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e AQbD é€:

Uma abordagem sistematica para o
desenvolvimento analitico que inicia-se com a
definicao de objetivos e enfatiza o
entendimento do método analitico, com base
no conhecimento cientifico e no
gerenciamento de risco de qualidade.



CONCEITOS E
===DEFINICOES *

O resultado do AQbD é:

e UM Método robusto,
e bem entendido e caracterizado,
e que atende ao seu proposito,

e e apresenta performance consistente.



ABORDAGEM
ﬂ
=== TRADICIONAL ;“h i '

Problemas com a abordagem tradicional:

e Numero significativo de resultados O0OS
e Falhas frequentes de métodos analiticos
e Dificuldade na transferéncia de métodos

e Desenvolvimento analitico baseado em “OFAT”



~OFAT vs.

Inicia com uma abordagem de “tentativa
e erro”

A performance do método ¢ verificada
durante a validacao

Entendimento limitado das variaveis
analiticas

A qualidade do método € baseada na
validacao do método

Verificacao e transferéncia de métodos
ocorrem de forma independente

Sem flexibilidade regulatorio para
alteragoes das variaveis analiticas

Sem possibilidade de melhorias

==AQbD ""::-?&

Abordagem tradicional (OFAT)

Abordagem AQbD

Inicia com a predifinicao de objetivos
(ATP)

Concentra-se no desempenho através do
estabelecimento do ATP

Avaliacao sistematica dos efeitos
individuais e interacdes das variaveis

A qualificacao de performance € a
garantia da qualidade do método

A qualificacao de performance e
verificagcdo sao processos continuos
durante o ciclo de vida do método

A operacao dentro da MODR nao €
considerada alteracao

Possibilidade de melhoria continua



VANTAGENS - -‘ =
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Maior robustez
Melhor custo-beneficio
Facilidade na transferéncia de método

Flexibilidade regulatoria



~IMPLEMENTAGCA

ETAPAS DE 6‘“ ,_,ﬂ

Definicao do ATP

Caracteristicas de performance do metodo analitico
Selecao da técnica analitica

Analise de risco

Delineamento de Experimentos (DoE)

Validacao do método analitico

Estratégias de controle (conformidade ao ATP)
Melhoria continua
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DEFINICAO e
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e Especificar o proposito do metodo analitico:
— O que deve ser medido (exemplo: principio ativo)
— Onde deve ser medido (exemplo: comprimidos)
— Quando deve ser medido (exemplo: analise de liberacao)

“Analytical Target Profile”

e Especificar os critérios aceitacao do metodo analitico:
— Considerar especificacoes (exemplo: de 90 a 110%)
— Incerteza de medicao (exemplo: no maximo 2%)
— Nivel de confianca (exemplo: aproximadamente 95%)
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e Exemplo de ATP:

O meétodo deve ser capaz de quantificar o
principio ativo em comprimidos para analise
de liberacao, na faixa de 90 a 110% da
concentracao nominal, com incerteza de medicao
alvo de no maximo 2% para um nivel de
confianca de aproximadamente 95%.



AVALIACAO DE
==»CONFORMIDAL

e Por que definir incerteza de medicao alvo e nivel de
confianca?

— Especificacao de 90 a 110%
— Resultado de 107,7%

Voce liberaria este lote?



e Resultado * incerteza: 107,7 £ 3,0% (104,7 a 110,7%)
e Resultado * incerteza: 107,7 £ 2,0% (105,7 a 109,7%)
Nivel de confianca de 95%

¥
Lower Measured Upper
Speclfication Value Speclfication

Limit Limit




INCERTEZA DE
===MEDICAO ALVO

Como definir a incerteza de medicao alvo?

e A razao entre a incerteza (2xU) e a faixa de
especificacao (LSE-LIE) deve ser < 25%

e Nos exemplos:
(2x 3,0) / (110-90) = 30%
(2x 2,0) / (110-90) = 20%
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e Definir a incerteza com base no:
— Risco do produtor (rejeitar lote bom)
— Risco do consumidor (aprovar lote ruim)

e Os riscos podem ser estimados
empregando-se simulacoes de Monte de
Carlo (é necessario conhecer a capacidade
do processo - CpK)
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specification
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Outof

specification |

Upper
specification
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' Out of
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Specification
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_____________ .):____)

