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RESUMO

O principal foco da industria farmacéutica é garantir a qualidade dos produtos assegurando a
seguranca do consumidor. Desta forma, é preciso assegurar a limpeza dos equipamentos entre producdes
de diferentes produtos, de modo a evitar contaminagdo cruzada que ponha em causa a composi¢éo dos

produtos ou a satde do consumidor através da validacdo da limpeza do equipamento.

A recente aquisicdo da marca Barral e de novos equipamentos para produgéo dos dermocosmeti-
cos da marca levou & necessidade de realizagdo de novas valida¢Oes de limpeza no setor de Formas
Liquidas e Pastosas dos Laboratdrios Atral tanto dos equipamentos utilizados para a producéo de medi-

camentos como de dermocosmeéticos.

De modo a definir a quantidade de substancia ativa do primeiro produto que pode ser encontrada
no segundo recorre-se ao calculo do PDE. Nesta dissertacdo foram revistos e calculados os valores de

PDE de diversas substancias ativas utilizadas nos medicamentos produzidos nos diversos setores.

Por forma a garantir que a limpeza dos equipamentos € adequada foram determinados os locais
criticos para amostragem, os diferentes testes a efetuar aos equipamentos para a validagdo de limpeza e
a posterior amostragem dos mesmos. As analises efetuadas aos equipamentos sdo TOC, condutividade,
analise em HPLC e analise microbioldgica recolhidas em Agitadores, Maquinas de Enchimento de Li-

quidos, Homogeneizadores, Reservatdrios, Reatores e Bombas de Trasfega de Liquidos do setor FLP.

Adicionalmente, foi também validado o método analitico de determinag&o de Cloridrato de Oxi-

metazolina por TOC.

Em suma, os resultados obtidos apresentam grande valor para a empresa na medida em que os
valores dos PDE calculados permitem a melhor avaliagdo dos produtos-pior caso em cada equipamento,
as amostragens efetuadas proporcionaram o ajustamento das instrucfes de limpeza tornando a higieni-
zacdo dos equipamentos mais robusta e a validagdo do método analitico de dete¢do de substancia ativa

por TOC permitiu a sua utilizacdo como método de andlise para prevenir contaminacfes cruzadas.

Palavras-Chave: validagdo de limpeza, medicamentos, dermocosméticos, TOC, SA, PDE
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ABSTRACT

The focus of the pharmaceutical industry is to guarantee the quality of products while ensuring
consumer safety. Therefore, it is necessary to ensure the cleanliness of equipment between productions
of different products by validating the cleanliness of the equipment, in order to avoid cross-contamina-

tion that could jeopardize the composition of the products or the health of the consumer.

The recent acquisition of the Barral brand and new equipment to produce the brand's dermo-
cosmetics led to the need to carry out new cleaning validations in the Liquid and Pasty Forms sector of
Atral Laboratories for both the equipment used for the production of medicines as well as dermocosmet-
ics.

To define the amount of active pharmaceutical ingredient from the first product that can be found
in the second, the PDE is calculated. In this dissertation, the PDE values of several active pharmaceutical

ingredients used in medicines produced in different sectors were reviewed and calculated.

In order to ensure that the equipment is adequately cleaned, the critical locations for sampling
were determined, as well as the different tests to be carried out on the equipment for cleaning validation
and subsequent sampling. The analyzes carried out on the equipment are TOC, conductivity, HPLC
analysis and microbiological analysis collected from Agitators, Liquid Filling Machines, Homogenizers,

Reservoirs, Reactors and Liquid Transfer Pumps in the FLP sector.

Additionally, the analytical method for determining Oxymetazoline Hydrochloride by TOC was

also validated.

In short, the results obtained are of great value to the company as the calculated PDE values allow
for a better assessment of the worst-case products in each equipment, the sampling carried out allowed
for the adjustment of cleaning instructions, making the hygiene of equipment the more robust and the
validation of the analytical method for detecting the active pharmaceutical ingredient by TOC allowed

its use as an analysis method to assess cross-contamination.

Keywords: cleaning validation, medicines, dermocosmetics, TOC, API, PDE
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ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

1.1 Laboratorios Atral S.A.

Os Laboratorios Atral foram fundados em 1947, tendo estado na origem da produgéo de antibio-
ticos em Portugal [1]. Atualmente, comercializam os seus produtos e servi¢os ndo s6 em Portugal como
em diversos mercados internacionais contando presenca em mais de 50 paises espalhados por todo o
mundo, fazendo deles uma das principais companhias exportadoras do setor farmacéutico [2].

Em setembro de 2016, os Laboratérios Atral foram adquiridos pela P.I.P — Pharmaceutical In-

vestments Portugal Unipessoal, Lda, passando a integrar o Grupo Medifarma [1, 3].

Mais recentemente, em 2021, os Laboratérios Atral compraram a marca Barral, passando o0s pro-
dutos da marca a ser produzidos, comercializados e distribuidos pelos Laboratérios Atral, adicionando

dermocosmeéticos ao seu vasto portefdlio de produtos [4].

Atualmente, para além da producdo de antibidticos, a empresa dedica-se também a outras areas
terapéuticas como a producdo de medicamentos sujeitos e ndo sujeitos a receita médica, suplementos

alimentares, dermocosméticos e medicamentos de uso veterinario [1].

A producdo encontra-se dividida em trés unidades industriais, sendo estas Penicilinas, Cefalos-

porinas e Producdo Geral, distribuidas por trés edificios, 10, 25 e 40.

A Producéo Geral esté localizada no Edificio 10 e é dedicada a produg&o de principios ativos que
ndo carecem de segregacdo especifica. A producéo diferencia-se em Formas Solidas Orais (setor FSO1)
onde sdo produzidos comprimidos, comprimidos revestidos e capsulas de gelatina dura; e em Formas
Liquidas e Pastosas (setor FLP) no qual se produzem solugfes orais, supositorios, évulos, cremes e

pomadas. [5]



No Edificio 10 pode ainda encontrar-se a oficina de manutencéo, o setor da Garantia da Qualidade
(GC), o setor de Controlo de Qualidade (CQ) que engloba os laboratorios de controlo de qualidade, de

investigacdo e desenvolvimento e da microbiologia.

No Edificio 25 encontra-se a unidade segregada dedicada unicamente a producao de medicamen-
tos antibidticos da familia das Penicilinas. Neste edificio existem dois setores de producédo: as Formas
Sélidas Orais Penicilinicas (FSO2) dedicadas a producdo de comprimidos, comprimidos revestidos,
capsulas de gelatina dura, saquetas com p6 para solugdes orais e pd para solugdes e suspensdes orais; e
a unidade Injetaveis Penicilinicos (INJ2) onde é produzido pé para preparacao de solugdes ou suspen-

sdes de administracdo injetavel intravenosa e intramusculares. [6]

Por fim, o Edificio 40 engloba a unidade segregada dedicada exclusivamente a produgéo de me-
dicamentos antibioticos da familia das Cefalosporinas estando repartido nos setores de Formas Sélidas
Orais Cefalosporinicas (FSO3) onde séo produzidos comprimidos, comprimidos revestidos, capsulas de
gelatina dura e p6 para solucbes e suspensfes orais e no setor de Injetaveis Cefalosporinicos (INJ3)

responsavel pela producdo de po para preparacdo de injetaveis [7].

A producdo dos novos produtos dermocosméticos da marca Barral serd assegurada pelo setor das

Formas Liquidas e Pastosas da unidade de Produgdo Geral, no Edificio 10.

1.2 Contexto e Motivacao

A principal preocupacdo da industria farmacéutica é a satde do consumidor, razdo pela qual é
regida por normas e diretrizes a nivel europeu e mundial. As boas praticas de fabrico (GMP) sdao um
sistema de gestdo de qualidade descritos sob a forma de um conjunto de regulagdes para a industria
farmacéutica, cosmética e alimentar com o propo6sito de minimizar os riscos envolvidos na produgdo
dos produtos. As GMPs cobrem todos os aspetos envolvidos na produgdo desde as matérias-primas ao
treino dos colaboradores. Assim, certos paises e regides tém entidades que asseguram a implementagéo
e harmonizagédo destas leis, como é o exemplo da European Medicines Agency (EMA) e da US Food
and Drug Administration (FDA). [8]

A nivel europeu, a EMA obriga a que qualquer fabricante de medicamentos destinados ao mer-

cado na unido europeia tenha de seguir as GMP, qualquer que seja a sua localizagao geografica.

Para a indUstria farmacéutica, as GMP permitem assegurar que os medicamentos apresentam con-
sistente alta qualidade, séo apropriados para o uso pretendido e que cumprir com 0s requisitos de auto-

rizacdo para introdugdo no mercado ou autorizacdo de ensaios clinicos. [9]



Na inddstria farmacéutica, se os produtos ndo possuem a qualidade adequada podem infringir
efeitos adversos ndo desejaveis nos consumidores ou até mesmo resultar na sua morte. Assim, o depar-
tamento da garantia da qualidade (GQ) e do controlo de qualidade (CQ) de uma fabrica sdo importantes
responsaveis pelo cumprimento das leis em vigor de modo a assegurar a manutencdo da qualidade e a

seguranca dos produtos. [10]

Neste sentido, uma das preocupacgdes da garantia da qualidade é contaminag&o cruzada entre pro-
dutos. Muitas vezes 0 mesmo equipamento é utilizado na producéo de diversos produtos, podendo este
contactar com varias substancias ativas (SA) diferentes. Nestes casos, o risco de contaminagdo cruzada
é acrescido, sendo, por isso, de extrema importancia minimizé-lo, garantindo a correta limpeza dos
equipamentos, por forma a evitar que o produto seguinte contenha quantidades residuais do produto

anterior, que comprometam a sua integridade ou sejam prejudiciais a satde.

Por forma a avaliar a limpeza efetuada entre o fabrico de produtos distintos num mesmo equipa-
mento sdo realizadas validagdes de limpeza através da realizacdo de diversos testes quimicos e micro-

biolégicos.

Especializados no fabrico e comercializagdo de medicamentos com diversificadas substancias

ativas, os Laboratorios Atral ndo tinham ainda experiéncia no que toca & producéo de dermocosmeéticos.

A aquisigdo da marca Barral e a sua inser¢do no setor FLP originou novos desafios nomeadamente
relativos as validagfes de limpeza. Foram adquiridos novos equipamentos dedicados a producdo de
dermocosméticos a juntar ao equipamento j& existente no setor, utilizado para produgédo de farmacos o
que levou a necessidade de restruturagdo do setor para acomodar as exigéncias associadas ao fabrico de

novas formulas, o que afetou também os restantes produtos comercializados previamente.

Por forma a avaliar a limpeza dos equipamentos entre a producdo de diferentes formulagdes qui-
micas, era de extrema importancia determinar a existéncia de residuos de substancia ativa, no entanto,
0s novos produtos ndo necessitam deste tipo de testes, pois ndo se enquadram na categoria de medica-

mentos uma vez que ndo possuem substancias ativas.

Assim, 0 objetivo da presente dissertacdo é assegurar e desenvolver metodologias de limpeza
eficazes e robustas para os novos equipamentos destinados a producéo exclusiva dos produtos da marca
Barral e efetuar as respetivas validacGes de limpeza bem como rever, atualizar e reavaliar os processos

de limpeza dos equipamentos previamente existentes no setor dedicados ao fabrico de medicamentos.



1.3 Objetivos

Os objetivos deste trabalho sdo:

e Rever e calcular os valores de PDE das seguintes substancias ativas: Metocarbamol, Minoci-
clina, Ceftriaxona, Penincilina G Benzatinica, Cloridrato de Glucosamina, Cefotaxima, Ceto-

conazol, Penincilina G Sédica, Penincilina G Procrainica e Cefadroxil.

o Rever e atualizar os protocolos de validacdo de limpeza dos equipamentos do setor FLP desti-

nados a producdo de medicamentos:

— Desenvolvimento do método analitico para detecdo da substancia ativa Cloridrato de

Oximetazolina em TOC;
— Efetuar a validacgdo de limpeza dos equipamentos.

e Elaborar os protocolos de validacdo de limpeza dos equipamentos do setor FLP destinados a

producdo de dermocosmeéticos e efetuar a respetiva validagdo de limpeza.



ESTADO DA ARTE

2.1 Validacao de Limpeza

As validagdes de limpeza tém como objetivo assegurar que o processo de limpeza utilizado na
mudanca de produto num determinado equipamento, consistentemente conduz a uma superficie de con-
tacto com os produtos limpa, ou seja, cujos residuos presentes do produto anterior se encontrem dentro
de limites pré-estabelecidos, que nao representem perigo para a satde do paciente ou ponha em causa a
qualidade do produto [11].

Segundo a Guideline on process validation for finished products — information and data to be
provided in regulatory submissions da EMA de 10 de novembro de 2016, existem vérias abordagens a
validacdo de processos, sendo elas tradicionais, verificagdo continua ou um modelo hibrido. Esta diretriz

visa encorajar o uso da verificagdo continua do processo em adigdo ou ao invés do processo tradicional.

A abordagem tradicional consiste na validacdo de um processo ap6s a conclusdo do seu desen-
volvimento. Ja a verificacdo continua envolve a monitorizagdo e avaliagcdo continua ao longo do pro-
cesso de desenvolvimento. O modelo hibrido engloba a combinacéo de ambas as abordagens podendo

cada uma ser empregue em etapas diferentes do processo a validar. [12]

Relativamente a validacGes de limpeza, a abordagem tradicional normalmente consiste em de-
monstrar que uma certa instrucdo de limpeza proporciona a obtencgdo de resultados dentro dos limites
pretendidos. Esta metodologia seguia uma abordagem rigida dos passos a completar para finalizar a
validagdo. No entanto, atualmente, considera-se que estes processos tém o objetivo de desenvolver e

continuamente melhorar e verificar o processo de limpeza enquanto este for utilizado. [11]

Esta abordagem apresenta 3 etapas fundamentais:



o 1%FEtapa

Engloba a criacéo de um plano de validacao, selecionar agentes de limpeza, determinar limites de
exposicao baseados na saude (HBEL), definir pardmetros criticos, selecionar métodos analiticos valida-
dos, averiguar a sua recuperacao, ter em atencao o design do equipamento, agrupar equipamentos, defi-
nir limites e critérios de aceitacéo [11].

e 22FEtapa

Qualificacdo do processo de limpeza, no qual se inclui a selecdo dos pontos de amostragem, a
criacdo de um protocolo de validagdo de limpeza, proceder a execucdo do mesmo e realizar o relatério

final de validagéo.

Estas etapas permitem flexibilidade na medida em que o conhecimento e informag&o recolhida
no decorrer da segunda etapa pode requerer voltar a primeira etapa, caso seja necessario maior desen-

volvimento. [11]
e 32 FEtapa

Nesta etapa deve-se assegurar a verificacdo continua da limpeza através do estabelecimento de
revisdes periddicas, determinar possiveis alteracGes dos prazos de amostragem, analise e cleaning hol-

ding times, rever desvios e alteragdes.

As informagdes recolhidas nesta fase podem requerer voltar a qualquer uma das anteriores e efe-

tuar mudancas. [11]

2.2 Instrucdo de Limpeza

Para elaborar uma instrucdo de limpeza é preciso ter em consideragdo as possiveis substancias
deixadas no equipamento e que se pretendem limpar, estas substancias podem ser substancias ativas
excipientes, agentes de limpeza, etc. Para estes potenciais residuos deveriam ser considerados dados

como solubilidade, concentracao, dificuldade de limpeza e as condi¢des de degradacdo ou desativacéo.

Uma parte importante da metodologia de limpeza é a selecdo de um agente de limpeza adequado
a remocao dos residuos em questdo, pois este deve ter a capacidade de dissolver, soltar ou degradar a
substancia que se pretende remover. A selecéo do agente e as condi¢des de limpeza como a concentracéo
ou a temperatura devem ser avaliadas para o tipo de residuo usado e justificadas com estudos laborato-
riais. E de notar que os proprios agentes de limpeza podem deixar residuos na superficie do equipamento

e tém de ser removidos abaixo do limite estabelecido. [11]



Parametros do processo de limpeza que devem ser avaliados sdo: a concentracdo de reagente, a
sequéncia de reagentes, se mais do que um for utilizado, o0 volume a usar, a temperatura, o tempo de
acdo, o nimero de ciclos de limpeza, a necessidade de efetuar pré-lavagens, duracdo do tempo de seca-

gem.

Qualquer método de limpeza deve assegurar a eficacia da limpeza diminuindo o risco de conta-
minacgdo cruzada em equipamentos multiproduto, assim como ser seguro para 0 paciente e resultando

ainda num equipamento visualmente limpo.

Existem diversos métodos de limpeza que podem ser empregues. Os trés grandes grupos séo a
limpeza manual, Clean in Place (CIP) e Clean out of Place (COP). [11]

e Limpeza Manual

Muitas vezes utilizada para a limpeza de partes de equipamentos desmontaveis ou frageis é rela-
tivamente simples, mas trabalhosa para os operadores. Envolve a limpeza dos equipamentos com o0 au-

xilio de uma esponja ou toalhete, banhos de imersao ou ultrassénicos.

No entanto, por ser manual, dependera de operador para operador pelo que podera ser inconsis-
tente. Desta forma, é recomendado a formacéo continua dos operadores, uma vez que é necessario que

estejam familiarizados com as partes do equipamento e 0 processo de desmontagem e montagem.

Durante o processo de validagdo de limpeza deve-se realizar as amostragens apés a limpeza de

diferentes operadores de modo a mitigar a variabilidade. [11]
e Cleanin Place (CIP)

Este tipo de método envolve equipamentos com sistemas automaticos para a remogao de residuos
sendo, normalmente, utilizado em situacfes em que em que ndo seja necessario desmontar o equipa-
mento. Estes sistemas sdo muito utlizados especialmente na indistria farmacéutica e na industria ali-
mentar e, na maioria dos casos, é utilizada uma solucdo aquosa de detergente que é dispersa no equipa-

mento.
Uma unidade normal CIP contém reservatorios, filtros e centrifugadoras. [11]
Um ciclo de lavagem com CIP usualmente contempla as seguintes fases:
= PréCIP

Apos finalizagdo da producdo, o excesso de compostos ainda restante no equipamento deve ser

removido o maximo possivel. [11]

=  Primeiro Enxaguamento



Primeiramente, o CIP transfere 4gua para o equipamento a ser limpo, nesta fase a maioria dos
componentes ainda no equipamento sdo removidos. O tempo desta fase deve ser definido de forma que
assegure a remocao de residuos facilmente removiveis, mas tendo em atencdo o consumo de agua. Esta

agua deve ser completamente removida do equipamento antes da proxima fase. [11]
= Lavagem com Solugdes Alcalinas

Esta etapa pode ser de uma simples passagem ou pode haver recirculacéo da solucéo de lavagem,
onde o agente de limpeza ¢ diluido na agua do reservatdrio e inserido no equipamento através do CIP,
a solucdo é drenada ou recirculada de volta para o sistema de recirculacdao do CIP [11].

