perdas de
concentracdo ou alteracfes fisico-quimicas que possam comprometer a confiabilidade dos
resultados.

A avaliacdo da estabilidade da solucdo envolve a preparacdo de solugdes em
concentracfes conhecidas e sua analise em diferentes intervalos de tempo, sob condi¢des de
armazenamento previamente definidas (como temperatura ambiente, refrigeracdo ou protecao
contra luz). Os resultados obtidos sdo comparados com os valores iniciais, verificando se
permanecem dentro dos critérios de aceitacdo estabelecidos para resposta instrumental.

A analise de estabilidade foi conduzida inicialmente no tempo zero (TO horas), em uma
solucédo padrdo de verificacdo (check) e uma solucdo amostra fortificada no nivel 1,0J. Nos
intervalos subsequentes, até 72 horas, foram realizadas leituras das mesmas solucfes de
estabilidade, de modo a monitorar possiveis variagcdes ao longo do tempo.

A avaliacdo da estabilidade foi baseada na recuperacgéo das solucBes em relacéo ao valor
obtido no TO, sendo considerados satisfatorios os resultados que permaneceram dentro da faixa
de 70 a 130%, conforme critérios de aceitacdo estabelecidos para validacdo analitica. Esse
procedimento assegura que as solugdes mantém integridade e confiabilidade durante o periodo
avaliado, garantindo a robustez do método frente as condi¢fes de armazenamento e tempo de

analise.



3.7.7.1. Resultados da estabilidade das solug6es
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Figura 58. Gréficos dos perfis de estabilidade da solu¢ao amostra fortificada (AmF) e solucao padrao (Pd) do elemento
Prata (AQ).
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Figura 59. Gréaficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucéo padréo (Pd) do elemento
Arsénio (As).



» Elemento: Ouro (Au)
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Figura 60. Graficos dos perfis de estabilidade da solu¢do amostra fortificada (AmF) e solucao padrao (Pd) do elemento
Ouro (Au).
» Elemento: Bario (Ba)
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Figura 61. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugdo padréo (Pd) do elemento
Bério (Ba).



» Elemento: Cadmio (Cd)
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Figura 62. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento
Cédmio (Cd).

» Elemento: Cobalto (Co)
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Figura 63. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugéo padréo (Pd) do elemento
Cobalto (Co).



» Elemento: Cromo (Cr)
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Figura 64. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento
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» Elemento: Cobre (Cu)

)

L

o (%

a

Recuperag

Figura 65. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugéo padréo (Pd) do elemento

(Cn).
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» Elemento: Mercurio (Hg)
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Figura 66. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento
Mercurio (Hg).

» Elemento: Iridio (Ir)
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Figura 67. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugéo padréo (Pd) do elemento
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» Elemento: Litio (Li)
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Figura 68. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento
Litio (Li).
» Elemento: Molibdénio (Mo)
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Figura 69. Graficos dos perfis de estabilidade da solu¢do amostra fortificada (AmF) e solugéo padréo (Pd) do elemento
Molibdénio (Mo).



» Elemento: Niquel (Ni)
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Figura 70. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento

> Elemento: Osmio (Os)
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Figura 71. Gréaficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrdo (Pd) do elemento

Osmio (Os).
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» Elemento: Chumbo (Pb)
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Figura 72. Gréaficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugéo padréo (Pd) do elemento

Chumbo (Ph).
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Figura 73. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrdo (Pd) do elemento

Paladio (Pd).
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» Elemento: Platina (Pt)
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Figura 74. Gréaficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento
Platina (Pt).
» Elemento: Rodio (Rh)
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Figura 75. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugéo padréo (Pd) do elemento

Rédio (Rh).
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» Elemento: Ruténio (Ru)
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Figura 76. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento
Ruténio (Ru).
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Figura 77. Gréaficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugéo padréo (Pd) do elemento
Antimonio (Sb).



» Elemento: Selénio (Se)

Figura 78. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento
Selénio (Se).
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Figura 79. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugéo padréo (Pd) do elemento

Estanho (Sn).
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» Elemento: Téalio (TI)
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Figura 80. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solucdo padrao (Pd) do elemento
Talio (TI).
» Elemento: Vanadio (V)
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Figura 81. Graficos dos perfis de estabilidade da solugdo amostra fortificada (AmF) e solugdo padréo (Pd) do elemento
Vanadio (V).
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A analise de estabilidade das solugGes, conduzida em conformidade com os 24
elementos controlados pelo guia ICH Q3D, evidenciou que, ao longo de 72 horas, apenas o
paladio (Pd) apresentou resultados fora dos limites estabelecidos. Na solucdo amostra
fortificada de palddio, observou-se alteracdo significativa ap6s 20 horas; contudo, para
assegurar a conformidade regulatéria e a confiabilidade analitica, definiu-se o limite de
estabilidade em 10 horas. Considerando que o paladio integra a solu¢cdo multielementar
juntamente com outros 22 elementos avaliados, este tempo de 12 horas foi estendido a
todos os elementos presentes na solugcdo amostra fortificada.

No caso da solucdo amostra fortificada de chumbo (Pb), a estabilidade foi mantida
durante todo o periodo avaliado. Entretanto, para garantir uma margem de seguranca adequada,
estabeleceu-se o limite de estabilidade em 24 horas.

Por sua vez, a solucdo padrdo apresentou estabilidade satisfatéria para todos os
elementos durante as 72 horas de monitoramento, sem risco de ultrapassar os limites de
impurezas elementares definidos pelo guia ICH Q3D.

Dessa forma, conclui-se que a estabilidade da solucdo amostra fortificada deve ser
considerada com restri¢des de 12 horas para os elementos Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg,
Ir, Li, Mo, Ni, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl e V, e de 24 horas para 0 chumbo. J& a solucdo
padrdo mantém estabilidade adequada por até 72 horas, assegurando a robustez metodoldgica,

a confiabilidade dos resultados e a conformidade regulatoria do estudo.
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4. CONCLUSAO

O presente trabalho consolidou o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia
analitica por ICP-MS, fundamentada na abordagem AQbD, para a determinacédo de impurezas
elementares em solucdes injetaveis. A aplicacdo do DoE possibilitou a avaliagdo sistematica
dos efeitos das varidveis criticas, apoiada pelo diagrama de Ishikawa e complementada pelo
FMEA, assegurando maior robustez e confiabilidade ao processo.

A metodologia validada demonstrou conformidade com os requisitos da legislacdo, USP
<730>, atendendo plenamente aos parametros de linearidade, repetibilidade, exatidao e limite
de quantificacdo. A robustez foi confirmada em diferentes matrizes — suspenséo injetavel,
solucdo oftalmica e suspensdo oftadlmica — evidenciando a aplicabilidade do método em
cenarios distintos e de relevancia pratica.

Os resultados obtidos comprovam que 0 método desenvolvido é preciso, confiavel e
regulatoriamente aceitavel, garantindo a detec¢do e quantificagdo adequada de impurezas
elementares em produtos farmacéuticos. Além disso, o objetivo central do mestrado
profissional, que consistia em validar e internalizar essas analises no setor, foi plenamente
atingido. Dessa forma, o trabalho contribui para a autonomia analitica, o fortalecimento do
controle de qualidade e a promocdo da seguranca dos pacientes, alinhando-se as melhores

praticas internacionais.
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