Non-conformity
Zone

Uncertainty
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Nom'inal EU > € U’I >
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<€ >
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Uncertainty
range



R TP e apse e




REGRAS
===DE DECISAQ

e O que fazer se o resultado (£ incerteza)
cair na regiao de incerteza?

e Reteste com maior numero de réplicas

e Por exemplo:
se foram realizadas 4 réplicas, a incerteza
sera reduzida pela metade (U/V4)

107,7 £ 3,0/vV4 = 107,7 £ 1,5



CARACTERISTIC
“=DE PERFORMAI

Validacao de metodos analiticos, segundo os criterios do
ICH:

e Especificidade/seletividade

e Linearidade

e Exatidao

e Precisao

e Limite de Deteccao/Quantificacao
e Faixa

e Robustez



CARACTE RISTICAS.
- DE PERFORMANCE N L
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Na abordagem do AQbD, a performance do metodo €
fundamentalmente composta por componentes de erro:

e Sistematico (exatidao, linearidade e especificidade)
e Aleatorio (precisao, LD/LQ)

Uma medida combinada de exatidao e precisao
(incerteza de medicao) aborda diretamente o risco
associado a tomada de decisao.



Exatidao

Especificidade/
Seletividade

Linearidade

Precisao

LD/LQ

Faixa

Robustez

Definicao

A exatidao de um método analitico é a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro

Capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacao e componentes da matriz

Capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado

A avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra. Considerada em trés niveis: repetibilidade, precisao
intermediaria, reprodutibilidade

LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra
que pode ser detectado / LQ é a menor quantidade do analito em
uma amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao
aceitaveis

A faixa entre os limites de quantificacao superior e inferior de um
método analitico

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade
em resistir a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros
analiticos

Categorizacao

Erro sistematico

Erro aleatodrio

N/A



SELECAO DA &
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e Custo dos equipamentos e reagentes

1B

Aspectos Gerais

e Tempo necessario
e NUmero de amostras
e Possibilidade de automacao

e Comparagao com outros métodos



SELECAO DA .«
=== TECNICA ANALITIC

Aspectos Técnicos

e Especificidade/Seletividade necessarias
e Precisao/Exatidao necessarias

e Faixa de concentracao do analito

e Robustez do método

e Caracteristicas do produto
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FARMACOPEIA
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FARMACOPEIA
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SELECAO DA .«
=== TECNICA ANALITIC

Espectrofotometria no FT-IR/NIR

e Aplicacoes: Ensaios de
qualitativos e quantitativos de
compostos organicos e
inorganicos

e Vantagens: alta especificidade,
rapidez, analise em tempo real

e Desvantagens: necessidade de
comparacao com outro método
para medidas quantitativas
(quimiometria)



SELEC;AO DA
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Espectrofotometria no UV-Vis

e Aplicacoes: Ensaios de
qualitativos e quantitativos de
compostos organicos e
inorganicos

e \antagens: Facil conducao,
rapidez, alta precisao

e Desvantagens: baixa
sensibilidade, baixa
especificidade, necessidade de
grupos cromoforos




SELECAO DA
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

e Aplicacoes: Ensaios de qualitativos e —— N
quantitativos de compostos organicos e
inorganicos =

e VVantagens: Alta precisao, alta
seletividade, alta sensibilidade
(dependendo do detector), diversos
detectores (UV-Vis, DAD, fluorescéncia,
ELS, ECD, etc.)

e Desvantagens: Robustez limitada



~ANALISE
===DE RISCO_

p 1]

e Identificar fontes de risco (Diagrama de Isikawa)

— Mao de obra

— Meio ambiente

— Materiais

- Maquinas

- Medicao :
— Métodos



Standard preparation Sample preparation

Wcight ﬁ

< Volumetric flasks &——— Volumetric pipette

Purity 3 &—— Volumetric flask

&———— Volumetric pipette

Linezolid

2 determination
Accuraly  —
Standard _____ >
&———— Precision
<——Sample ety s

Area of Peaks Method validation




Standard preparation Sample preparation

Weight of - L
standard : Weight o\fIS \\
3 i ) <« Volumetric pipette
e ¢ Volumetric flasks \ \ pipe
Weight of IS x— = \ \
standard (IS) 7 r . 4
— \ : / < Volumetric flask
standard (IS) f ) Volumetric flasks and pipettes
o \ & Volumetric pipette
Volumetric flasks and pipettes \ x Caspofungin
= f A » qmtiﬁmﬁm
= 4
IS Peak / IS Peak Abchiey S /
Area Ratio \ s Area Ratio . -
for Standard A > R for Sample / S Eoecape
¥ 3 // : Linearity — /
Caspofungin Peak / Caspofungin Peak //
/ /
/ 4