O agente de limpeza é uma solugdo aquosa alcalina que pode conter agentes umectantes ou aditi-
vos. A substancia mais comumente presente nestas solucGes de lavagem é o hidréxido de s6dio, NaOH,
em concentracBes entre os 0,5 a 2%. Concentragfes superiores a 4% apenas séo utilizadas quando os

residuos se encontram incrustados no equipamento [13].

O uso de solugdes alcalinas nesta fase tem o proposito de hidrolisar e dissolver compostos orga-
nicos como gorduras e 6leos permitindo a sua facil remocao. Estas solu¢des podem atuar por saponifi-
cacdo, onde as gorduras e 6leos séo convertidos em compostos sollveis em &gua, emulsificacdo, onde
as particulas dos residuos ficam em suspensao e podem ser facilmente enxaguadas, por destruicdo das
ligagcOes dos 0Oleos na superficie de metais, e quando em conjunto com agentes umectantes, diminuem a

tensdo na superficie oleosa e promovem o seu descolamento da superficie metalica. [14]

Adicionalmente, o uso de pHs elevados inibe o crescimento de bactérias gram-positivas e gram-

negativas por inativagao da sintese de ATP e indugéo de stress oxidativo [15].

Seguidamente, o sistema efetua uma purga de gas onde é utilizado ar comprimido ou nitrogénio
para limpar o CIP e os tubos do processo de residuos da solucéo de lavagem anterior permitindo também

que a pressdo dentro do equipamento se dissipe e que a solucdo seja escoada [11].
= Enxaguamento Intermédio

Este enxaguamento é utilizado para remover residuos deixados no equipamento pela solucdo de

lavagem alcalina [11].
= Lavagem com Solugdes Acidas

E considerado como uma etapa opcional sendo realizada com uma solucdo aquosa acida cujo
objetivo é neutralizar residuos alcalinos anteriores e remover compostos inorganicos como sais minerais

calcificados e 6xidos, tendo também o efeito de abrilhantar ago inox descolorado.



Mais uma vez o sistema utiliza ar comprimido ou nitrogénio para limpar a canalizacao da solucéao

anterior, aliviar a pressdo dentro do equipamento e permitir o escoamento da solugdo. [11]
= Ultimo Enxaguamento

O objetivo do enxaguamento final € a remocao de agentes quimicos e de limpeza da superficie do
equipamento. A duracdo desta etapa é definida para cumprir os limites de validacéo de limpeza estabe-
lecidos para a Ultima &gua de lavagem, normalmente pela medi¢do da condutividade ou por TOC, efe-
tuado diretamente pelo sistema CIP. [11]

=  Sanitizacdo ou Esterilizacao

E uma etapa utilizada com o propdsito de eliminar microrganismos ou diminuir o seu nimero

dentro dos limites aceitaveis antes do inicio da produgdo seguinte.

A substancia mais comumente utilizada nesta etapa é o cloro em solugdo (lixivia), no entanto, a
tendéncia tem sido a diminuicdo do uso de desinfetantes a base de lixivia e a sua substituicdo por acido
peracético (PAA), que contém uma combinagdo de perdxido de hidrogénio e acido acético. [13]

A producdo de liquidos, cremes e pomadas é particularmente suscetivel a criagdo de microrganis-
mos [16], pelo que uma etapa de sanitizagdo antes da realizacdo de uma nova produgdo pode contribuir

para a manuteng&o dos niveis microbiologicos dentro dos limites aceitaveis.
e Clean Out of Place (COP)

Limpeza de um equipamento ou de partes do equipamento fora do seu local normal durante a
producdo. Este tipo de sistemas pode ser automatico destinado a lavar partes do equipamento ou semi-

automatico como €é o caso de lavagens ultrassonicas.

Entende-se por lavagem semiautomatica uma lavagem automatica que envolve a desmontagem

do equipamento, 0 seu manuseamento ou transporte. [11]

2.3 Pior-Caso

2.3.1 Produto Pior-Caso

Na industria farmacéutica, o processo de fabrico de produtos distintos pode passar por um mesmo
equipamento. No caso da produgdo de medicamentos, varias substancias ativas podem entrar em con-

tacto com o mesmo equipamento, levando ao perigo de contaminagdo cruzada.



Esta problematica foi primeiramente identificada em 1988 quando uma farmacéutica se apercebeu
gue uma substancia ativa utilizada na producdo de um medicamento, a colestiramina USP, tinha sido
contaminada com residuos derivados da producdo de pesticidas agricolas, devido a falta de limpeza de

equipamento partilhado na producdo de ambos os compostos [17].

A mitigacdo deste risco é de extrema importancia de modo a assegurar que uma dada substancia
ativa A, ndo contamine uma substancia ativa B, de tal modo que comprometa a sua formulacdo ou

constitua um risco para a satde do doente.

Desta forma, durante o processo de validacdo sdo avaliados os produtos pior-caso. O produto
pior-caso A é aquele no qual se pretende estudar a eficacia da limpeza e o produto pior-caso B aquele
em que se admite poder encontrar residuos do produto A. Segundo 0 Anexo 15 das GMP, a determinagao
da substancia pior-caso deve ter em consideracdo aspetos como a dificuldade de limpeza de acordo com
a experiéncia de producao, a solubilidade no solvente usado (normalmente agua), a sua poténcia e toxi-
cidade [18]. Para avaliar a severidade de cada parametro considerado séo usadas ferramentas de analise
de risco como a FMEA que permite a atribuicdo de valores de severidade a cada parametro permitindo

a Sua com paragéo.

A determinacdo do produto pior-caso A, até 2015, poderia ser realizada de diversas formas, po-

dendo ser utilizados dados toxicolégicos como LDsy ou PDE [19].

Desde junho de 2015 que a validacéo de limpeza de farmacos em equipamentos onde séo produ-
zidos diversos produtos é efetuada tendo por base o valor do PDE da substancia ativa, derivado da
entrada em vigor da diretriz “Guideline on setting health based exposure limits for use in risk identifi-
cation in the manufacture of different medicinal products in shared facilities” da EMA (European Me-

dicine Agency).

Segundo esta diretriz, o calculo do PDE permite justificar os limites de aceitacdo utilizados em

validages de limpeza bem como ser utilizado como método de identificacdo de riscos.

Assim, atualmente, a identificacdo e escolha de piores-casos pode ser efetuada pelo célculo e
avaliacdo do valor do PDE de uma substancia. O PDE representa a dose de uma substancia que nédo se
prevé causar efeitos adversos num individuo caso administrada todos os dias durante a sua vida. E ex-
presso em massa por dia (mg/dia), tendo por base uma massa corporal de 50 kg que deve ser usada
quando o calculo é efetuado para medicamentos humanos. Se o medicamento for para uso veterinario,
uma massa de 1 kg deve ser considerada por ser assumida como massa minima corporal de qualquer
animal. [20]
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A determinacdo do PDE envolve a identificacdo de perigos e efeitos criticos da substancia em
guestdo, a determinacdo do NOAEL (nivel de efeito adverso ndo observado) ou LOAEL (nhivel minimo
com efeitos adversos observaveis) e ainda a determinacao de fatores de ajuste relativos a fontes de in-

certeza.

A maioria dos estudos toxicoldgicos utiliza a administragdo por via oral, no entanto o intencio-
nado para esse produto podera ser outra via como parenteral, inalagcdo ou tépica. Desta maneira, na
auséncia de dados sobre a via de administracdo parenteral ou por inala¢do para o calculo do PDE sdo
aplicados fatores de modificagdo baseados na biodisponibilidade oral (vide Tabela 2.1.) [21].

Tabela 2.1. Fatores de Conversdo para a Via de Administracéo (Fonte: [21]).

Biodisponibilidade Oral FC via adm.
<1% 100
>1% e <50% 10
>50% e <90% 2
>90% 1

No caso de a via de administracdo intencionada do produto ser tdpica ou transdérmica o recomen-
dado é multiplicar um valor de 10 pelo valor do PDE para a via parenteral. Esta abordagem assume que
a biodisponibilidade parenteral é de 100% e a cutanea <1%. Caso estes valores sejam conhecidos e

diferentes o calculo € feito segundo a seguinte equacao (adaptado de [21]):

. . %Biodisp. cutineax10 .
FC via admin.= — Equacgdo 2.1
%Biodisp. parenteral

FC via admin.: Fator de Corre¢do aplicavel quando a via de administracdo do estudo ndo corresponde ao
intencionado.

%Biodisp. cutanea: Biodisponibilidade por via de administracdo topica ou transdérmica, assumir 1%
guando indisponivel

%Biodisp.parenteral: Biodisponibilidade por via de administragdo parenteral, assumir 100% quando
indisponivel

Assim, o célculo do PDE é efetuado da seguinte maneira (adaptado de [20]):

NOAEL(ou LOAEL)XPeso

P = X F2XF3xFAXF5XFC via admin,

Equacdo 2.2

PDE: Exposicao Diéria Permitida

NOAEL: Nivel de efeito adverso ndo observado

Peso: Considera-se como peso minimo de um adulto 50 kg
F1: Extrapolacdo entre espécies

F?2: Variabilidade entre individuos
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F3: Tempo de exposicdo para os testes de toxicidade

F4: Conforme estudos de toxicidade reprodutiva ou toxicidade severa

F5: Fator aplicavel se ndo tiver sido estabelecido NOAEL

FC via admin.: Fator de Correc¢do aplicavel quando a via de administracdo do estudo ndo corresponde ao

intencionado.

2.3.2 Equipamento Pior-Caso

E bastante comum na indUstria a existéncia de diversos equipamentos iguais, cuja limpeza se
efetua da mesma forma ainda que por eles possam passar produtos distintos. Nestes casos, de modo a
facilitar os processos de validacdo de limpeza, usam-se estratégias de agrupamento de equipamentos

por forma a diminuir o nimero de amostragens necessarias ao processo de validagéo.

Assim, para o grupo de equipamentos com o mesmo design, dimensdes e material de construcao
basta validar a limpeza para o equipamento no qual é produzido o produto pior-caso, assumindo-se que
se 0 método de limpeza é adequado a remogdo desse residuo dentro dos limites de aceitacdo é também

tdo ou mais eficaz a remoc&o de outros residuos. [11]

2.3.3 Local de Amostragem

A sele¢do dos locais de amostragem é um passo critico do processo de validagdo de limpeza. A
escolha deve ter em conta os locais pior-caso, ou seja, aqueles possivelmente contaminados por um
produto durante o seu fabrico, as areas de dificil limpeza e de facil acumulagdo de produto, 0 material
de construgdo do equipamento, etc, de modo que os locais escolhidos sejam fielmente representativos

do estado de limpeza do equipamento. [22]

2.4 Analises de Risco

A fabricacdo de medicamentos inclui um certo risco, quer ao nivel da qualidade do produto, quer
no manuseamento dos componentes usados. Assim, é especialmente importante entender e quantificar
0s riscos associados ao processo de fabrico de medicamentos por forma a assegurar a qualidade do

produto, a sua seguranca e eficacia.

O risco é definido pela combinacéo de fatores como a probabilidade da ocorréncia de danos e a

severidade dos mesmos.

Deste modo, a industria farmacéutica deve ser regida por uma gestéo de risco de qualidade para

que proactivamente sejam identificadas e controladas as causas e as consequéncias de potenciais riscos
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para a qualidade do produto durante o desenvolvimento, fabrico e distribuicdo do mesmo, descritas na
diretriz ICH Q9(R1). [23]

Por forma a conseguir tomar decis6es justificadas pela analise dos riscos e a sua minimizacéo,
guando possivel, sdo utilizadas ferramentas de analise de riscos das quais uma das mais utilizadas a
FMEA (Failure Mode Effects Analysis).

A FMEA proporciona uma avaliacdo dos potenciais modos de falha de um processo, a sua pro-
babilidade de ocorréncia e de detecio e as consequéncias. E usada para dividir processos complexos em
etapas mais simples e faceis de gerir, podendo ser utilizada para priorizar riscos e monitorizar a eficacia

do controlo de riscos. [24]

No entanto, existem muitas outras ferramentas de analise de risco como a Failure Mode, Effects
and Criticality Analysis (FMECA), Fault Tree Analysis (FTA), Hazard Analysis And Critical Control
Points (HACCP), Hazard Operability Analysis (HAZOP), Preliminary Hazard Analysis (PHA), entre
outras [23, 24].

2.5 Limites de Aceitacao

2.5.1 Inspecéo Visual

A inspec¢do visual é um critério importante das validagdes de limpeza segundo o Anexo 15 das
Boas Préticas de Fabrico (GMPs) [18] e caracteriza-se pela observagao de todas as superficies visiveis
em contacto com o produto apds cada limpeza. Se o equipamento contiver residuos visiveis é automati-

camente considerado como n&o limpo.

E possivel determinar o limite de residuos visiveis distribuindo certas quantidades de substancia
em placas que representem o material de construcdo do equipamento, deixar secar e posteriormente
serem avaliadas por um grupo de pessoas [11]. Pelo menos 4 operadores com visdo 20/20 ou visdo
corrigida 20/20 devem ser selecionados para o estudo [19]. Visdo 20/20 significa visdo normal, ou seja,
é um termo usado para classificar a acuidade visual considerada normal segundo a tabela de visdo Sne-
llen, assim, um individuo ter visdo 20/20 significa que consegue ver com nitidez normal a 20 pés de

distancia (correspondente a 6 metros) [25].

A observacao deve ser efetuada sob diferentes condi¢des de luz, distancia e angulo. Se os residuos
forem consistentemente observados a um nivel conhecido entéo esse é o limite da inspe¢éo visual. Caso
o limite seja muito inferior ao limite de aceitacdo de limpeza (menor que 20% da margem de seguranga)

entdo a inspecdo visual pode ser utilizada como método de verificacdo da limpeza do equipamento, uma
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larga margem entre o limite visual obtido e o limite de aceitagdo permite acomodar variagdes entre 0s
operadores. No entanto, na maioria das vezes ndo é considerada adequada por si s6, sendo complemen-

tada com métodos de amostragem diretos.
A inspecdo visual deve ser efetuada por pessoal qualificado e verificado por outro operador.

Os parametros mais impactantes e que devem ser avaliados no estudo para a determinacdo do
limite de residuo visual sdo o material de constru¢cdo do equipamento, a luz, a distancia, o angulo, a

variabilidade da visualizacdo de operador para operador e efeitos associados ao uso de solventes. [11]

Devem ser estudados pelo menos trés angulos de visualizagdo, normalmente 30°, 45° e 90°, trés
distancias e duas intensidades de luz diferentes [26].

Podem ainda existir areas do equipamento onde é impossivel realizar inspe¢do visual. Nestes
casos, deve ser assegurado que essas partes sejam limpas de modo tdo ou mais robusto que as visiveis e
que as visiveis sdo tdo ou mais dificeis de limpar para que se possa concluir que as nao visiveis estejam
tdo limpas quanto as partes visiveis. Podem ainda ser utilizadas técnicas como a boroscopia que, através
da utilizagdo de uma camara acoplada a um cabo permite a visualizacéo de partes interiores do equipa-

mento.

A remog&o de odores e residuos com coloracdo devem ser aspetos a ter em consideracéo durante
a limpeza e devem ser inspecionados utilizando o olfato e inspecéo visual. Para estes casos ndo existem
limites de residuos calculaveis. O teste deve ser efetuado por pessoal ndo envolvido no fabrico do pro-

duto uma vez que nao estdo dessensibilizados a possiveis odores. [11]

2.5.2 Substancia Ativa

Em 1993 Fourman and Mullen publicaram um artigo intitulado de Determining Cleaning Valida-
tion Acceptance Limits for Pharmaceutical Manufacturing Operations onde sugeriam alguns métodos

para definir limites de aceitagdo de limpeza [27].

Este artigo apresentava 3 abordagens que passaram a ser vastamente usadas na inddstria farma-

céutica.
« Critério de 0,001 da Dosagem

Nesta abordagem determina-se que ndo devera existir residuos de um produto superiores a 0,001

da sua maxima dose diéria noutro produto [24].

Para efeitos de calculo era tido em considera¢do 0,001 da menor dosagem de produto A produzida

expressa em mg/dia e qual a quantidade de ingrediente ativo presente, a méaxima dose diéria de produto

14



B por dia, o tamanho do lote do produto B, a area do equipamento que entra em contacto simultanea-

mente com ambos 0s produtos A e B e a area amostrada [25].

O fator de 0,001 advém do uso de um fator de 10 uma vez que muitas vezes um farmaco € consi-
derado ndo ativo quando a 1/10 da sua dose, outro fator de 10 de forma a assegurar uma limpeza robusta

e ainda um fator de 10 para seguranga [11].

Assim, a férmula utilizada para o célculo € (adaptado de [28]):

vuco - 2001 X mDdA X DL x ASA Ciacio 2.3
= MDAB x SCEP quagao 2.

MACO: Massa de substancia ativa da substancia A permitida no produto B por area de amostragem
mDdA: Minima dose didria de substancia A

DL: Dimensdo de Lote do produto B

ASA: Area da superficie amostrada

MDdB: Maxima dose diéria de produto B

SCEP: Area da superficie do equipamento que entra em contacto com ambas as substancias A e B

« Critério 10 ppm

Indica que qualquer substancia ativa podera estar presente no produto consequente até um nivel
méaximo de 10 ppm. Para efeitos de calculo, é assumido que 10 mg de ingrediente ativo do produto A
pode estar contido num quilograma do produto B, tendo em conta a dimenséo do lote de produto B
produzido, a area do equipamento que entra em contacto simultaneamente com ambos os produtos A e

B e a area amostrada. [25]

Este critério era muitas vezes empregue quando o limite determinado pelo Critério de Dosagem
era muito elevado, pelo que se usava o critério 10 ppm para manter o nivel permitido de residuos trans-

feridos por contaminacdo cruzada inferiores [24].

Segundo este critério o limite permitido de substancia A no produto B é dado por (adaptado de
[28]):

MACO R X DL x ASA E 502 4
= SCEP quacao 2.

MACO: Massa de substancia ativa da substancia A permitida no produto B por area de amostragem
R: 10 mg de substancia ativa A em 1 kg de produto B

DL: Dimensdo de Lote do produto B

ASA: Area da superficie amostrada

SCEP: Area da superficie do equipamento que entra em contacto com ambas as substancias A e B
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o Critério de Inspec¢do Visual

Determina que para se considerar um equipamento devidamente limpo, nenhum residuo deveria

ser visivel apos limpeza [25].