Area Method validation
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e Quantificar as fontes de risco:

Fator de risco = Severidade x Ocorréncia x Deteccao

m m m

Secundaria Incomum Muito alta
2-3 Pequena 2 Muito baixa 2-5 Alta
4-6 Moderada 3 Baixa 6-8 Moderada
7-8 Alta 4-6 Moderada 9 Baixa
9-10 Muito alta 7-8 Alta 10 Muito baixa

9-10 Muito alta



Falta de
resolucao entre
0S picos

Variagao do
fluxo da fase
movel

Falha de
linearidade
durante

Perda de
especificidade

Variagao no
tempo de
retengao

Perda de
exatidao

Severidade

10

10

Erro na
preparacao da
fase movel

Problema na
bomba

Falta de
calibracao de
balanca e
vidrarias

éncia

"M Ocorr

Resolugao
entre os picos
no System
Suitability

Qualificacao
do
equipamento

Identificagao
visual
(etiquetas) e
sistema de
controle de
calibragoes

SN Deteccao

Fator de risco

60

40

20

recomentada

Acao

Treinamento dos
analistas

Manutengao do
bomba

Treinamento dos
analistas



DELINEAMENTO DE,
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Condicoes analiticas (variaveis independentes / fatores):

e Composicao (quali/quanti) da fase movel

e pH da fase movel

e Fluxo da fase movel

e Tipo de coluna cromatografica

e Tamanho da coluna cromatografica

e Temperatura da coluna cromatografica

e Preparacao da amostra (por exemplo: extracoes)
e Etc.



DELINEAMENTO L
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Respostas analiticas (variaveis dependentes / respostas):

e Tempo de retencao

e Resolucao entre picos

e Pratos teodricos

e Assimetria do pico

e Fator de retencao

e Area/Altura do pico

e Recuperacao do analito (por exemplo: extracao)
e Etc.



DELINEAMENTO L
==+EXPERIMENTOS

Como identificar quais fatores (condigoes analiticas) sao
importante e afetam as respostas desejadas?

e Ferramentas para triagem
e Ferramentas para otimizacao

e Selecao das ferramentas
e Validacao do modelo de regressao
e Definicao da MODR
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e Identificar quais fatores (testados em 2 niveis) tem
influéncia relevante na resposta desejada

Delineamento Plackett-Burman

e Permite a avaliacao de variaveis qualitativas (por
exemplo: tipo de coluna) e quantitativas (por exemplo:
temperatura da coluna)

e Nao permite avaliar as interacoes entre os fatores



Plackett-Burman

e A: Tipo de solvente

e B: [] de solvente

e C: pHda FM

e D: Fluxo da FM

e E: Tipo de coluna

e F: Tamanho da coluna

e G: Temperatura da coluna

+1 -1
+1 +1
+1 +1
-1 +1
-1
=10 | =l
-1 -1
-1 -1

0O NO U1l A WN -
+
=

+1: nivel alto / -1: nivel baixo

-1 +1 -1 +1 +1
-1 -1 +1 -1 +1
+1 -1 -1 +1 -1
+1 +1 -1 -1 +1
+1 +1 +1 -1 -1
-1 +1 +1 +1 -1
+1 -1 +1 +1 +1
-1 -1 -1 -1 -1
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Delineamento Fatorial Fracionado (ou incompleto)

e Identificar quais fatores (testados em 2 niveis) tem
influéncia relevante na resposta desejada

e Permite a avaliagao de variaveis (qualitativas e
quantitativas)

e Permite avaliar as interacoes entre os fatores de forma
restrita



-DOE: FERRAMENT,
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Delineamento Fatorial

Fracionado "# | A | B | C|D*
1 -1 -1 1 1
e 4 fatores em 2 niveis 2 -1 -1 41 +1
24 = 16 exp. I T R
4 1 +1 41 -1
e No Fatorial fracionado > +1 -1 -1 +1
1 = | | |l