No entanto, nenhuma destas abordagens era baseada nos potenciais riscos para a satde que resi-

duos do produto A encontrados no produto B pudessem causar.

O Critério de Dosagem apenas tem em consideracdo a dosagem de medicamento prescrita. Na
Tabela 2.2. encontram-se trés medicamentos diferentes, os seus efeitos adversos, a menor dose clinica
e a definigdo dos limites de aceitacdo de limpeza para este método [24].

Tabela 2.2. Comparacdo entre os efeitos adversos e o critério de 0,001 da dosagem em trés substancias
ativas (adaptado de [27]).

0,001 da

Substancia Ativa Efeitos Adversos Dose (mg) Dosagem (mg)

Cloridrato de

. Sem efeitos adversos sérios 5 0,005
Cetirizina

Ribavirina Embriocida e Teratogénico 800 0,8

Capecitabina Cardlotoxmldade’ e.toxmldade 4000 4
hematoldgica

Com esta comparacao pretende-se enfatizar que este método ignora os efeitos adversos das diver-
sas substancias. O Cloridrato de Cetirizina é um anti-histaminico com poucos e leves efeitos adversos
com uma dosagem mais pequena quando comparado ao anti-viral rabivirina e ao capecitabina um me-
dicamento usado em quimioterapia que apresentam dosagens bastante superiores. Segundo este método,
o limite residual permitido era bastante menor para o0 medicamento que apresenta 0 menor nimero e em

menor severidade de efeitos adversos uma vez que apenas se baseia na sua dose maxima diéria [27].

Adicionalmente, a utilizacdo deste critério baseado somente na posologia do medicamento le-
vanta também outras questdes. Por exemplo, a minima dose diaria corresponde a menor dose adminis-
trada em adultos saudaveis ou deveria também incluir potenciais redugdes de posologia necessarias para
doentes potencialmente sensiveis; se a posologia for complexa, por exemplo, fa&rmacos administrados
intermitentemente como uma vez por semana ou por més € adequado que se divida a dose tomada pelo
namero de dias compreendidos entre a dosagem; em substancias que sdo administradas poucas vezes
durante a vida mas que podem contaminar outras administradas diariamente, faz sentido utilizar essa
posologia; Qual é a confianga associada ao valor de 0,001 em substancias que causam efeitos adversos

sérios numa unica dose [29].
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Este critério muitas vezes (85%) levava a limites menores do que se fosse tido em conta o risco
para a saude (PDE). No entanto, nos restantes 15% dos casos, quando o risco para a saude € elevado, 0s
limites utilizados estavam abaixo do requerido pelo critério do PDE, o que apresenta perigo para a saude

dos doentes.

Apesar de na maioria dos casos os limites estarem abaixo do determinado avaliando o risco para
a saude (PDE), a margem de seguranca ndo estava devidamente avaliada pelo que era impossivel prever
0s 15% dos casos em que o limite deveria ser inferior. [27]

Outro estudo que avaliou 140 substancias produzidas pela Novartis concluiu algo semelhante. Na
maioria das substancias o limite determinado pelo Critério de Dosagem mostrou-se inferior ao obtido
utilizando o PDE, mas em 10% das substancias o valor estabelecido passou a ser inferior ao anterior-
mente calculado utilizando 0,001 da dosagem. [17, 29]

Quanto ao Critério 10 ppm, este servia apenas para diminuir o limite quando este era bastante
elevado, baseado no limite utilizado pela indUstria alimentar, no entanto, a sua imposicao dificulta a

averiguagdo da verdadeira margem de seguranga usada.

Em ambos os critérios, quando se trata de medicamentos de baixa poténcia com pouco risco as-
sociado, a determinagdo de limites menores que o realmente necessario levava a complica¢des desne-
cessarias e cuidados extremos para cumprir o limite, incluindo alterages nos processos de fabrico e
introducdo de equipamentos dedicados ou até mesmo linhas de producédo dedicadas quando na realidade

0 risco ndo é elevado como o limite artificialmente imposto leva a querer. [27]

Outro critério para a limitacdo da quantidade de produto que pode ficar como residuo no produto
seguinte tinha por base o valor de LDso, um valor expresso em massa por massa corporal (mg/kg). Este
pardmetro avalia a dose administrada oralmente em estudos com animais que provoca a morte a metade
da populagdo. Por apenas considerar a toxicidade em animais de uma dada substancia é considerado
pouco preciso na determinacdo de riscos para a satde humana pelo que deixou de ser considerado apro-

priado para a determinacdo de limites. [17]

Continuar a utilizar estes limites sem averiguar dados pré-clinicos ou clinicos para cada composto
pode desvalorizar o perigo real para a satde derivado da contaminacdo cruzada ou, por levar a limites

demasiado conservadores, aumentar o custo de produgdo para a empresa.

De modo a regulamentar e uniformizar a averiguacdo e identificacdo de riscos bem como justifi-
car os limites utilizados nas validacdes de limpeza, a EMA lancou, em 2014, a diretriz “Guideline on
setting health based exposure limits for use in risk identification in the manufacture of different medici-

nal products in shared facilities”. Nela apresentam uma sugestéo de avaliag&o do risco de contaminagéo
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cruzada baseada em dados cientificos de farmacologia e toxicidade. Estes limites sdo baseados na salde
(HBEL) tendo por base a exposicdo diaria permitida (PDE). Esta nova abordagem entrou em vigor em
2015, pelo que, desde entdo, € a Unica forma de calcular os limites de transferéncia de uma substancia

A para o produto B em validaces de limpeza. [20]

O objetivo da introducédo desta nova abordagem baseada nos riscos para a saude ndo é diminuir
os limites usados para todos os compostos de forma que sejam 0s mais baixos possiveis, ao revés visa
determinar limites reais e quantificaveis que tenham por base dados cientificos de ensaios pré-clinicos

e clinicos de forma a melhor estabelecer os riscos de cada substancia.

Nas abordagens supramencionadas o limite de aceitacdo é calculado assumindo que o produto
continua ativo ap6s a limpeza. No entanto, sob condi¢Ges extremas de limpeza como pH (<2 e >13) e a
altas temperaturas (60°C-80°C) o ingrediente ativo pode tornar-se farmacologicamente inativo [27].

Assim, pode ser interessante definir limites de limpeza para o produto inativo, que serdo superi-
ores aos calculados para o ingrediente ativo. Esta abordagem pode mostrar-se vantajosa nos casos em
que os limites de aceitagdo se encontram abaixo do limite de quantificagdo (LQ) do método analitico

utilizado, como no caso do método néo especifico TOC, cujo LQ se encontra no intervalo de 0,05 a 0,2

ppm.

Adicionalmente, para o ingrediente inativo a sua atividade farmacoldgica assemelhar-se-4 a de

um excipiente, cujo limite de validag&o é apenas visual.

A avaliacdo da inatividade pode ser conduzida expondo o ingrediente ao pior-caso das condi¢des
de limpeza em escala laboratorial, uma vez que as condic¢Oes de fragmentagdo e inativagdo sdo indepen-
dentes da escala dependo apenas do tempo, temperatura, concentracéo e razao entre a solugéo de limpeza

e o produto a limpar.

A limpeza pior-caso é efetuada nas condi¢cBes menos propensas de levar a inativacdo como a
utilizacdo de menor quantidade de detergente, temperatura e duragdo da limpeza. Além da utilizacdo de
condicBes mais leves de operacdo podem ainda ser eliminados etapas do processo se estas apresentarem
um cenario pior-caso a desativacao do ingrediente simplificando os estudos conduzidos em escala labo-
ratorial. No entanto, a alteracdo do processo pode também levar a efeitos inesperados como a agregacdo

da substancia ativa.

Apos o tratamento dos residuos com a limpeza pior-caso estes sdo titulados até pH neutro e arre-

fecidos até 4°C para evitar maior degradacao.

O grau de fragmentacdo ou atividade bioldgica pode ser avaliado recorrendo a SDS-PAGE (ele-

troforese em gel de poliacrilamida) e provas bioldgicas, respetivamente. SDS-PAGE solubiliza
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proteinas agregadas e ndo agregadas e separa-as consoante o seu peso molecular, enquanto as provas

biolégicas medem a quantidade relativa de produto biologicamente ativo.

As amostras podem ainda ser analisadas no TOC para determinar se 0 método € adequado a re-
colha e andlise destes residuos, uma vez gue, sendo um método nao especifico, é til para a detecdo de

produtos degradados. [30]

Os critérios de aceitacdo sdo baseados na abordagem Comparable Quality. Esta abordagem indica
que a quantidade de produto A inativo existente na maxima dose de produto B produzido posteriormente
€ menor ou igual a quantidade de produto A inativo num segundo lote de produto A. Esta abordagem
assenta no facto de, se a qualidade do produto A foi estudada e é adequada sendo aceitavel aos pacientes
tomarem certa dose de produto A com produto A inativado, entdo também ¢ aceitavel que outros paci-
entes que tomem o produto B estejam expostos a mesma ou menor quantidade de produto A inativo.
[31]

Para a definicao dos limites de aceitacdo assume-se que a massa de substancia inativa do produto
A gue se pode encontrar no produto B é a mesma de uma molécula referéncia ou classe de moléculas

comparaveis ou piores do ponto de vista da seguranca. [30]

A escolha da impureza referéncia é realizada com base na toxicidade e imunogenicidade, deter-
minada pela resposta imunolégica do organismo e a complexidade quimica. Quanto maior a complexi-
dade maior o peso molecular da molécula e maior a tendéncia para causar uma rea¢do imunoldgica. Para
desencadear uma reagdo imunologica a molécula tem de ser reconhecida como estranha pelo organismo.
Tipicamente, fragmentos com pesos moleculares inferiores a 10 kDa sdo fracos desencadeadores de

reacdes imunoldgicas.

Desta forma, a molécula de referéncia selecionada deve representar o fragmento de substancia

inativa tanto na sua capacidade de fragmentagdo como na reagdo imunoldgica do sistema. [32]

Assim, tendo esse valor para a molécula referencia, os calculos para a determinacéo do limite de

aceitacdo sdo os seguintes (adaptado de [30]):

aco - A X DL x AsA e
= 7 MDd x SCEP quagao 2.

MACO: Massa de substancia ativa da substancia A permitida no produto B por area de amostragem
M&0s€: Massa da molécula de referéncia aceitével por dose

DL: Dimensdo de Lote do produto B

ASA: Area da superficie amostrada

MDd: Méxima dose diaria de produto B
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SCEP: Area da superficie do equipamento que entra em contacto com ambas as substancias A e B

Caso ndo seja detetada atividade da substancia apds a limpeza, entdo este tipo de abordagem e o0s
limites desta forma calculados podem ser utilizados na validacdo de limpeza para as amostras recolhidas
no equipamento. Se, no entanto, for detetada atividade parcial, pode-se calcular os limites segundo esta
abordagem e os limites calculados para a substancia ativa e utilizar o menor dos dois. No caso de a
substancia ndo sofrer inativacéo, entdo os limites determinados para a substancia ativa devem ser usados.
[30]

2.5.3 Microbiologia

Segundo o Anexo 9 das GMPs deve ser realizado o controlo microbiolégico e de endotoxinas,
especialmente quando se trata de liquidos, cremes e pomadas uma vez que sdo formulagdes particular-

mente suscetiveis a contaminagdo microbioldgica durante o processo de produgdo. [16]

Estes contaminantes podem advir de diferentes fontes como o ambiente, matérias-primas e hu-
manas. Ao contrario do que sucede com os residuos de substancia ativa e outros componentes presentes
no medicamento e/ou agentes de limpeza, a contaminagdo microbiol6gica que é recolhida durante a
amostragem do equipamento pode ndo se relacionar diretamente com a contaminacdo do equipamento
uma vez que os microrganismos podem morrer, ser inibidos ou multiplicar-se. Deste modo, a recupera-
¢ao microbiolégica ndo segue regras tdo estritas e os critérios de aceitagdo sdo baseados em dados his-

téricos e ndo dados fixos.

Existem varios métodos de amostragem, os quais se encontram divididos em dois grupos: 0s mé-
todos diretos onde estdo incluidas as zaragatoas e placas de contacto e métodos indiretos como a passa-

gem de agua.

E preciso ter em consideraco, principalmente no método indireto, o impacto de residuos de
agente de limpeza ou outros componentes do produto produzido que possam afetar os resultados ini-

bindo o crescimento microbioldgico. [11]

Tipicamente na industria farmacéutica, o limite de aceitacdo encontra-se entre 0s 25 ou 50 UFC
por placa de contacto de 25 cm? para sélidos de administracdo oral [11]. Estes valores tém pouca base
cientifica tendo sido propostos como uma diminui¢do do limite de aceitacdo, uma vez que 0 uso de

férmulas de calculo muitas vezes conduz a limites por placa bastante superiores ao contavel [33].

Uma proposta alternativa a utilizagao destes valores como limites de aceitacdo microbiologicos é
a determinacgdo do valor da capabilidade do processo, Ppk, através da andlise de dados recolhidos em

varias validag@es de limpeza. Este valor permitird inferir sobre se o limite utilizado é ou ndo adequado
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e, deste modo, proporcionara a definicdo de um limite de aceitacdo baseado nos riscos identificados.
[34]

No entanto, para produtos aquosos ndo estéreis como prepara¢fes aquosas para administracdo
oral, inalacdo e uso vaginal, o limite é de 100 UFC/mL para microrganismos aerobicos e 10 UFC/mL

para o total de fungos e bolores [11, 35, 36].

E possivel calcular o limite de aceitagio microbioldgica utilizando a seguinte formula (adaptado
de [11]):

Limite < DLX 100 UFC/mL X FS x ASA Eouacio 2. 6
imite = SCEP quagio 2.

Limite: NUmero de unidades formadoras de coldnia aerébicas por 4rea amostrada (para fungos e bolores
corresponde a 0,1 do limite obtido)

DL: Dimensdo de Lote do produto B
FS: Fator de seguranca 0,01 para produtos ndo estéreis
ASA: Area da superficie amostrada

SCEP: Area da superficie do equipamento que entra em contacto com ambas as substancias A e B

E recomendado que se opte pelo valor mais pequeno entre 25/50 UFC/25cm? ou o obtido segundo

a formula acima descrita [11].

2.6 Monografia HBEL

Como ja referido, a definicdo dos limites de aceitacdo em validacdes de limpeza deve considerar

dados cientificos concretos, tendo por base o valor do PDE.

Esta abordagem deve ser efetuada para todas as substancias produzidas na fabrica e devera ser
compilada numa monografia resumo. Esta monografia devera conter informacéo relevante sobre a far-
macologia e toxicologia da substancia, incluindo dados clinicos e ndo clinicos. Nela deve estar identifi-
cado o composto quimico em questdo, o seu mecanismo de acdo, qualquer perigo para a saide encon-
trado em ensaios pré-clinicos, a farmacocinética e farmacodindmica da substancia ativa e possiveis vias
de exposicdo que ndo a originalmente intencionada. Nesta monografia deverd estar também descrito o

processo de calculo do PDE para cada substancia e quais os fatores de ajuste usados. [17]

Deste modo, a pesquisa dos PDE das SA presentes nas formulas comercializadas pelos Labora-
torios € essencial para assegurar o cumprimento das normas europeias estabelecidas, avaliar produtos

pior-caso e definir limites de aceitacio a ser usados em validagdes de limpeza.
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2.7 Plano Mestre de Validacao

Este plano visa documentar a gestao de riscos associados as valida¢des de limpeza, mantendo o
controlo dos perigos e reduzindo os riscos, pelo que deve incluir o processo de avaliagdo de risco nas

fases iniciais do desenvolvimento de um programa de limpeza.

Incluidos no plano mestre de validacéo devem estar a matriz dos compostos produzidos nos di-
Versos equipamentos no caso de fabricas multiproduto e o processo e defini¢do dos produtos e substan-
cias ativas pior-caso, o plano de recolha de amostras, como 0s métodos de amostragem utilizados, € a

sele¢do dos métodos analiticos como HPLC, TOC e amostragem microbioldgica.

Assim, um plano mestre de validagdo deve conter as intengdes e as abordagens utilizadas, a or-

ganizacéo, execugdo e as atividades de validagdo e qualificacéo. [11]

2.8 Protocolos de Validagao

A correta execucao dos protocolos de validagéo é fulcral para a obtencéo dos dados necessarios
para validar o processo de limpeza, sendo escritos apés este ter sido desenvolvido. Deve incluir o pro-
cedimento de limpeza a ser validado, os produtos compreendidos no protocolo, a descri¢do do equipa-
mento e da sua area de superficie, os residuos a serem removidos, 0s materiais de limpeza utilizados, os
métodos analiticos e os métodos microbiolégicos utilizados, os métodos e técnica de recolha de amos-
tras, os limites de aceitacdo e o seu calculo e o tempo méximo de intervalo entre o0 uso e a limpeza e

entre a limpeza e 0 uso.

E recomendado a amostragem teste antes da execucio do protocolo em sistemas novos ou com-
plexos, de modo a verificar se todos os elementos do processo de limpeza foram corretamente imple-
mentados. [11]

2.9 Meétodos de Amostragem
No processo de validacdo de limpeza a amostragem dos equipamentos apés higienizagdo é im-
prescindivel.

Existem dois métodos de recolha de amostras considerados aceitaveis, estes sao amostras obtidas
diretamente da superficie do equipamento, método direto, e com passagem de solvente, método indireto
[37].

e Meétodo Direto
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Este método é o mais comum, envolvendo, normalmente, a utilizacdo de zaragatoas constituidas
por uma ponta de material inerte como algodao para que o impacto nos resultados seja 0 menor possivel.
A utilizacdo de zaragatoas envolve um esfregaco da mesma repetidamente na area de amostragem. Os
fatores a ter em consideracdo sdo a area amostrada e o nimero de zaragatoas realizadas bem como a

técnica de amostragem e deverao estar especificados no protocolo de validag&o.

A amostragem devera ser feita com base nos locais pior-caso do equipamento, de mais dificil
acesso, que deverdo estar especificados no protocolo de validagéo. [37]

Este método permite a remocéo fisica de residuos, a escolha de solventes nos quais 0s residuos
sdo solaveis, pouco volume de extragdo resultando na capacidade de medir residuos menores. No en-
tanto, possui também algumas desvantagens como a reduzida area amostrada, pouca acessibilidade a

alguns locais como tubos e evasivo em equipamentos fechados como reservatorios.

A éarea a amostrar recomendada é 25 cm? mas areas como 100 cm? podem ser usadas, permitindo
aumentar a sensibilidade do método. A técnica de amostragem a ser utilizada deve ser em ziguezague
pressionando firmemente a zaragatoa de forma que haja um contacto total entre a ponta da zaragatoa e
a superficie ao longo de toda a superficie amostrada, a zaragatoa deve ser virada para gue o outro lado
também contacte com a superficie de amostragem em ziguezague perpendicularmente a efetuada para a

outra face.

Se a &rea do equipamento ndo permitir que a amostragem seja realizada num quadrado entéo deve

ser efetuada numa area e padrao semelhante. [11]
e Meétodo Indireto

A passagem de solventes permite a amostragem de maiores areas do equipamento e locais de
dificil acesso permitindo obter uma ideia mais completa do estado de limpeza geral do equipamento.
Este tipo de amostragem pode ser especialmente Util quando averiguando a existéncia de residuos pro-
venientes de agentes de limpeza e detergentes. Este método deve ser usado em combinag¢do com outros

métodos como diretos.

Quando utilizando este método € necessario averiguar a percentagem de recuperacdo conseguida.
Uma recuperac¢do menor que 50% é considerada como pouco fidvel, enquanto acima de 50% € conside-

rada razoavel e acima de 80% boa. [37]
e Método Placebo
Consiste na preparacdo de um lote placebo no equipamento que € posteriormente analisado em

busca de residuos da substancia produzida anteriormente. E um método dispendioso e de dificil
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realizacdo uma vez que deve ser realizado durante o processo de producdo. Deveria ser acompanhado
por outro dos métodos supramencionados uma vez que nao garante a transferéncia uniforme e total dos

residuos do equipamento especialmente se as particulas do contaminante forem demasiado grandes. [37]

Em suma, na Tabela 2.3., encontram-se um resumo das vantagens e desvantagens associadas aos

métodos de amostragem por zaragatoas, passagem de solvente e placebo.

Tabela 2.3. Comparacéo dos Métodos de Amostragem (Fonte: [11]).

Tipo de Amostragem

Vantagens

Desvantagens

- Permite simular o processo de prepa-

- De dificil execucéo;

- O residuo pode néo ser dispersado no

Placebo N . placebo uniformemente;
racdo do produto seguinte.
- Desencorajado quando usado por si
mesmo.
- Permite a remocdo fisica de residuos;
- Permite a escolha de um solvente em | - Pequena &rea de amostragem;
cujo produto de interesse seja soltvel; . e )
- Impossivel utilizagdo em areas de
Zaragatoa (Swab) - As amostras podem ser recolhidas do | acesso dificil ou constringido;

local pior-caso;

- Volumes de extragdo pequenos o que
permite a medicdo de baixas quantida-
des de residuo.

- Invasivo em equipamentos fechado
como é o caso de reservatorios.

Passagem de Solvente

- Permite manter o equipamento fe-
chado;

- Simples execugdo e menor nimero de
amostras recolhidas;

- Fornece informacéo sobre o estado
completo do equipamento;

- Amostra locais de dificil acesso ou
que ndo podem ser desmontados;

- O volume de solvente usado € ajusta-
vel;

- O produto de interesse pode ndo ser so-
lavel;

- O equipamento/processo tem poder ser
molhado pelo solvente;

- Pode néo chegar a partes mais fisica-
mente reconditas do equipamento;

- N&o permite obter informag&o sobre o
local dos residuos, caso sejam detetados;

- Dificil controlo sobre as areas amostra-
das;

- Menor poder fisico de remogéo de resi-
duos.
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2.10 Métodos Analiticos e Validacéo de Método

Para a analise das amostras recolhidas durante a validagdo de limpeza é necesséria a utilizacao de
métodos analiticos. Estes métodos enquadram-se em duas grandes categorias, métodos especificos e nao
especificos.

e Meétodos especificos

Um método especifico é aquele que consegue quantificar o residuo em estudo excluindo qualquer
outras interferéncias, sendo especifico para a detecéo de apenas a molécula de interesse. Normalmente,
estes métodos envolvem separagBes cromatograficas, para a separacdo do composto em estudo e a sua

quantificag&o. [38]

O método mais usado em validacGes de limpeza é o HPLC, consistindo numa coluna cromato-
grafica, que separa o composto de interesse do resto dos componentes da amostra incluindo detergentes,
excipientes, etc. A analise utilizando este método pode ser extensa uma vez que cada inje¢cdo demora
cerca de 30 a 40 minutos. [11] Outras fontes reportam tempos de analise mais baixos, cerca de 10 a 15
minutos [39, 40, 41, 42, 43, 44]. No entanto, os tempos de analise podem ser tdo extensos quanto 60
minutos como mencionam outros artigos [45, 46, 47, 48].

No entanto, existem outros métodos como é o caso da absor¢do atdmica (AA), especifica para a

detecdo de iGes metalicos como sédio ou potassio.
Cromatografia ionica, especifica para a analise de anides e catides presentes em detergentes.
Espetroscopia ultravioleta utilizada para casos em que os surfactantes possuem um cromoforo.

Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimética (ELISA) usado para a analise de proteinas para a determi-

nacéo de ativos. [38]

Mas existem também outros métodos como Cromatografia Gasosa (GC), Espetrometria de Massa
(MS) e Espetroscopia de Infravermelho (IR) [11].

e Meétodos Nao Especificos

Esta classe de métodos mede uma determinada propriedade resultante da contribuicdo de todos
0S componentes com essa propriedade na amostra, ndo fornecendo informacao sobre a natureza quimica
da substancia com essa propriedade. Normalmente, quando utilizando um método ndo especifico as-

sume-se que a propriedade medida advém exclusivamente do residuo em estudo.

Exemplos de métodos ndo especificos sdo titulacdes, medicbes de pH, condutividade e TOC.
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As titulagdes sdo utilizadas para averiguar a presenca de agentes de limpeza.

As medicBes de pH, ainda que Uteis para a monitorizacdo de solu¢Bes com pH extremos, sdo

pouco fiaveis em torno de pH neutros.

A condutividade mede a quantidade de ides presentes numa solugdo, podendo ser utilizada para

a averiguacao de alcalinidade ou acidez de agentes de limpeza.

Mas o método ndo especifico mais comum é o TOC. Este método envolve a oxidagdo dos carbo-
nos presentes na amostra e consequente dete¢do do dioxido de carbono produzido. Contabiliza todo o
carbono orgéanico presente na amostra, pelo que quando aplicado em validages de limpeza para a dete-
cdo de substancias ativas, todo o residuo deve ser admitido como sendo o residuo de interesse. [11]

2.10.1 TOC

Todas as tecnologias utilizadas num equipamento TOC devem diferenciar entre carbono inorga-
nico, presente na dgua como didxido de carbono dissolvido ou bicarbonato e do CO; proveniente da
oxidag&o de moléculas organicas na amostra. O valor de TOC expresso como concentragdo de carbonos
na amostra é dado pela diferenca entre o total de carbonos contabilizados na amostra e o carbono inor-

ganico presente.

Existem diferentes tecnologias utilizadas num equipamento de analise TOC. Relativamente a tec-

nologia de oxidagao pode ser utilizado combustao ou através de luz ultravioleta com oxidante persulfato.

A técnica de combustdo utiliza temperaturas de pelo menos 600°C e, para ajudar no passo da

oxidacdo, pode ser utilizado um catalisador, normalmente 6xido cuprico, platina ou 6xido de cobalto.

Ja 0 método da oxidacdo por persulfato ultravioleta utiliza a luz UV para dissolver os compostos
organicos e oxida-los completamente a CO,. A amostra € exposta a luz UV através de uma lampada no
interior do equipamento que converte 0s compostos organicos a didxido de carbono gasoso. No caso de
existir compostos organicos em quantidade superior a 1 ppm, o persulfato, um forte agente oxidante, é

adicionado de modo a garantir a completa oxidacao.

Relativamente ao método de detecdo utilizado no equipamento para detecdo da concentracdo de

CO; existem dois métodos: Infravermelho ndo dispersivo (NDIR) e medicdo de condutividade.

Na tecnologia NDIR, a medicéo do gés é feita devido a absorcéo de energia de cada gas na regido
do infravermelho do espectro. Enquanto que pela medigéo da condutividade, existem dois sensores pelos
quais a solugdo aquosa passa e que medem a concentracéo total de carbono e a concentragéo total de

carbono inorganico. Ambos 0s métodos, apesar de sensiveis a poucas concentragdes de TOC, podem
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estar sujeitos a interferéncia idnica pelo que o uso de uma membrana semipermeavel seletiva apenas a

CO-, é muitas vezes utilizada. [49]

Esta membrana presente nos equipamentos Sievers* M9 TOC Analyzers da Veolia previne a in-

terferéncia de acidos, bases e compostos halogenados na medicéo da amostra [50].

Uma caracteristica muito interessante no ambito das validac@es de limpeza é a possibilidade de
selecdo de autoreagente existente na serie 900 do TOC Sievers Analyzers que assegura a completa oxi-
dacdo da amostra através da otimizagao automatica dos fluxos de &cido e oxidante [49].

Este equipamento Sievers M9 utiliza a oxidagdo por persulfato UV e o método de detecdo realiza-
se por membrana condutimétrica possuindo detecdo no intervalo de 0,03 ppb a 50 ppm, exatidao de +/-
2% e precisao de 1% RDS. O tempo de analise de uma amostra é cerca de 2 a 3 minutos, podendo ainda
ser reduzido a 4 segundos quando em modo Turbo. A calibracdo deve ser feita anualmente. [49, 50]

A utilizacdo deste método, por nédo ser especifico, ndo fornece informacéo sobre o nivel exato do
residuo em estudo presente na amostra, mas determina se o residuo esta dentro do critério de aceitacéo.
Assim, apesar de medir todas as contribuicGes de carbono organico presentes, como provenientes de
excipientes e detergentes de limpeza, se todas essas contribui¢bes se encontram abaixo do limite de
aceitacdo, entdo com certeza a substancia em estudo também estard. No entanto, o contréario ndo se
verifica, ou seja, se 0 valor determinado estiver acima do limite de aceitacdo ndo é possivel determinar

qual a contribuigdo da substancia em estudo e se esse residuo estaria dentro do limite. [38]

Este método tem sido cada vez mais utilizado no &mbito das validagfes de limpeza devido as
vantagens que apresenta em comparagdo com HPLC. Uma das desvantagens dos métodos néo especifi-
cos, como o TOC, prende-se com o facto de ndo determinar os carbonos provenientes apenas do residuo
em estudo, no entanto, a utilizagdo de um método especifico como HPLC pode levar a necessidade da
realizacdo de diferentes testes analiticos para analisar diferentes substancias como outros contaminantes
ou agentes de limpeza podendo levar ao aparecimento de picos desconhecidos se estes estiverem pre-

sentes na amostra juntamente com o composto em estudo. [49]

No entanto, o facto de a fonte dos carbonos presentes na amostra ndo poder ser determinada apre-
senta vantagens na medida, em que mesmo que o composto em estudo se encontre degradado, 0 método

detetara na mesma a sua presenca uma vez que o numero de carbonos nao varia [51].

Outra vantagem do TOC em relacdo ao HPLC é o tempo de analise que é substancialmente mais
reduzido. Muitas vezes o tempo longo de analise em HPLC, o aparecimento de picos desconhecidos e
o0 custo elevado da analise e manutencdo fazem com que seja uma técnica a ser substituida pelo TOC.

Também o investimento e o tempo de formacéo de operadores sdo bastante maiores quando se trata de
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HPLC, sendo a formacao insuficiente a maior causa de mensagens de alerta enviadas pela FDA apds

inspecoes.

Foram comparados os métodos HPLC e TOC do ponto de vista dos custos inerentes a sua utili-
zacdo e concluiu-se que o custo total de um analisador TOC é cerca de 30 a 40% mais barato que um
HPLC, o custo de operagdo diminui entre 40 a 80% e o tempo do desenvolvimento do método também
é reduzido entre 60 a 70% quando optando pelo TOC. [49]

Num outro estudo realizado para comparagao entre os custos associados a utiliza¢do de uma uni-
dade HPLC e outra de TOC, foram analisadas 2 500 amostragens com 3 repeti¢Ges cada, num ano. Este
estudo concluiu que a nivel de custos do equipamento, ambos séo bastante semelhantes, ja nos custos
de manutencdo o TOC mostra-se 25% mais economico. O TOC é mais rapido em 125 horas de trabalho,
0 que se traduz em 20% menos custos de mao de obra e também a nivel de consumiveis fica mais em
conta em 19% em relacdo ao HPLC. Assim, o investimento num equipamento TOC para a realizagédo
das analises das amostras de validacdo de limpeza em detrimento de uma unidade de HPLC leva a uma

economia de 12% em custos anuais. [52]

Num estudo realizado nos Laboratérios Atral, ambos os equipamentos foram utilizados no con-
texto das validagdes de limpeza para anélise das amostras, tendo sido efetuada a comparagéo entre o
tempo de analise de cada um. Os dados recolhidos demonstram que em cada analise efetuada em HPLC
a amostra é injetada duas vezes, demorando 15 minutos a analise de cada injecéo sendo ainda necessario
a analise de uma solucéo padrdo como forma de comparagao para o célculo do resultado, j& no equipa-
mento TOC, cada analise é lida apenas uma vez demorando cerca de 12 minutos. Assim, foi comparado
0 tempo despendido em cada equipamento para a analise de 4 amostras. O equipamento TOC levou 48
minutos no total a efetuar a analise, enquanto que, para as mesmas 4 amostras, em HPLC o tempo
necessario foi de 180 minutos. Desta maneira, concluiu-se que o HPLC demora cerca de 3 vezes mais
tempo do que o método TOC. Adicionalmente, o método HPLC implica ainda o tempo de preparacao
da fase movel e da solugdo padrdo, ndo contabilizados nesta comparagdo, mas que aumentam o tempo
de anéalise em comparacdo com o método TOC, onde nédo é necessaria a preparacao adicional de solu-

¢Oes.

Adicionalmente, neste estudo foram também efetuadas as validacGes dos métodos de amostragem
por zaragatoa (‘swab’) para analise de uma mesma substancia ativa em ambos os equipamentos HPLC
e TOC. O limite analitico desta substancia ativa é 2 ppm. Em TOC, o limite de quantificacdo do método
(LQ) foi de 73,57 ppb. No entanto, para a mesma SA, mas em HPLC, o limite de quantificagéo foi de
4,33 ppm, valor superior ao limite analitico em estudo. Desta forma, concluiu-se que a anélise das amos-

tras em HPLC ndo seria possivel para esta SA uma vez que o limite analitico para a SA é inferior ao
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limite de quantificacdo calculado. Estes valores demonstram outra grande vantagem do TOC compara-
tivamente ao HPLC uma vez que a sua gama de trabalho permite a analise de substancias com baixos

limites analiticos. [53]

Existem também desvantagens associadas ao TOC, uma vez que as amostras sdo extremamente
suscetiveis de serem contaminadas através de contacto fisico ou devido a presenga de compostos volateis
no ar, pelo que o processo de amostragem deve ser cuidadoso. Mesmo com todas as precauces existira
sempre valores de TOC presentes ainda que muito baixos, estas contribuicdes podem ser estudadas pela
andlise de brancos, como zaragatoas e dgua branco que ndo estiveram em contacto com o produto e sao
analisadas a0 mesmo tempo que as restantes amostras. Os resultados dos brancos poderéo ser subtraidos
aos resultados obtidos nas amostras de modo a tentar eliminar as contribuicdes de fatores externos a

amostra em estudo. [51]

O solvente utilizado néo pode ser organico, uma vez que isso aumentaria drasticamente a quanti-
dade de carbonos presentes na amostra, pelo que a agua é o Unico solvente utilizado [51]. Assim, a
solubilidade dos compostos costumava apresentar uma preocupagéo na medida em que se pensava que,
para utilizar este método, as substancias a amostrar teriam de ser sollveis em agua, sendo excluidas
todas as consideradas como insolUveis [54]. A Eurofins BioPharma Product Testing desenvolveu mé-
todos utilizando TOC para a analise de compostos pouco sollveis em &gua. Este desenvolvimento levou
a conclusdo de que os compostos so precisam de ser ligeiramente mais sollveis em agua que o limite a
controlar, ou seja, se o limite maximo de contaminacéo for 10 ppm, o composto apenas tem de ser

soltvel em 11 ppm de agua [51].

No artigo The Right Analytical Method for the Right Application: TOC Analysis for Cleaning
Validation a questdo da solubilidade e da escolha do TOC para a andlise de compostos considerados
como pouco sollveis também foi abordada. Neste artigo é apresentada uma tabela onde se compara a
recuperacao obtida utilizando 0 HPLC e o TOC para trés compostos poucos sollveis. Conclui-se que,
as recuperacdes utilizando o TOC sdo bastante boas (>78%) para os trés compostos, apresentando o

TOC uma maior recuperacdo em relagcdo ao HPLC para os dois compostos menos soluveis. [49]

Adicionalmente, 0 uso de agua como solvente pode ser uma grande vantagem, uma vez que, a
utilizacdo de outros solventes podera deixar residuos no equipamento e ser necessario validacdo adici-
onal para garantir que esses residuos se encontram em niveis aceitaveis antes da producdo do préximo

produto no equipamento.
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2.10.2 Validacéo de Método

De maneira a assegurar a correta analise de uma determinada amostra através da utilizacéo de
métodos analiticos é necessario que esse método se encontre validado. Para a validacdo do método de-

vem ser avaliados uma série de parametros.

O TOC € um método aceite segundo o Anexo 15 das Boas Praticas de Fabrico (GMPs) [18] pelo
que, mediante validacdo, pode ser utilizado no ambito das valida¢Ges de limpeza. A sua validacdo é
semelhante ao que é realizado para os restantes métodos analiticos como o HPLC. Segundo a diretriz
ICH Q2(R2), para este tipo de métodos € necessario estudar os seguintes parametros: exatidao e preci-
sdo, seletividade, linearidade e percentagem de recuperacdo, e averiguacdo dos limites de detecdo e
quantificagdo assim como o intervalo de concentragdes [55, 56]. Apesar da robustez ndo constar da lista
esta deveria ser também considerada [56].

A exatiddo € demonstrada através da comparacao entre os resultados medidos e os esperados [55,
56]. E expressa como a percentagem de diferenca entre uma concentracio medida no TOC e da concen-
tracdo esperada.