241, = 8 exp. 6

7/ +1 +1 -1 -1

8 +1 +1 +1 +1
*D=AXxBxC



Yeast extract -

Dextrose -

Beef extract -

Peptone -

-

T

4

T

6
Standardized Effect

12




Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is mhibition zone diameters, Alpha = 0,05)

1.99

|

Microorganism -

Antibiotic concentration -

Inoculum -

Vohmume of culture medmum -

Culture medmum -

T 1 T L} L} L

0 5 10 15 20 25 30
Standardized Effect

35



Inhibition zone sizes (mm)

Microorganism

Culture medium

24.0

22.5 A

il

21.0 -

19.5

—

18.0 -

I
K.rhyzophila S.aureus

T T
Anti 1 TSA

Volume

Inoculum

24.0 +

22.5

21.0 A

19.5 -

18.0 -

4 mL

5mL

1% 2%




Microbial growth (Abs)

Peptone (g/L)

Yeast extract (g/L)

Beef extract (gfL)

P

N an -
0-75 j / /
vl /
N as
N 30 A
Ll Ll Ll T
non n&sn non n15
Dextrose (g/L) Sodium chloride (g/L)
0.90 4
0.75 - \
\.
0.60 -
N 45 -
0.30 1
L) L) 1 L
0.00 0.10 0.00 025

n nn N 15
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Delineamento Fatorial Completo

y 111

e Identificar se os fatores e suas interacoes tem
influéncia relevante na resposta desejada

e Permite a avaliacao de 2 a 5 variaveis (qualitativas e
quantitativas)

e Permite o ajuste de modelo de regressao com termos
lineares e interacoes

R=a+ blxA + b2xB + b3xAxB



Delineamento fatorial completo em 2 niveis

22 = 4 experimentos 1

-_--_ <

AR W N B
1
-t
1
-
W
o0



Delineamento fatorial completo em 2 niveis

23 = 8 experimentos nnnn

1

2 3 2 +1 -1 +1

1/ / 3 +1 o o

4 4 +1 +1 -1

< 6 / 5 -1 -1 -1

/‘ / 6 -1 -1 +1
Bl e

5 : 7 -1 +1 +1

8 -1 +1 -1



~DoE: FERRAMENT
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e Identificar se os fatores (termos lineares e
quadraticos) e suas interacoes tem influéncia relevante
na resposta desejada

Delineamento de Composito Central

e Permite o ajuste de modelo de regressao com termos
lineares e interacoes

R=a+ bilxA + b2xB + b3xA? + b4xB? + b3xAxB



Delineamento de composito central (CCD) para 2 fatores
* 4 Pontos fatoriais

. 4 Pontos axiais - # | A | B |

« 1 Ponto central (com replicas)

1 -1 -1

2 -1 +1

¢ 3 +1 -1

P T 4 +1 +1
Z B & & 5 0 -1,4
6 0 +1,4

& & 7 -1,4 0

¢ 8 +1,4 0

o* 0 0



BﬁE': FERRAMENT

CCD para 3 fatores
- 8 Pontos fatoriais
6 Pontos axiais

« 1 Ponto central (com réplicas)

‘.

+1,4

+1,4

0
0
0
0



DOE: VALIDACAO’,-.le
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Para que o modelo de regressao seja considerado
adequado, deve atender aos seguintes parametros:

- R? (ajuste dos dados) e R2-pred (capacidade de
predicao) elevados (proximos a 100%)

— Residuos com distribuicao normal, homocedasticidade
e independéncia

— P-valor para falta de ajuste nao significativo (ou seja,
Erro do modelo < Erro aleatdrio)



20.0 +
19.5
19.0
18.5 -

4.0







Incubation time (h)

FEN
i

Yeast extract (%)

Growth (36}
< 20%
20 -40%
40 - €0%
€0 - 80%
| 80 - 130%
. 100 - 120%

il 20- 40’.‘:
.} 140%
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Low dose
< 030
030 - 0.45
0.45 - 0.60
M oeo - 075
= WMo - 080
E; [ ] > 0.80
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TTC concentration (%)
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TTC concentration (%)
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TTC corgentration (%)