A precisao é medida como o desvio padrao ou coeficiente de variacdo (CV) e fornece informacéo
sobre 0 qudo parecidas as varias analises da mesma amostra estdo umas das outras. Durante 0 processo
de validagdo estes parametros podem ser avaliados, analisando amostras com uma concentracéo conhe-
cida do composto de interesse e avaliando a percentagem de diferenca e o coeficiente de variagdo [55].
Recomenda-se 0 uso de no minimo 9 determinagdes em pelo menos 3 niveis diferentes de concentracoes
com 3 réplicas cada ou avaliando um minimo de 6 determinagdes a 100% da concentracdo em teste. Os
dados a retirar deste estudo devem ser o desvio padrdo, o coeficiente de variacdo e o intervalo de confi-
anca [56].

A seletividade deve ser avaliada ainda que nem sempre seja possivel demonstrar que o método

analitico seja especifico para um analito em particular.

Para o0 parametro da linearidade deve ser observado uma relagdo linear entre a reposta dada pelo
equipamento e a concentracdo do analito de interesse através do céalculo da regressdo linear pelo método
dos minimos quadrados. Os resultados deste parametro devem apresentar a representacdo grafica obtida,
a equacao da regressdo e o coeficiente de correlacdo ou o coeficiente de determinacdo. O impacto de

qualquer padrao néo aleatorio no grafico de residuos da regressao deve ser avaliado. [56]

A avaliacdo da relagdo linear entre duas varidveis continuas pode ser definida pelo coeficiente de
correlacdo (r) que toma valores entre -1 e 1. Caso o valor obtido seja negativo, as variaveis apresentam

proporcionalidade inversa, caso seja positivo apresentam proporcionalidade direta e se o valor obtido
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for 0 entdo nao existe relacdo de linearidade entre ambas as variaveis. Quanto maior a correlacéo entre
as variaveis em estudo, mais perto o valor estara de -1 ou 1, dependendo do tipo de proporcionalidade
apresentada. [57, 58]

Outro indicador de linearidade comumente usado é o coeficiente de determinagdo (R?). Ao con-
trario do coeficiente de correlagdo que define o tipo de correlagdo entre duas variéveis, o coeficiente de
determinagdo permite averiguar qual a variagdo da variavel dependente que € explicada pela variavel
independente. Este coeficiente é dado pelo quadrado do coeficiente de correlagdo pelo que varia de 0 a
1. Quanto mais perto o valor obtido para este coeficiente for de O pior € 0 modelo uma vez que a varia¢do
de uma varidvel ndo é explicada pela outra e quanto mais perto de 1 melhor € o modelo uma vez que

esta variagdo da variavel dependente é fortemente devida a variavel independente. [59]

A regressdo linear obtida deve apresentar um coeficiente de determinacéo (R?) superior a 0,97
[55]. Noutra literatura é aconselhado que o coeficiente de correlacdo seja ser superior a 0,995 [58]. Para
a avaliacdo da linearidade um minimo de 5 concentragdes, obtidas pela diluicdo de uma solucédo mae,

devem ser estudadas.

Para determinar se 0 método é adequado é importante avaliar o nivel de recuperagéo conseguido.
Para este parametro séo avaliadas diferentes concentragcbes amostradas utilizando 4gua com baixo TOC

€, No caso de amostragem com zaragatoas, zaragatoas de baixo TOC [55].

O limite de detecdo (LD) avalia se a resposta obtida é proveniente de ruido do instrumento ou do
composto em estudo, pelo que corresponde & concentragdo minima detetavel pelo instrumento, mas ndo
necessariamente quantificavel com um valor exato. Ja o limite de quantificacdo (LQ) é o valor minimo

de concentracdo que pode ser quantificado com precisdo e exatidao.

A avaliacdo destes limites pode ser efetuada de varias formas diferentes, como baseada em ava-
liacdo visual normalmente utilizada em métodos sem o uso de um instrumento, sinal-ruido para proce-

dimentos analiticos que contenham ruido de fundo, podendo ser averiguado através da comparacao entre

amostragens de branco e amostragens com baixas concentrac@es do analito em estudo (para LD é reco-
mendado uma razao de sinal ruido de 3 ou 2:1 e para LQ uma razéo de 10:1) e ainda través do desvio
padrdo da resposta e do declive obtido que pode ainda ser efetuado a partir do desvio padrdo do branco

ou da curva de calibracéo e é dado pela seguinte formula (adaptado de [56]):
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_3,3><0

LD 5 Equacdo 2.7
10xXo .
= Equacdo 2.8

LD: Limite de detecdo
LQ: Limite de quantificacdo

o: Desvio padrdo das amostras branco ou desvio padréo residual da regressdo ou desvio padrdo da interce-
cdoemy

S: Declive da curva de calibracéo

O intervalo de concentracdes a analisar, no qual o método se deve apresentar linear, normalmente

deve ir de 80 a 120% da concentracdo em estudo.

A robustez mede a capacidade de o procedimento analitico ndo ser afetado por pequenas varia-
cOes, fornecendo informagéo sobre a confiabilidade do método em uso normal. Pode ser averiguada

através do estudo da estabilidade das solugdes analiticas. [56]

Na Tabela 2.4. encontra-se uma comparagdo entre os parametros recomendados avaliar numa
validagdo de um método analitico segundo a ICH e FDA bem como os parametros utilizados neste
trabalho.

Tabela 2.4. Comparacéo entre os parametros recomendados para validacdo de métodos analiticos das entidades
ICH, FDA e os utilizados neste trabalho (Fonte: [56, 60, 61]).

Parametros ICH FDA Utilizado Neste Trabalho
Seletividade + + +
Sensibilidade - + -
Linearidade + - +
Exatiddo + + +
Precisdo + - +
Recuperacéo = + n
Reprodutibilidade - + -
Gama de Trabalho + - +
LDelLQ + - +
Robustez + = -
Estabilidade - + +

‘+’: Parametro recomendado
-’: Parametro ndao mencionado
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METODOLOGIA

Neste capitulo serdo abordadas as metodologias utilizadas para a realizacdo deste trabalho e ob-
tencdo de resultados. Na Figura 3.1. encontra-se um esquema resumo dos temas abordados neste capitulo

respeitando a ordem pela qual vao ser apresentados.

Célculo do PDE

Instrucdes de Limpeza

Cilculos Auxiliares ao
LA

Testes para Validacdo de

Limpeza
L. vy

. Inspecdo Visual

. Andlise de Residuos de Compostos Organicos
. Andlise de Residuos de Substancias I6nicas

. Andlise de SA em HPLC

. Determinacio da Atividade Microbiana

Validacdo do Método
Analitico TOC
. Testes para Validacao de Limpeza por TOC
(Analise de Residuos de SA em TOC)

Figura 3.1. Diagrama do Encadeamento das Diferentes Etapas Descritas Neste Trabalho.
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3.1 Calculo do PDE

O célculo do PDE, Limite de Exposi¢do Diaria Permitida, é realizado segundo a Equacéo 2.2. O
valor do NOAEL ou do LOAEL é retirado de estudos toxicologicos e, em funcdo das caracteristicas do
estudo, sdo definidos os fatores de ajuste F1 a F5 de acordo com os dados apresentados na Tabela 3.1..

Tabela 3.1. Fatores de Ajuste para o célculo do PDE (Fonte: [62]). (Parte 1/2)

F1 — Fator a ter em conta para a extrapolacdo entre espécies

1 Valor usado quando se usa LOEL, por ser dose terapéutica em humanos néo existe extrapolacdo
2 Extrapolacéo de cées para humanos
3 Extrapolacdo de macacos para humanos
2,5 Extrapolacdo de coelhos para humanos
5 Extrapolacdo de ratazanas para humanos
10 Extrapolacdo de outros animais para humanos
12 Extrapolacdo de ratos para humanos

F2 — Fator a ter em conta para a variabilidade entre individuos

10 Extrapolacdo para variabilidade entre individuos

F3 — Fator a ter em conta para os estudos de toxicidade num curto tempo e exposi¢io

1 Estudos que durem pelo menos “meia vida” (1 ano para roedores ou coelhos e 7 anos para gatos,
cées e macacos)

1 Estudos de reproducdo que englobam o periodo embrionario (organogénese)

2 Estudos de 6 meses para roedores ou de 3 anos e meio para ndo roedores

5 Estudos de 3 meses para roedores ou estudos com de 2 anos para néo roedores

10 Estudos de curta duracdo (menos de 4 semanas) para roedores ou menos de 1 ano para ndo roedores

ou sem informagé&o.

F4 — Fator que pode ser aplicado em casos de toxicidade severa como carcinogenicidade ndo genoto-
xica, neurotoxicidade e teratogenicidade

1 Efeitos toxicos leves: diarreia causada por antibidtico, stress, aumento peso em 6rgéos s/ patologia
de tecidos correlacionada

5 Efeitos tdxicos nao letais: inibi¢do do ciclo celular, hipertrofia, elevada pressdo arterial

10 Efeitos com potencial letal: doencas degenerativas e necrosadas de 6rgdos, tumores e 0rgdo deixa

de funcionar
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Tabela 3.1. Fatores de Ajuste para o calculo do PDE (Fonte: [62]). (Parte 2/2)

Ou em estudos de toxicidade reprodutiva

1 Toxicidade fetal associada com toxicidade materna
1 Nao foi encontrada toxicidade severa
5 Toxicidade fetal sem toxicidade materna
5 Efeito teratogénico com toxicidade materna
10 Efeito teratogénico sem toxicidade materna
F5 — Fator que pode ser usado caso NOAEL néo esteja disponivel
1 NOAEL foi estabelecido
10 NOAEL nao foi estabelecido

Adicionalmente, a vida de administracdo em estudo pode nédo corresponder a via de administragdo
intencionada para a substancia de interesse pelo que é necessario afetar o calculo do PDE por um fator
de correcdo da via de administragdo. Caso a conversao seja entre via oral e parenteral o FC via adm. a

utilizar sera definido segundo a Tabela 2.1. e, caso se pretenda uma conversao entre via parenteral e via

topica ou transdérmica sera de acordo com a Equacédo 2.1.

Varios estudos podem fornecer informag&o diferente ou serem realizados de forma diferente pelo

gue podem ser determinados varios valores de PDE para a mesma substancia. O valor que se assume

serd 0 mais pequeno de todos os calculados.

3.2 Instrucdes de Limpeza e Equipamentos a Validar

Na Tabela 3.2. apresentada em seguida encontram-se todos os equipamentos do setor FLP cuja

validagdo de limpeza deve ser efetuada.

Tabela 3.2. Lista de Equipamentos do Setor FLP a Validar. (Parte 1/2)

Equipamentos do Setor FLP

Agitador Duplo Cone

Agitador em Hélice

Bomba de Trasfega de Liquidos SB1

Bomba de Trasfega de Liquidos SB2

Cémara de Pesagem

Homogeneizador 200 L Herba
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Tabela 3.2. Lista de Equipamentos do Setor FLP a Validar. (Parte 2/2)

Equipamentos do Setor FLP

Homogeneizador 300 L Turbomek — Barral

Homogeneizador Melter — Barral

Homogeneizador Turbofix — Barral

Méaquina de Enchimento de Bisnagas Axomatic — Barral

Maquina de Enchimento de Cremes Axoblock — Barral

Maquina de Enchimento de Liquidos Marchesini

Maquina de Enchimento de Liquidos Strunck

Maquina de Enchimento de Pomadas Comadis

Magquina Doseadora Jolly — Barral

Reator 150 L

Reator 2000 L

Reservatérios 100 L

Reservatoérios 150 L — Barral

Reservatérios 250 L

Reservatérios 350 L

Reservatdrios 350 L — Barral

O objetivo é proceder a validacdo da limpeza de cada um dos equipamentos supramencionados.
Desta forma, as instrugdes de limpeza, correspondentes a mudanca de produto, a serem validadas en-
contram-se especificadas em seguida. Da Figura 3.2. a Figura 3.22. encontram-se as fotografias dos

varios equipamentos.
e Agitador Duplo Cone e Agitador em Hélice

O equipamento foi transportado para a sala de lavagem onde é preparada uma solucéo de deter-
gente diluindo detergente “Joel” em agua quente. As pecas do equipamento foram desmontadas e todo
equipamento, incluindo as pecas, foram passados com a solugéo detergente preparada e um pano ade-

quado.

O equipamento e as pecas foram passados por agua quente por forma a retirar o excesso de deter-

gente e em seguida passados com agua purificada.
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Figura 3.2. Agitador Duplo Cone Figura 3.3. Agitador em Hélice

e Bombas de Trasfega de Liquidos

Num recipiente adequado, foi preparada a solucéo detergente diluindo detergente “Joel” em cerca
de 100 L de &gua quente fazendo passar esta solucdo pela bomba de trasfega e respetivas mangueiras.
Em seguida, 100 L de &gua quente foram passados pela bomba e respetivas mangueiras até ao desapa-

recimento total da espuma do detergente.

Num recipiente adequado, foi preparada uma solugdo com &gua potavel e lixivia (Hipoclorito de
Sodio 0,4%). 50 L desta solucdo foram passados pela bomba e respetivas mangueiras e rejeitados. 100

L da solucéo ficam a recircular pela bomba e mangueiras durante 20 minutos.

Apo6s o tempo decorrido foram transferidos 50 L de &gua purificada pela bomba e mangueiras e,
em seguida, desmontadas as mangueiras de trasfega. Apds secagem, deve ser colocado um saco de po-

lietileno nas extremidades das mangueiras.
e Céamara de Pesagem

A camara de pesagem foi primeiramente aspirada.

Num recipiente adequado, foi preparada a solucdo detergente diluindo detergente “Joel” em agua

quente.

O teto da cAmara de pesagem e a sala foram passado com um pano adequado, embebido na solu-
cao detergente e um utensilio proprio e extensivel. Em seguida, o teto da sala foi passado com &gua
quente.
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Um pano embebido na solugéo detergente foi passado nas paredes e lamelas da cAmara de pesa-
gem e sala. Outro pano igualmente embebido na solug&o detergente foi passado nas mesas de apoio. Em

seguida, todas as superficies descritas foram passadas por agua.
A balanga foi limpa com um pano adequado embebido em agua quente.
O chéo foi lavado com a solucao detergente com o auxilio de um utensilio prdprio para o efeito.

Caso seja necessario, para remogao de residuos de maior aderéncia, preparar na sala de lavagem

uma solugdo de detergente e lixivia diluindo detergente “Joel” e lixivia em &gua quente.

O chéo foi passado com agua quente e, finalmente, todas as superficies passadas com agua puri-

ficada e secas com um pano seco.

Figura 3.4. Bomba de Trasfega Figura 3.5. Camara de Pesagem

e Homogeneizador 200 L Herba e Homogeneizador 300 L Turbomek

Foi transferida dgua quente para o homogeneizador, diluindo de seguida detergente “Joel” e 0
homogeneizador foi colocado em funcionamento durante cerca de 30 minutos.

Em seguida procedeu-se a lavagem do homogeneizador com o auxilio de um pano adequado.

Retirou-se a solucdo de lavagem pela torneira de escoamento e, pela abertura do depdsito, foi
passada agua purificada para retirar todo o detergente.
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Fechou-se a torneira de escoamento do homogeneizador e introduziu-se cerca de 50 L de agua
purificada e o equipamento foi colocado em funcionamento durante 15 minutos retirando de seguida a

agua pela torneira de escoamento.

Com o deposito do homogeneizador aberto removeu-se toda a agua possivel com um pano ade-
guado. Num recipiente adequado preparou-se uma solucdo detergente, diluindo detergente “Joel” em de
agua quente utilizada para lavar a estrutura do homogeneizador. Por forma a eliminar todo o detergente,
a estrutura foi passada por agua quente e de seguida por agua purificada.

Figura 3.6. Homogeneizador 200 L Herba Figura 3.7. Homogeneizador 300 L Turbomek

e Homogeneizador Melter e Turbofix

Retirou-se 0 excesso de produto utilizando a pressdo da mangueira de dgua potavel e o interior

do homogeneizador foi esfregado com a ajuda de um cabo extensivel e uma esponja com detergente.
Utilizou-se agua potavel para remover a espuma e residuos de creme.

Em seguida, encheu-se o reservatdrio com agua potavel até que esta cobrisse na totalidade as pas
no seu interior e adicionou-se 2 L de detergente “Joel”. A temperatura foi programada para 70°C e o
misturador para 15 rpm. Quando aplicavel, a turbina foi ligada.

Apos atingir os 70°C, a agua ficou em agitacdo durante 30 minutos. Em seguida a agua foi des-
pejada e todo o interior do reservatério foi passado com agua purificada e o exterior passado com agua
purificada e alcool etilico a 96%.

39



Figura 3.8. Homogeneizador Melter Figura 3.9. Homogeneizador Tubofix

e Maquina de Enchimento Axomatic, Axoblock, Comadis e Jolly

Todos os componentes da maquina foram desmontados e as pecas transportadas para a zona de

lavagem.
Preparou-se a solucdo detergente diluindo detergente “Joel” em agua quente.
Lavou-se o resto da maquina com a solucdo de detergente e um pano adequado.

As partes da maquina lavadas com a solucdo de detergente foram passadas por dgua quente de

forma a eliminar todo o detergente e em seguida passadas por agua purificada.

Na zona de lavagem preparou-se, num recipiente adequado, uma solucdo de detergente, diluindo
detergente “Joel” em &gua quente e todas as pecas da maquina foram lavadas com a solugdo de deter-
gente e um pano adequado;

Todas as pecas foram enxaguadas com agua quente de forma a eliminar todo o detergente e em
seguida passadas por &gua purificada e por alcool etilico a 96%.
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Por fim, as pecas foram secas com um pano seco adequado e guardadas num recipiente adequado

junto a maquina.

Figura 3.11. Maquina de Enchimento Axoblock

Figura 3.12. Méaquina de Enchimento Comadis Figura 3.13. Méaquina de Enchimento Jolly

e Maquina de Enchimento de Liquidos Marchesini
Foi preparada uma solucdo de detergente diluindo detergente “Joel” em agua quente.

Passou-se a referida solucéo por todo o circuito de enchimento com a maquina em funcionamento.
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Preparou-se, num recipiente adequado, uma solucdo com agua potavel e lixivia (hipoclorito de
s0dio a 0,4%).

Passou-se 30 L da solucdo com agua e lixivia por todo o circuito de enchimento da maquina com

a maquina em funcionamento durante 20 min com velocidade de 15 m/s.

Desmontou-se os tubos de borracha, as seringas doseadoras (Embolos e vedantes), valvulas e agu-
Ihas de enchimento. Sempre que ocorra mudancga de formato, desmontar também o prato e as guias e
transportar todas as pecas para a zona de lavagem onde devem ser passadas por gua purificada e por
alcool etilico 96%.

Na zona de lavagem preparou-se, num recipiente adequado, uma solugédo de detergente, diluindo
detergente “Joel” em &gua potavel quente para lavar todas as pecas da maquina com a solucéo de deter-
gente e um pano adequado e enxaguou-se todas as pecas com agua quente para eliminar vestigios de
detergente.

Colocar as pegas da maquina num recipiente com a solugdo de agua e lixivia (hipoclorito de s6dio)

a 0,4% preparada anteriormente.
Todas as pecas foram passadas com agua purificada e por alcool etilico 96% e deixadas a secar.

As pecas foram guardadas num saco adequado, junto & maquina.

e Maquina de Enchimento de Liquidos Strunck
Foi preparada uma solugdo de detergente diluindo detergente “Joel” em agua quente.
Passou-se a referida solucédo por todo o circuito de enchimento com a maquina em funcionamento.
Desmontou-se os componentes do equipamento e transporta-los para a zona de lavagem.

Preparou-se outra solucdo detergente com as mesmas especificacdes para passar no exterior da

maquina e em seguida passou-se por agua quente de forma a eliminar o detergente.

Na zona de lavagem preparou-se outra solugdo de detergente diluindo novamente detergente
“Joel” em agua quente potavel para lavar todas as pecas desmontadas da maquina com o auxilio de um

pano adequado e montaram-se as pecas no equipamento.

Preparou-se, num recipiente adequado, uma solucdo com éagua potavel e lixivia (hipoclorito de

sodio a 0,4%). Passou-se a solugdo com o equipamento em funcionamento durante 20 min.

Passou-se todo o circuito com agua purificada e desmontaram-se as pegas para que sejam passa-

das com alcool etilico a 96%.
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Deixou-se as pecas a secar e em seguida foram guardadas num saco adequado, junto a maquina.

Figura 3.14. Maquina de Enchimento de Liquidos Marchesini  Figura 3.15. Maquina de Enchimento de Liquidos Strunck

e Reator 150 L, Reservatorio de 100 L, Reservatorio de 150 L
Primeiramente passou-se 0 equipamento com &gua quente;

Transferiu-se 4gua quente para o equipamento, diluindo de seguida cerca detergente “Joel” e pro-

cedeu-se a lavagem com o auxilio de um pano adequado.

Passou-se 0 equipamento por agua quente de forma a eliminar todo o detergente e em seguida por
agua purificada.

O equipamento foi seco com um pano adequado e, depois de seco, foi acondicionado num saco
de polietileno.
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Figura 3.16. Reator 150 L Figura 3.17. Reservat6rio 100 L Figura 3.18. Reservatorio 150 L — Barral

e Reator 2 000 L

Introduziu-se a mangueira de lavagem na boca do reator e fez-se passar 4gua quente mantendo a
torneira de saida do reator aberta.

Foi preparada uma solugdo de detergente diluindo detergente “Joel” em agua quente.

Fechou-se a torneira do reator e transferiu-se a solugdo de detergente para o reator com a bomba
de trasfega ligando o agitador durante 5 minutos e procedendo a lavagem com o auxilio de um pano e
de um cabo extensivel.

Transferiu-se para um recipiente adequado cerca de 100 L de agua quente e o reator foi passado
com a agua quente até ao desaparecimento total da espuma do detergente, utilizado a bomba de trasfega
e mantendo a torneira de saida do reator aberta.

Preparou-se uma solucédo de agua com lixivia (hipoclorito de sodio a 0,4%). Introduziu-se a solu-
¢do, com o auxilio da bomba, para dentro do reator e deixou-se a agitar durante 20 minutos.

Apos a agitagdo passou-se com &gua purificada para remover todos os vestigios de lixivia visiveis
utilizando a bomba de alta pressdo e mantendo a torneira de saida do reator aberta.

Desmontou-se a torneira e o tubo de saida do reator e as pegas foram transportadas para a zona
de lavagem.
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Preparou-se, num recipiente adequado, uma solucéo de detergente, diluindo detergente “Joel” em
agua quente para lavar as pegas com um escovilhdo previamente desinfetado com uma solucéo prepa-

rada com &gua e lixivia.

As pecas foram enxaguadas com agua quente de forma a eliminar todo o detergente e em seguida

foram passadas por agua purificada e alcool etilico a 96%.

Secou-se as pegas (torneira e tubo) e procedeu-se a sua montagem no reator.

Figura 3.19. Reator 2 000 L

e Reservatorio de 250 L, Reservatério de 350 L
O reservatorio foi passado com agua quente mantendo a torneira de saida do reservatorio aberta.

Com a torneira fechada transferiu-se agua quente para o reservatorio, diluindo detergente “Joel”
e procedeu-se a lavagem do mesmo com o auxilio de um pano adequado e de um cabo extensivel.

O reservatério foi passado por agua quente de forma a eliminar todo o detergente mantendo a
torneira de saida do reservatorio aberta e, seguindo 0 mesmo procedimento, repetiu-se com agua purifi-

cada.

Passou-se o reservatorio com agua purificada utilizando bomba de alta pressdo mantendo a tor-
neira de saida do reservatorio aberta.
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Desmontou-se a torneira de saida do reservatorio e as pecas foram transportadas para a zona de
lavagem onde, num recipiente adequado se preparou uma solucdo de detergente, diluindo detergente

“Joel” em agua quente de modo a lavar as pegas com o auxilio de um pano adequado.

Enxaguou-se as pecas com &gua quente de forma a eliminar todo o detergente e em seguida foram

passadas por agua purificada e alcool etilico a 96%.

Procedeu-se a secagem das pegas com um pano seco adequado e a montagem da torneira no re-

servatorio.

Figura 3.20. Reservatorio 250 L Figura 3.21. Reservatdrio 350 L  Figura 3.22. Reservatorio 350 L — Barral

3.3 Calculos Auxiliares ao Limite Analitico

Para proceder ao célculo do limite analitico ou limite de aceitacdo da concentracdo de produto A
que podera estar presente num produto B fabricado consequentemente recorrem-se a algumas formulas
descritas em seguida.

e Determinacédo da Superficie de Contacto do Equipamento com o Produto (SCEP)

Primeiramente calcula-se a &rea superficial do equipamento em estudo comum a producao do
produto A e B.
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o Determinacdo do Limite Residuo Aceitavel (LRA)

LRA = PDE E do3.1
= VDd quacdo 3.

LRA: Limite de Residuo Aceitavel (ppm ou pg/g)
PDE: Limite de Exposicdo Diario Permitido da Substancia Ativa do Produto A (mg/dia)
MDd: Dose Diaria Maxima do Pior-Caso Produto B (mg/dia)

e Determinacdo do Limite Residual de Superficie (LRS)

LRS = LRA X DL E 403.2
= —CEpP quacdo 3.

LRS: Limite Residual de Superficie (ug/cm?)
LRA: Limite de Residuo Aceitavel (ppm) ou (ug/g)
DL: Dimenséo de Lote do Pior-Caso Produto B (g)

SCEP: Superficie de Contacto do Equipamento com o Produto (cm?)
e Determinagéo da Area de Superficie Lavada (ASL)

A drea de superficie lavada corresponde a area que entra em contacto com a agua transferida para

0 equipamento para efeitos de amostragem.
3.4 Testes Para Validacdo de Limpeza

3.4.1 Inspecédo Visual

A inspecdo visual deverd ser o primeiro teste a ser efetuado, uma vez que, se ndo for considerado
conforme, o equipamento é considerado como ndo limpo e impede a continuidade do processo de vali-
dacdo pelo que os restantes testes ndo serdo efetuados até nova higienizacéo.

Materiais

= Caso necessario pode ser utilizada uma lanterna

Execucéo do Teste

Este teste deve assegurar que, visualmente, o aspeto do equipamento se encontra segundo 0s se-

guintes parametros:

— Componentes desmontados, lavados e secos;

— Auséncia de residuos de p6 em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos;
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— Auséncia de manchas;

— Auséncia de odores;

— Area de trabalho limpa e arrumada;

— Auséncia de escoriagdes mecanicas;

— Auséncia de fibras, borracha ou tecidos;

— Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade.

Critério de Aceitacao

Se todos os parémetros se encontrarem conformes entdo o teste encontra-se conforme. A nédo

conformidade de um dos aspetos anteriores resulta da ndo conformidade da inspegao visual.

3.4.2 Analise de Residuos de Compostos Orgéanicos

Este teste tem o objetivo de verificar que apds a limpeza do equipamento este ndo possui vestigios
de compostos organicos quer sejam estes provenientes de componentes dos produtos ou agentes de lim-
peza que ponham em causa a qualidade e integridade do préximo produto produzido. A analise destes
residuos é efetuada por passagem de solvente, neste caso agua purificada, e a analise das amostras é
efetuada por TOC. Normalmente este teste devera ser realizado em segundo lugar e antes do teste de

Microbiologia.

Materiais

= 3 frascos para analise de TOC
= Maéscara e luvas
= Recipiente de recolha

= Equipamento de TOC

Execuc¢do da Amostragem

1. Identifique os frascos de amostra: Branco, A e B;

2. Use maéscara e luvas para realizacdo do procedimento, usando sempre agua corrente e nunca mer-
gulhando os frascos das amostras nos recipientes de recolha;

3. Encha o frasco destinado ao Branco duas vezes com agua purificada (baixo teor de TOC), descar-
tando as dguas. Recolha a 3% 4gua e rolhe o frasco;

4. Passar 5 L de agua purificada de baixo teor de TOC pelas partes do equipamento a amostrar;
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5. Encha o frasco, destinado as Amostras A e B, 2 vezes consecutivas, recolhendo, com cuidado, a
agua gue se encontra em contacto com o equipamento, descartando as dguas de seguida. Recolha a
3% 4gua e rolhe os frascos;

6. As amostras serdo analisadas no equipamento de TOC no Controlo da Qualidade.

Critério de Aceitacao
T<LA

T: Diferenca entre o valor de TOC da amostra e do branco (ppm)

e Limite Analitico (LA)

Este limite é dado por:
FR
LA =LRS x ASL x A X FTOC Equacgdo 3.3

LA: Limite Analitico (ppm ou pg/mL)

LRS: Limite de Residual de Superficie (ug/cm?)
ASL: Area de Superficie Lavada (cm?)

FR: Fator de Recuperagdo

VL: Volume de Agua Utilizada (mL)

FTOC: % de carbono no detergente utilizado

3.4.3 Analise de Residuos de Substancias l6nicas

A medicdo da condutividade é um procedimento muito sensivel para a medig&o de concentracdes
idnicas. A condutividade de uma solucéo eletrolitica a qualquer temperatura depende apenas dos ides
nela presentes e das suas respetivas concentracfes. Deste modo, mesmo a menor quantidade de iGes

presentes aumentara o valor da condutividade.

A pureza da agua purificada € comumente verificada por medic¢Ges da sua condutividade, sendo
o valor de referéncia 4,3 puS/cm a 20°C. [35] Assim, este valor serd utilizado como limite analitico para

o critério de aceitagdo.

Em suma, este método pode ser empregue para avaliar a contaminagdo da agua purificada de
enxaguamento (adgua que é passada pelo equipamento depois deste estar devidamente limpo) por subs-

tancias ionicas provenientes dos produtos (excipientes), detergentes, solventes, etc.

Normalmente este teste devera ser realizado antes do teste de Microbiologia.
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Materiais

= 3 frascos de 250 mL para analise de Condutividade
= Maéscara e luvas
= Recipiente de recolha

= Condutivimetro

Execucgédo da Amostragem

Identifique os frascos de amostra: Branco, A e B;

Use mascara e luvas para realizagdo do procedimento, usando sempre agua corrente e nunca mer-
gulhando os frascos das amostras nos recipientes de recolha;

Encha o frasco destinado ao Branco duas vezes com &gua purificada, descartando as aguas. Recolha
a 32 4gua e rolhe o frasco;

Passar 5 L de agua purificada pelas partes do equipamento a amostrar;

Encha o frasco, destinado as Amostras A e B, 2 vezes consecutivas vertendo, com cuidado, a agua
gue se encontra em contacto com o equipamento, descartando as dguas de seguida. Recolha a 32
agua e rolhe os frascos;

As amostras serdo analisadas no Condutivimetro no Controlo da Qualidade.

Execucdo da Analise

Ligar o equipamento no botéo;

Limpar a célula com agua purificada e seca-la;

Colocar a célula de condutividade na solu¢do a monitorizar;
Carregar no botdo de leitura;

Aguardar que o equipamento estabilize e fixe o resultado;
Lavar a célula com agua purificada;

Caso ndo proceda a uma leitura de seguida, deixar a célula mergulhada em agua.

Critério de Aceitacao
T<LA
T: Diferenca entre o valor de valor de condutividade da amostra e do branco (uS/cm)
e Limite Analitico (LA)

O limite analitico (LA) é 4,3 uS/cm.
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3.4.4 Analise de Residuos de Substancia Ativa em HPLC

O ambito desta analise é verificar que, apds a limpeza do equipamento, este ndo contém residuos
de substancia ativa capazes de pdr em causa a qualidade do produto produzido a seguir. A amostragem
é efetuada por zaragatoas ou passagem de solvente e a anélise feita em HPLC. Se utilizando amostragem
com zaragatoa, este teste devera ser realizado antes da analise Microbiolégica, caso contrario, se envol-

ver a passagem de solvente, devera ser realizado em Gltimo lugar.
3.4.4.1 Amostragem com Zaragatoas

Materiais

= Frascos de vidro escuro de 150 mL com tampa de rosca

=  “Large Alpha Swabs” — Tx7144A_Texwipe

= Micropipeta de 100 pL a 1000 pL e respetivas pontas descartaveis
= Mascara e luvas

= Balanca analitica

= Banho de ultra-sons

= Cromatégrafo de HPLC com detetor de UV

= Janela de silicone de 100 cm?

Execuc¢do da Amostragem

1. Identifique os frascos de amostra;

2. Adicione com a micropipeta 0,4 mL de solvente a um swab (0,2 mL em cada face);

3. Numa éarea do equipamento correspondente a 100 cm? (10x10 cm), esfregue horizontalmente, com
uma das faces do swab, efetuando cerca de 10 movimentos em ziguezague (vide Figura 3.23.). O
swab deve ser pressionado firmemente de encontro a superficie por forma a assegurar-se o contacto
continuo;

4. Namesma area, esfregue verticalmente, com a outra face do swab, efetuando cerca de 10 movimen-
tos em ziguezague (Figura 3.23.). O swab deve ser pressionado firmemente de encontro a superficie
por forma a assegurar-se o contacto continuo;

5. Coloque o swab num frasco de amostra;

6. Repita os pontos 1. a 5. para cada ponto critico de amostragem;
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7. As amostras, depois de preparadas, serdo analisadas no equipamento HPLC no Controlo da Quali-

dade, com o0 método adequado e validado.

Figura 3.23. Amostragem com Zaragatoas

Critério de Aceitacao

Onde:

Tp X P X Aa

Vp x Ap x 1000 Equacdo 3.4

T: Teor de Substancia Ativa (ug/mL)

Tp: Toma de ensaio do padréo expresso (mg)

P: Atividade do padrdo expressa em Substancia Ativa (em proporcéo de 1 para 100)
Aa: Area do pico correspondente & Substancia Ativa na solugdo amostra

Ap: Area do pico correspondente & Substancia Ativa na solucéo padréo

Vp: Volume de dilui¢do do padrdo em mL
e Limite Analitico (LA)

E expresso em:

FR
LA=LRS x ASA X VL Equacdo 3.5

LA: Limite Analitico (ppm ou pg/mL)

LRS: Limite de Residual de Superficie (ug/cm?)

ASA: Area de Superficie Amostrada (100 cm?)

FR: Fator de Recuperagdo do aco inox calculado durante a validagdo do método analitico

VL: Volume de Solvente Usado na Preparacdo da Amostra (mL)
3.4.4.2 Amostragem com Passagem de Solvente

Materiais

= 3 frascos de vidro escuro de 150 mL com tampa de rosca
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= Reagente

= Recipiente de recolha

= Maéscara e luvas

= Balanca analitica

= Banho de ultra-sons

= Cromatégrafo de HPLC com detetor de UV

Execugédo da Amostragem

Identifique os frascos de amostra: Branco, A e B;

Use maéscara e luvas para realizagdo do procedimento, usando sempre agua corrente e nunca mer-
gulhando os frascos das amostras nos recipientes de recolha;

Coloque o equipamento a funcionar com 1 L de reagente;

Recolha os primeiros e os segundos 150 mL bombeados, correspondendo as amostras A e B, respe-
tivamente;

Encha o frasco com o solvente utilizado na lavagem, rolhando-o e identificando-o;

O branco corresponde ao reagente nédo utilizado;

Recolha o restante reagente e de seguida lave a zona amostrada do equipamento com abundante
agua Purificada;

Analise as amostras em menos de 24h no equipamento HPLC no Controlo de Qualidade, com o

método adequado e validado.
Critério de Aceitacao
T<LA

Onde T corresponde ao ja descrito na Equagéo 3.4.

e Limite Analitico (LA)

E expresso em:

FR
LA = LRS X ASL X VL Equacdo 3.6

LA: Limite Analitico (ppm ou pug/mL)

LRS: Limite de Residual de Superficie (ug/cm?)

ASL: Area de Superficie Lavada (cm?)

FR: Fator de Recuperacéo do aco inox calculado durante a validagdo do método analitico

VL: Volume de Solvente Usado na Preparag¢do da Amostra (mL)
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3.4.5 Determinacao da Atividade Microbiana

Este teste tem como objetivo a contagem total dos agentes microbiol6gicos no local de amostra-
gem, por forma a verificar que estes se encontram dentro do critério de aceitacdo. A execucdo da amos-

tragem e do teste varia de acordo com o método de amostragem escolhido.

3.4.5.1 Amostragem com Placas de Contacto
Materiais

= Placas de contacto de area de 25 cm?, contendo meio de cultura TSA, esterilizadas e indivi-
dualizadas

= Pano esteril

= Alcool etilico a 70%

= Mascara e luvas

= Estufa de incubacgéo

Execucgdo da Amostragem

1. ldentifique as placas de contacto;
2. Use mascara e luvas para realizacdo da amostragem com placas de contacto (PC):
— Abra a embalagem da placa de contacto, colocando 0 meio de cultura em contacto com a area
do equipamento a amostrar;
— Pressione cerca de 10 segundos contra o equipamento, fechando a placa logo de seguida;

— Limpe o local de recolha da amostra com um pano estéril, embebido com &lcool etilico a 70%.

Execucdo do Teste

A placa é colocada na estufa de 20°C-25°C a incubar durante 7 dias;
Apdbs o tempo decorrido, a placa é colocada na estufa de 30°C-35°C a incubar durante 7 dias;

Ao fim dos 14 dias, contam-se as UFC’s por placa;

M wonp e

Registar os resultados.