-—-§_--

. ovs tmmmt b rmion B GEEXC D et I BENNE BEC R P SR R S ——

I
10 15
Inoculum proportion (%)

Higher dose
s A
Medium dose
S6 mA
125 mA
Lower dose
r— 168 MA
mmmr 291 mA
Negative Control
-14 mA
25 mA

Positive Control
397 mA

Slope
= _395
mmms -236

Intercept
o——m _240
- e _1 51

Correlation
e 0.90
mmms 1.00




‘DoE: SELECAO
===DAS FERRAME

R

Aplicag&o

Triagem e selec3o Demanda poucos Nao permite
Plackett-Burman g > D€16 experimentos para identificagao efeitos
de variaveis : N : ~
muitas variaveis de interagoes
: : Triagem e Dificuldade em
Fatorial fracionado L2 Demanda poucos . e S
(ou incompleto) otimizacao de exXDErMentos identificar “alias” de
P variaveis P interacoes
Identificacao de Numero de
: Otimizacao (2 a 5 efeitos principais e experimentos
Fatorial completo A . o
variaveis) Interagoes sem aumenta com o
“alias” numero de variaveis
Ajuste de modelos ,
. Numero de
Otimizacao de com termos :
;. : experimentos
Composito central modelos complexos lineares,
S - aumenta com o
(2 a 5 variaveis) quadraticos e

: ~ numero de variaveis
interacoes



_ VALIDACAO DO__ i A, R
“EMETODO ANALITICO ] ,

Nas condicoes Na regiao de operacao
otimizadas do método (MODR)

e Especificidade/seletividade e Exatiddo
e Linearidade e Precisao
e Exatidao

e Precisao

e LD/LQ (quando aplicavel)

e Faixa

e Robustez



Aplicacao

Analise de matéria-prima

Analise em processo

Analise de Liberacao

Analise de estabilidade

Estratégia de Controle

Especificacao baseada no QTTP do produto e CQA.
Entendimento do efeitos da variabilidade, incluindo
diferentes fornecedores, no método e processo.

Medidas em tempo real (at-line, on-line, ou in-line).
Controle do processo ativo para minimizar variabilidade.
Critérios baseados no entendimento do processo.

Atributos da qualidade preditos pelos parametros do
processo (Design space).

Especificagcbes baseadas nos atributos clinicos (qualidade,
eficacia, seguranca, e performance).

Especificagcbes servem como estratégia de controle.

Minimizacao de falhas de estabilidade.
Especificacoes baseadas na performance
desejada/requerida ao longo do tempo.



===DE CONTROLE"" gy S

ESTRATEGIAS e

=110

e O conhecimento obtido durante a etapa de
desenvolvimento e validacao (MODR);

Devem ser estabelecidas considerando:

e Pode incluir carta controle de parametros criticos
(resolucao entre picos, tempo de retencao, etc.);

e Garantia de boa relagao entre o proposito do método e
a sua performance (atendimento ao ATP).



Estratégias de

controle

Desenvolvimento

e validacao do
meétodo analitico

(DoE => MODR)

Definicao do
ATP
Caracteristicas
de
performance

Selecao da
técnica
analitica

Analise de
risco




INCERTEZA e
~DE MEDICAO - B

e A incerteza de medicao € um parametro que
caracteriza a dispersao de valores atribuidos a um
resultados analitico;

e E uma medida da qualidade do resultados (ou do
meétodo empregado para sua obtencao);

e Fornece informacao para a tomada de decisao com
base em analise de risco (probabilidade).



INCERTEZA
~~DE MEDICAO “h 1] ,

e Método Eurachem/Cltac

e Méetodo spreadsheet

e Validacao de meétodos

e Estudos de repe/repro (RR)
e Ensaios de proficiéncia

e Simulacoes de Monte Carlo



APLICACOES
===DA INCERTEZA

e Analise de liberacao (rotina)
e Estudos de estabilidade
e Comparacao de metodos

e Comparacao de produtos



-"

PERSPECTIVAS &
~REGULATORIAS™ h‘

e FDA aprovou NDA com flexibilidade regulatoria para
meétodos analiticos com abordagem AQbD;

Perspectivas FDA/EMA

e Definir protocolos para transferéncias de métodos,
considerando a verificacao da MODR;

e Definir critérios de revisao para a avaliacao de
metodos analiticos com abordagem AQbD.
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