Critério de Aceitacao

O resultado da contagem por placa de contacto deve ser <50 UFC.

3.45.2 Amostragem com Zaragatoas

Método de amostragem utilizado quando a geometria do equipamento ndo permite a amostragem
com placas de contacto.
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Materiais

= Tubos previamente preparados contendo 5 mL de tampéo fosfato pH 7,0 estéril e zaragatoas
estéreis para os locais de amostragem + 1 tubo com 1 zaragatoa para branco

= Pano estéril

= Alcool etilico a 70%

= Mascara e luvas

= Estufa de incubacgéo

Execugdo da Amostragem

Identifique os tubos com zaragatoas;

Use méscara e luvas para realizacdo da amostragem com zaragatoa (Z):

— Retirar a zaragatoa microbioldgica do tubo contendo tampéo fosfato a pH 7,0 e esfregar uma
area de 25 cm? (cerca de 5¢cm x 5¢m);

— Colocar a zaragatoa no tubo e fecha-lo;

— Agitar o tubo suavemente;

— Ap0s terem sido feitas as amostragens, limpa-se o local de recolha da amostra com um pano

limpo, embebido com alcool etilico a 70%.

Execucdo do Teste

Colocar na estufa durante cerca de 30 minutos a 35-37°C. Agitar no vortex pelo menos 2 minutos;
Na cdmara de fluxo laminar:

— Filtrar 5 mL da amostra, lavando-se em seguida o filtro com cerca de 2x100mL de DFA;

— Colocar o filtro sobre uma placa contendo 15 mL de TSA;

— Incubar entre 20-55°C durante 5-7 dias;

— Ap0s este periodo, a placa é colocada a incubar na estufa de 30-35°C durante 5-7 dias;

— Ao fim de 10-14 dias, contam-se as UFC’s por placa;

— Devem preparar-se 0s seguintes brancos para anélise: Tampdo pH 7,0, DFA e TSA,;

— Registar os resultados obtidos.

Critério de Aceitacdo

O resultado da contagem deve ser <50 UFC.
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3.45.3 Amostragem por Passagem com Agua Desmineralizada Estéril

Método de amostragem utilizado quando a geometria do equipamento ndo permite a amostragem
com placas de contacto ou zaragatoas. Por ser necessario passar o equipamento com agua desminerali-
zada estéril, este teste devera ser realizado antes da passagem de agua purificada para TOC ou solvente
para HPLC.

Materiais

= 2 Frascos de 250 mL previamente esterilizados para recolha de amostras
= 1L de agua desmineralizada estéril

= Alcool etilico a 70%

= Mascara e luvas

= Estufa de incubacgéo

Execuc¢do da Amostragem

1. Identifique os frascos: Branco, A,
2. Use mascara e luvas para realizacdo da amostragem com frascos de recolha:
— Encha o frasco destinada a amostra do Branco com agua desmineralizada estéril utilizada para
amostragem do equipamento;
— Cologue o equipamento a funcionar com 1 L de agua desmineralizada estéril;

— Recolha os primeiros 250 mL, correspondendo a amostra A.

Execucdo do Teste

Na camara de ar laminar filtrar 20 mL da amostra;

Lavar o filtro com cerca de 2x100 mL de DFA;

Colocar o filtro sobre uma placa contendo 15 mL de R2A;
Repetir o procedimento 1 e 2 e colocar o filtro em TSA;
Repetindo o procedimento anterior, fazer um Branco com DFA,;
Incubar a 30-35°C durante 5 dias;

Registar os resultados.

N oo o s~ D

Critério de Aceitacdo

O resultado da contagem deve ser <100 UFC.
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3.5 Validacdo do Método Analitico TOC para a Detecdo de Clori-

drato de Oximetazolina

Equipamento Pior-Caso

Apos revisdo do Plano Mestre de Validacao e respetivos produtos “piores-caso A”, concluiu-se
que o produto pior-caso A dos equipamentos listados na Tabela 3.3. é o Rinerge, cuja SA é o Cloridrato
de Oximetazolina, com um PDE de 0,05 mg/dia.

Tabela 3.3. Lista de Equipamentos onde a SA Cloridrato de Oximetazolina é o Produto Pior-Caso A.

Equipamento

Cémara de Pesagem

Agitador de Hélice

Bomba de Trasfega de Liquidos

Reservatério 250 L

Maquina de Enchimento de Liquidos Strunck

Primeiramente foi apurado o equipamento pior-caso, ou seja, qual o equipamento que origina um

limite analitico menor dos listados acima.
O célculo do limite analitico de cada equipamento segue as Equages 3.1, 3.2 e 3.5.
Materiais

Tabela 3.4. Materiais Utilizados na Validagdo do Método Analitico por TOC

Equipamentos Utilizados

Balanca Mettler Toledo XPR105 N°402SW13
Banho de Ultra-sons Bandelin Sonorex
TOC TOC Sievers M9

Reagentes e Outros Materiais Utilizados

Agua Purificada Agua Ultrapura Elga Chorus

Detergente “Joel” — Liquido Especial da Jodel

Oximetazolina Padrdo Cloridrato de Oximetazolina Lote: 0849R

Placas Aco Inoxidavel 304, polido, 10 cm x 10 cm
Rinerge Rinerge Spray Nasal 0,05%

Zaragatoas “Low TOC CleanTips Swabs”- TX714K_Texwipe
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Amostragem

Foram selecionadas duas metodologias de amostragem, com zaragatoa e com passagem de sol-
vente, usadas para 0s passos de Seletividade, Repetibilidade do método, Exatiddo e Estabilidade do

Analito nas soluges analiticas e Estabilidade do Analito no equipamento.
a) Método de Amostragem com Zaragatoa (“Swab”)

Adicionou-se 0,4 mL de &gua purificada a um swab (“CleanTips Swabs”- Tx714K_Texwipe de
baixo teor de TOC) (cerca de 0,2 mL em cada face). Numa placa de aco-inox correspondente a 100 cm?
(10 cm x 10 cm), esfregou-se horizontalmente e verticalmente, com uma das faces do swab, efetuando
cerca de 10 movimentos em ziguezague (tal como demonstrado na Figura 3.23,). O swab foi pressionado

firmemente de encontro a superficie de forma a assegurar-se o contacto continuo.

Para o frasco de analise de TOC de 40 mL cheio com &gua purificada parte-se o swab e fecha-se

o frasco.

Colocou-se o frasco contendo o swab 45 minutos no ultrassons e deixou-se arrefecer até a tem-

peratura ambiente antes de colocar no equipamento a analisar.
No equipamento TOC foi selecionado 0 modo Auto Reagent.
b) Método de Amostragem com Passagem de Solvente

Numa placa de ago-inox correspondente a 100 cm? (10 cm x 10 c¢m), verteu-se 40 mL de agua
purificada, de forma continua de modo que toda a superficie da placa entre em contacto com a agua,

para um frasco de analise TOC de 40 mL através de um funil.

No equipamento TOC foi selecionado 0 modo Auto Reagent.

Preparacao das Solugdes Utilizadas no Processo de Validacao

Preparacdo da solugdo mée: Pesou-se cerca de 20 mg de padrdo de Oximetazolina para baléo
volumétrico de 200 mL e adicionou-se cerca de 200 mL de &gua Purificada para completar o volume,

para obter uma concentragdo de 100 pg/mL.

Preparacao da solucdo ao Limite analitico 40% (LA 40%): Transferiu-se 8 mL da solugdo
mée para baldo volumétrico de 200 mL e completou-se 0 volume com agua Purificada. (Concentracao
ao limite analitico 40% (LA 40%) cerca de 4 ng/mL).
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Preparacdo da solugdo ao Limite analitico 60% (LA 60%): Transferiu-se 6 mL da solugédo
mée para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com &gua Purificada. (Concentragédo
ao limite analitico 60% (LA 60%) cerca de 6 pg/mL).

Preparacao da solucdo ao Limite analitico 80 % (LA 80%): Transferiu-se 8 mL da solugdo
mée para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com &gua Purificada. (Concentracao
ao limite analitico 80% (LA 80%) cerca de 8 ng/mL).

Preparacao da solucdo ao Limite analitico (LA): Transferiu-se 25 mL da solu¢cdo mée para
baldo volumétrico de 250 mL e completou-se o volume com agua Purificada. (Concentracdo ao limite

analitico (LA) cerca de 10 ug/mL).

Preparacéo da solugédo ao Limite analitico 120 % (LA 120 %): Transferiu-se 24 mL da solucéo
mée para baldo volumétrico de 200 mL e completou-se o volume com &gua Purificada. (Concentracéo
ao limite analitico 120% (LA 120 %) cerca de 12 ug/mL).

Preparacéo da solugéo inicial para contaminacéo: Pesou-se 40 mg de padrdo de Oximetazo-
lina para um baldo volumétrico de 100 mL e adicionou-se cerca de 100 mL de &gua purificada para

completar o volume, de modo que a concentracdo da solugéo seja 400 pg/mL.

Preparacéo da solucéo para contaminacao de detergente de limpeza: Pesou-se 40 mg de so-
lucéo detergente “Joel” para baldo volumétrico de 100 mL, adicionou-se &gua purificada aos poucos de
modo a ndo proporcionar espuma e sem agitacdo, para que a concentragdo da solugdo seja 400 ug/mL.

Retirou-se 1 mL para a placa de inox por forma a que a concentragdo no frasco TOC seja 10 ppm.

Preparacéo da solugdo concentrada para confirmacéao do Limite de Detecdo e Quantificacao
Estimados: Pesou-se 10 mg de padrdo de Cloridrato de Oximetazolina para baldo volumétrico de 200
mL e adicionou-se cerca de 200 mL de &gua Purificada, para obter uma solucéo de concentracéo 50

ug/mL.

Preparacdo da solucéo de concentracdo igual a metade do Limite de Detecdo Estimado:
Mediu-se 2 mL da solugdo concentrada para um baldo volumétrico de 200 mL e completou-se o volume
com agua purificada de modo a obter uma solu¢édo de concentracédo igual a metade do Limite de Detecdo

estimado (0,5 pg/mL).

Preparacédo da solucé@o de concentracéo ao Limite de Detecdo Estimado: Mediu-se 4 mL da
solucéo concentrada para um bal&o volumétrico de 200 mL e completou-se o volume com &gua purifi-

cada de modo a obter uma solugéo de concentracdo igual ao Limite de Detecdo estimado (1 pg/mL).
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Preparacéo da solucdo de concentracdo ao Limite de Quantificacdo Estimado: Mediu-se 12
mL da solucdo concentrada para um baldo volumétrico de 200 mL e completou-se o volume com agua

purificada de modo a obter uma solucdo de concentracdo igual ao Limite de Quantificacdo estimado (3
ug/mL).

Preparacéo da solucéo para contaminacdo com Rinerge 0,05% Spray Nasal com Oximetazolina:
Mediu-se 0,8 mL de Rinerge 0,05% Spray Nasal para espalhar pela superficie de uma placa para poste-

riormente ser amostrado, para que na placa se encontre uma concentracdo de 10 ug/mL.

Preparacéo de Placas de Recuperacao

Para a preparacgdo de placas de recuperagdo foi distribuida uma determinada quantidade de solu-

¢ao em pequenos pontos da mesma de modo a cobrir toda a placa como exemplificado na Figura 3.24..

A amostragem foi realizada apds secagem.

Figura 3.24. Distribuicio de Soluges nas Placas de Recuperagéo.
A concentracdo a colocar nas placas para os diferentes niveis de concentracao foi:
Placa 40%LA — 0,4 mL de solugéo para contaminag&o;
Placa 60%LA — 0,6 mL de solugédo para contaminag&o;
Placa 80%LA — 0,8 mL de solugéo para contaminag&o;
Placa 100%LA e placa “Joel” — 1 mL de solugéo para contaminacéo;

Placa 120%LA — 1,2 mL de solucdo para contamina¢éo;

Parametros Avaliados na Validacdo do Método

De modo a proceder a validacdo do método analitico TOC para a detecdo de Cloridrato de Oxi-
metazolina foram avaliados diversos parametros.
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Em cada analise efetuada no equipamento TOC foram analisados simultaneamente frascos con-
tendo agua purificada de baixo TOC (brancos). O valor do branco é retirado ao valor obtido nas restantes

amostras de modo a eliminar a interferéncia do solvente nos resultados finais.

e Linearidade

Foram preparadas solucbes padrdo com concentragdes correspondentes a cerca de 40% (LA
40%), 60% (LA 60%), 80% (LA 80%), 100% (LA) e 120% (LA 120%) da concentragéo do limite ana-
litico, por diluicdo de uma solugdo-mée. Estabeleceu-se a curva de calibragdo entre concentragdes e o
valor TOC. Determinou-se o declive e a ordenada na origem da reta obtida por regresséo linear recor-
rendo a ferramenta excel, além do respetivo coeficiente de determinacdo e correlagdo que deverdo ser

maiores ou iguais a 0,97 e 0,995, respetivamente.

Tendo a equacéo da regresséo linear que melhor se ajusta aos dados obtidos no laboratério foram
determinados também os intervalos de confianca da do declive, da ordenada na origem e da média da

resposta e as bandas de predicao para valores individuais de Y.

Com o declive e a ordenada na origem obtidos do modelo de regresséo e as concentragdes utili-

zadas (X) é possivel obter a média dos Y e 0 Y previsto pela regressao (adaptado de [63]):
Ayix; = Bo + Pix Equagdo 3.7
Y = By + fix Equagdo 3.8

B, e B;: Estimadores de minimos quadrados
Ay|x,: Estimador da resposta média de Y quando x = xo(y|x,)

Y;: Estimador de Y; ou valor previsto calculado segundo a equacio do modelo de regressdo

Assim, a estimativa do desvio padréo dos erros aleatdrios (RSE) é dada por (adaptado de [63]):

nL(Y = 1)?
RSE =6 = % Equagio 3.9

Pelo método dos minimos quadrados a soma de quadrados para x é dada por (adaptado de [63]):

n
Sex = Z(xi - x)? Equacio 3.10
i=1

O intervalo de confianca para o declive é dado por (adaptado de [63]):

3 ’62 A ’52 )
[/31 - f%(n_z) X S.. B+ t%(n_z) X S—XJ Equacao 3.11
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ta i, 5 Distribuicdo de t-Student com n-2 graus de liberdade para um grau de confianca de 100(1- a)%
2

62: Estimador da variancia do erro, o2

n: Nimero de pontos

O intervalo de confianca para a ordenada na origem é dado por (adaptado de [63]):

,Bo + ta

B, —t x |62(=+— x |62|=+— Equacio 3.12
o %(n—z) n Syx 2(1=2) n Sx ‘ -

O intervalo de confianca para a média da resposta é (adaptado de [63]):

. (1 -2\ (1, (g —%)? <
Hy|xo — t%(n—z) X |0 Z + T s Uyjx, T t%(n—z) X |0 E + T Equacdo 3.13
O intervalo de predicdo para uma observacdo de Y é (adaptado de [63]):
~ 1 (¢ —%2\ . 1 (x—x)?
o > I =X 5 5 1 CGg—Xx)° ~
Y; t%(n_z) X \/a (1 + " + S Y + t%(n_z) X [64|1+ - + S Equacao 3.14

Paralelamente determinou-se também o fator-resposta associado a cada solugéo calculado através

da seguinte formula:

valor TOC
Concentracao Alvo

Fator resposta = Equacdo 3.15

O coeficiente de variacdo é obtido tendo o desvio padrdo e a média do fator resposta (adaptado
de [58]):

Dp
CV(%) = 3 x 100 Equacgido 3.16
DP: Desvio padrao
%: Média
E o desvio fator-resposta em relagdo a concentracdo alvo foi também determinado da seguinte
maneira:

. Fator resposta;—Fator resposta; 4 .
Desvio(%) = Fator resposta x 100 Equacio 3.17
LA
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e Limite de Quantificacdo e Limite de Dete¢do

De modo a verificar os limites estimados através da linearidade, foram preparadas trés solugdes:

uma a metade do limite de detecdo, uma a concentracdo do limite de detecéo e outra a concentragdo do

limite de quantificacdo. Para cada uma destas solugdes foram efetuadas 3 medigdes de TOC.

e Seletividade

Pretendeu-se verificar a capacidade do método para detetar o Cloridrato de Oximetazolina na

presenca de possiveis interferentes existentes na amostra.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Foram executadas analises, nos seguintes tipos de amostras:

Solvente utilizado na preparacdo das amostras e nos swabs (agua Purificada);

“Branco de swab” - Um swab foi colocado num frasco contendo 40 mL de dgua Purificada;
“Branco de recuperacdo da placa com swab” — Uma placa, limpa com &gua Purificada e apds
sua secagem, foi amostrada conforme descrito no ponto a) da recolha das amostras;

“Branco de recuperagdo da placa com solvente” — Uma placa, limpa com agua Purificada e apds
sua secagem, foi amostrada conforme descrito no ponto b) da recolha das amostras;
Substéncia ativa, preparada de acordo com o descrito para as solugdes padrdo LA 40%, LA
60%, LA 100% e LA 120%;

Detergente “Joel”;

“Branco de recuperagéo da placa de detergente com swab” — Duas placas em que se adicionou
detergente “Joel” em cada uma delas. Ap6s a secagem, foram amostradas conforme descrito no
ponto a) da recolha das amostras;

“Branco de recuperacdo da placa de detergente com solvente” — Duas placas em que se adicio-
nou detergente “Joel” em cada uma delas. Apds a secagem, foram amostradas conforme descrito
no ponto b) da recolha das amostras;

Amostra de recuperagdo da placa com swab — contaminou-se duas placas com solucéo de Oxi-
metazolina para a contaminag&o das placas. Apds sua secagem, foi amostrada conforme descrito

no ponto a) da recolha das amostras — Amostra ao LA,

10) Amostra de recuperacdo da placa com solvente — contaminou-se duas placas com solucdo de

Oximetazolina para a contaminacdo das placas. Apos sua secagem, foi amostrada conforme

descrito no ponto b) da recolha das amostras — Amostra ao LA;

11) Amostra de recuperacgéo de placa e detergente com swab — A duas placas adicionou-se deter-

gente “Joel” e Oximetazolina (solucdo padrdo LA). Apds a secagem, foram amostradas con-

forme descrito no ponto a) da recolha das amostras;
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12) Amostra de recuperacao de placa e detergente com solvente — A duas placas adicionou-se de-
tergente “Joel” e Oximetazolina (solucdo padrdo LA). Apds a secagem, foram amostradas con-
forme descrito no ponto b) da recolha das amostras;

13) Amostra de recuperacdo de Rinerge Spray 0,05% com swab — contaminou-se duas placas com
Spray Rinerge com Oximetazolina a 0,05% para a contaminacao das placas. Foram amostradas
conforme descrito no ponto a) da recolha das amostras;

14) Amostra de recuperacdo de Rinerge Spray 0,05% com solvente — contaminou-se duas placas
com Spray Rinerge com Oximetazolina a 0,05% para a contaminag&o das placas. Foram amos-
tradas conforme descrito no ponto b) da recolha das amostras;

Para os valores apresentados nos ensaios 5 e 6 foi subtraido o valor obtido o valor de TOC da
agua purificada. Ja para os valores referentes aos ensaios 7 a 14 foram obtidos atraves da diferenca entre
o resultado proveniente do equipamento TOC e os brancos 3 e 4 dependendo do método de amostragem

utilizado.

Os valores de TOC esperados foram calculados através do nimero de carbonos presentes nas
substancias de interesse em cada amostra. Neste estudo a substancia ativa em estudo é o Cloridrato de
Oximetazolina presente no Spray Rinerge. Outro componente presente neste produto que poderéa inter-
ferir com a medicdo de TOC devido ao seu elevado numero de carbonos é o Cloreto de Benzalconio.
Adicionalmente, o equipamento foi lavado com detergente “Joel” pelo que ¢ necessario ter em conta a

sua interferéncia na medicéo.

Na Figura 3.25. encontra-se a estrutura quimica do Cloridrato de Oximetazolina, componente

principal do Spray Rinerge, cuja formula molecular é C16H2sCIN2O [64].

Figura 3.25. Estrutura Quimica da Molécula de Cloridrato de Oximetazolina (Fonte [64]).

64



O Cloridrato de Oximetazolina tem uma massa molecular de 296,83 g/mol. Como possui 16 car-
bonos, a massa molar em carbonos é de 192,16 g/mol. Assim, a percentagem de carbonos presentes na

molécula é dada pela seguinte equacéo:

M (C,HysCIN, O
%FTOC = (1166;1\54(02 ) % 100 Equacio 3.18

Assim, como o TOC apenas fornecerd informacao sobre o nimero de carbonos presentes na amos-
tra, a concentracdo esperada de obter para cada concentracdo de Cloreto de Oximetazolina analisada

seréa:

C X %FTOC .
TOC esperado = o0 Equacdo 3.19

O Cloreto de Benzalcénio, de formula molecular Cz1HssCIN, possui uma massa molecular de
339,97 g/mol dos quais 252,21 g/mol em carbonos. [65] O seu %FTOC pode ser calculado de forma
semelhante ao ja descrito para o Cloridrato de Oximetazolina.

e Precisdo

Para o parametro da precisdo foi preparada a solucdo padrédo tendo sido efetuadas 6 analises da
solucédo ao limite analitico e cujo objetivo é determinar o coeficiente de variagdo dos valores obtidos,

valor que devera ser inferior ao limite maximo estipulado para este pardmetro de validacdo, < 10%. [66]
e Repetibilidade

A repetibilidade foi analisada para ambos os métodos de amostragem recorrendo a um conjunto

de 6 determinac@es para cada método de amostragem.

— 6 Amostras de recuperacdo da placa sobrecarregada ao nivel do LA — uma placa em que se
adicionou 1 mL da solucdo de contaminagdo. Apos a sua secagem, foi amostrada conforme descrito no
ponto de recolha das amostras, nas mesmas 24 horas, mantendo todas as constantes variaveis experi-
mentais do método. Calculou-se a percentagem de recuperacéo e foi determinado o coeficiente de vari-
acdo dos valores obtidos. O valor maximo do coeficiente de variacdo para a recuperacdo das amostras

analisadas deve ser inferior ao maximo admitido para este parametro, 20%. [66]

A percentagem de recuperacdo pode ser obtida utilizando a seguinte equago:

_ Valor TOC obtido .
Recuperacio (%) = TOC esperado X 100 Equacdo 3.20
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e Exatiddo

Adicionou-se as placas em triplicado, certa quantidade de solu¢do de Oximetazolina em &gua,
correspondentes aos niveis LA 40%, 60%LA e LA. Apds secagem procedeu-se de acordo com o ponto
de recolha das amostras, para ambos os métodos. Foi entdo determinada a percentagem de recuperacéo
desta substancia ativa, calculada segundo j& explicado.

O desvio de 50%LA relativamente ao LA e o desvio de 150%LA relativamente ao LA deverédo
ser ambos inferiores a 25%, como estipulado para este pardmetro de validacéo.

O desvio relativamente ao LA é dado por:

) Média de Recuperacodes para LA .
Desvio do LA (%) = Média de Recuperacoes x%LA X 100 Equacdo 3.21

Os valores individuais das recuperacdes obtidas deverdo estar compreendidos entre 0s 50% e 0s
150%.

e [Estabilidade

Foi estudada a estabilidade das solucbes analiticas assim como a estabilidade da substancia no
equipamento.
= Estabilidade das Solucgdes Analiticas

Foram preparadas as solucdes para recuperagédo da placa sobrecarregada ao nivel do LA de acordo

com o descrito no parametro da repetibilidade;

Determinou-se o teor das solucdes obtidas imediatamente ap0s a sua preparacao e apos 48h de
conservagdo. Uma foi armazenada & temperatura ambiente e com exposicao a luz (deixada na bancada

no CQ) e outra armazenada no frigorifico 5+3°C e sem exposicao a luz.
O desvio observado entre as amostras mantidas em diferentes condi¢des durante 48h ndo devera
ser superior a 5%.
= Estabilidade da Substancia no Equipamento

Foram preparadas placas com sobrecarga de Oximetazolina (correspondente a limite analitico) e
armazenadas & temperatura ambiente e com exposic¢do a luz. Efetuou-se o doseamento como descrito na

Preparacdo de Placas de Recuperacéo.

O desvio obtido entre as amostras deverd ser igual ou inferior a 20%.
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3.6 Testes Para Validacdo de Limpeza por TOC para Detecao de

Residuos de Cloridrato de Oximetazolina

Apos validacdo do método analitico TOC para detegdo de Cloridrato de Oximetazolina em amos-
tras de validacdo de limpeza, foram implementados novos testes, com ambos os métodos de amostra-
gem, na validagdo dos equipamentos cujo pior caso é esta substancia ativa.

3.6.1 Analise de Residuos de Cloridrato de Oximetazolina por TOC

3.6.1.1 Amostragem com Zaragatoas (“Swab”)

Materiais

= Frascos para analise de TOC

= “Cleaning Validation Series” — TX714K_Texwipe

= Micropipeta de 100 pL a 1000 pL e respetivas pontas descartaveis
= Mascara e luvas

= Banho de ultra-sons

= Equipamento de TOC

= Janela de silicone de 100 cm?

Execugdo da Amostragem

1. Identifique os frascos de amostra;

2. Encha os frascos destinados ao Branco e as amostras 2 vezes consecutivas com agua purificada
descartando as aguas de seguida. Recolha a 32 4gua;

3. Adicione com a micropipeta 0,4 mL de agua purificada a um swab (0,2 mL em cada face);

4. Numa area do equipamento correspondente a 100 cm2 (10x10 cm), esfregue horizontalmente, com
uma das faces do swab, efetuando cerca de 10 movimentos em ziguezague (ver Figura 3.23.). O
swab deve ser pressionado firmemente de encontro a superficie por forma a assegurar-se o contacto
continuo;

5. Namesma area, esfregue verticalmente, com a outra face do swab, efetuando cerca de 10 movimen-
tos em ziguezague (ver Figura 3.23.). O swab deve ser pressionado firmemente de encontro a su-
perficie por forma a assegurar-se o contacto continuo;

6. Parta o swab para o interior do frasco de anélise de TOC cheio com agua purificada e rosque o

frasco;
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7. Repita os pontos 1. a 6. para cada ponto critico de amostragem. As amostras devem ser analisadas
dentro de 48h;

8. As amostras serdo analisadas no equipamento TOC no Controlo da Qualidade.

Execucéo do Teste

1. Preparagéo:
- Colocar as amostras em agitagdo no ultra-sons durante 45 minutos. No final deste tempo arre-
fecer a temperatura ambiente em banho de &gua antes de colocar no equipamento TOC para

analisar.

2. Proceder por TOC:
- Colocar as amostras no equipamento TOC para proceder a determinacéo do valor de TOC (car-
bonos orgéanicos), selecionando o método de Autoreagent.

Critério de Aceitacdo

Onde:

_ Valor de TOC

X 100 Equacso 3.22
%FTOC quagao

T: Teor de Cloridrato de Oximetazolina expresso em pg/mL
Valor de TOC: Diferenca entre o valor de TOC da amostra e do branco (ppm)

%FTOC: Percentagem de carbonos na molécula de Cloridrato de Oximetazolina
e Limite Analitico (LA)

E expresso segundo a Equagéo 3.5.
3.6.1.2 Amostragem com Passagem de Solvente

Materiais

= 3 frascos para analise de TOC
= Mascara e luvas
= Banho de ultra-sons

= Equipamento de TOC
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Execucéo da Amostragem

Identifique os frascos de amostra: Branco, A ¢ B;

Use mascara e luvas para realizacdo do procedimento, usando sempre agua purificada corrente e
nunca mergulhando os frascos das amostras nos recipientes de recolha;

Encha o frasco destinado ao Branco duas vezes com &gua purificada (baixo teor de TOC), descar-
tando as aguas. Recolha a 3% 4gua e rolhe o frasco;

Com o equipamento a funcionar, passe as mangueiras por agua purificada;

Encha o frasco, destinado as Amostras A e B, 2 vezes consecutivas vertendo, com cuidado, a agua
que se encontra em contacto com o equipamento, descartando as dguas de seguida. Recolha a 32
agua e rolhe os frascos;

As amostras serdo analisadas no equipamento de TOC no Controlo da Qualidade.

Execucéo do Teste

Proceder por TOC:

- Colocar as amostras no equipamento TOC para proceder & determinacéo do valor de TOC (car-

bonos organicos), selecionando o método de Autoreagent.
Critério de Aceitacao
T<LA
Onde T representa o teor de Cloridrato de Oximetazolina na amostra e é obtido pela Equagéo 3.22.

e Limite Analitico (LA)

E expresso segundo a Equagéo 3.6.
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A

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para o célculo do PDE, Limite de Expo-
sicdo Diaria Permitida, assim como os resultados das amostragens para validacao de limpeza dos diver-
sos equipamentos. Os resultados das validagdes de limpeza encontram-se divididos por equipamentos

utilizados na producéo de medicamentos e equipamentos utilizados na producgdo de dermocosmeéticos.

4.1 Resultados do Calculo do PDE

A monografia HBEL onde se encontram descritas as caracteristicas e sdo determinados os Limites de
Exposi¢do Diaria Permitida, PDE, de todas as substancias ativas utilizadas nos Laboratorios Atral foi
revista. Nesta revisdo, foram efetuadas atualizacfes dos valores de PDE das substancias ativas Meto-
carbamol, Minociclina, Ceftriaxona e Penicilina G Benzatinica assim como foram determinados os va-
lores de PDE para o Cloridrato de Glucosamina, Cefotaxima, Cetoconazol, Penicilina G Sddica, Peni-

cilina G Procrainica e Cefadroxil.

Para o calculo do PDE é necessario obter informacgdes sobre o NOAEL de cada substancia ativa
e definir os fatores de ajuste ja especificados na Tabela 3.1.. A férmula para o célculo do valor do PDE

segue a Equacdo 2.2.

Para as substancias Metocarbamol e Minociclina, por serem produzidas em equipamentos onde
sdo também fabricados produtos veterinarios, foi calculado o PDE para humanos assim como o valor

do PDE para animais.

Os resultados obtidos encontram-se apresentados da Tabela 4.1. & Tabela 4.13..
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Metocarbamol

Tabela 4.1. Célculo do PDE — Metocarbamol (Fonte: [67])

NOAEL (mg/kg/dia)
1600
Fator de L
Ajuste Valor Justificacao
F1 5 O estudo foi efetuado em ratazanas
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 5 13 semanas de estudo
F4 1 Sem efeitos adversos graves
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado
PDE para Humanos (mg/dia) PDE para Animais (mg/dia)
320 6,4
¢ Minociclina

Tabela 4.2. Célculo do PDE — Minociclina (Fonte: [68])

NOAEL (mg/kg/dia)

812
Fator de A
Ajuste Valor Justificacdo
F1 5 O estudo foi efetuado em ratazanas
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 1 1 ano de estudo
F4 1 Sem efeitos adversos graves
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado
PDE para Humanos (mg/dia) PDE para Animais (mg/dia)
812 16,24
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Ceftriaxona

Tabela 4.3. Célculo do PDE — Ceftriaxona (Fonte: [69])

NOAEL (mg/kg/dia)

500
F,:}ﬂgtge Valor Justificacao
F1 5 O estudo foi efetuado em ratazanas
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 2 6 meses de estudo
F4 1 Sem efeitos adversos graves
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado

PDE (mg/dia)

2,5

Penincilina G Benzatinica

Tabela 4.4. Calculo do PDE — Penincilina G Benzatinica

LOEL (mg/dia) @

943,39 W
Fi}ﬂgtge Valor Justificacdo

F1 1 Dose terapéutica em humanos

F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos

F3 1 Dose terapéutica em humanos

F4 1* Efeitos toxicos leves

F5 10 NOAEL néo foi estabelecido

FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado

PDE (mg/dia)

9,43

(a) Dose minima em humanos ndo necessita da aplicacdo de 50 kg.

(1) Oestudo de onde foram recolhidos estes dados ndo é publico, sendo provenientes de toxicology reports

efetuados por Azierta.

*A unidade de producéo de Penincilinas € dedicada nos Laborat6rios Atral pelo que ndo é necessério ter

em conta o efeito alergénico.
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e Cloridrato de Glucosamina

Tabela 4.5. Célculo do PDE — Cloridrato de Glucosamina (Fonte: [70])

NOAEL (mg/kg/dia)
2130
Fator de L
Ajuste Valor Justificacao
F1 5 O estudo foi efetuado em ratazanas
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 1 52 semanas de estudo (1 ano)
F4 1 Sem efeitos adversos graves
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado
PDE (mg/dia)
2130

e Cefotaxima
Varios estudos foram efetuados tendo resultado em diversos valores de NOAEL [71].

Tabela 4.6. Calculo do PDE — Cefotaxima Estudo 1

NOAEL (mg/kg/dia)

250
Fz}zgt(:e Valor Justificacdo
F1 5 O estudo foi efetuado em ratazanas
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 10 Néo ha informacéo da duracéo (pior caso)
F4 1 Efeitos toxicos leves
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado

PDE (mg/dia)

25
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Tabela 4.7. Célculo do PDE — Cefotaxima Estudo 2

NOAEL (mg/kg/dia)

2000
Fi}zgtceie Valor Justificacao
F1 12 O estudo foi efetuado em ratos
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 10 Né&o h4 informagéo da duracgéo (pior caso)
F4 1 Efeitos toxicos leves
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado

PDE (mg/dia)

83,33

Tabela 4.8. Célculo do PDE — Cefotaxima Estudo 3

NOAEL (mg/kg/dia)

1200
Fi}ﬂgtge Valor Justificacdo
F1 5 O estudo foi efetuado em ratazanas
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 10 Né&o h& informagéo da duracéo (pior caso)
F4 1 Efeitos toxicos leves
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado

PDE (mg/dia)

120
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Tabela 4.9. Célculo do PDE — Cefotaxima Estudo 4

NOAEL (mg/kg/dia)
1200
Fator de e
Ajuste Valor Justificacao
F1 12 O estudo foi efetuado em ratos
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 10 Né&o h4 informagéo da duracgéo (pior caso)
F4 1 Efeitos toxicos leves
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado
PDE (mg/dia)
50

O valor do PDE a ser usado devera ser o valor mais baixo de entre os obtidos, logo o PDE da

Cefotaxima é de 25 mg/dia.

e Cetoconazol
Tabela 4.10. Célculo do PDE — Cetoconazol (Fonte: [72])

NOAEL (mg/kg/dia)

100
Fi}ﬂgtge Valor Justificacdo

F1 5 O estudo foi efetuado em ratazanas
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 10 28 dias de estudo
F4 1 Efeitos toxicos leves
F5 1 NOAEL foi estabelecido

Entre oral e via topica:

FC via adm. 0,2 Via oral — Via parenteral: 2 [73]
Via parenteral — Via topica: 0,1

PDE (mg/dia)

50
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e Penincilina G Sédica

Tabela 4.11. Célculo do PDE — Penincilina G Sodica (Fonte: [74])

NOAEL (mg/kg/dia)
1000
Fator de e
Ajuste Valor Justificacao
F1 12 O estudo foi efetuado em ratos
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 2 6 meses de estudo
F4 5 Efeitos toxicos ndo letais
F5 1 NOAEL foi estabelecido
FC via adm. 100 Entre oral e via parenteral [75]
PDE (mg/dia)
0,417

e Penincilina G Procrainica

Tabela 4.12. Calculo do PDE — Penincilina G Procrainica

LOEL (mg/kg/dia)

47,62 W
Fz;zgt(:e Valor Justificacdo

F1 1 Dose terapéutica em recém-nascidos

F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos

F3 1 Dose terapéutica em humanos

F4 1* Efeitos toxicos leves

F5 10 NOAEL néo foi estabelecido

FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado

PDE (mg/dia)

23,81

(1) O estudo de onde foram recolhidos estes dados ndo é publico, sendo provenientes de toxicology reports
efetuados por Azierta.

*A unidade de producdo de Penincilinas é dedicada nos Laboratdrios Atral pelo que ndo € necessario ter
em conta o efeito alergénico.
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e Cefadroxil

Tabela 4.13. Calculo do PDE — Cefadroxil

LOEL (g/dia)
1M
Fz}f:gtge Valor Justificacao
F1 1 Dose terapéutica em humanos
F2 10 Extrapolagdo para variabilidade entre individuos
F3 2 Pode ser tomado por médio-longo prazo
F4 1* Efeitos toxicos leves
F5 10 NOAEL néo foi estabelecido
FC via adm. 1 Via de administracdo do estudo corresponde ao intencionado
PDE (mg/dia)
5

(1) O estudo de onde foram recolhidos estes dados ndo é publico, sendo provenientes de toxicology reports
efetuados por ChemSafe.
*A unidade de producdo de Penincilinas é dedicada nos Laboratdrios Atral pelo que ndo € necessario ter
em conta o efeito alergénico.

4.2 Resultados da Validacado do Meéetodo de Quantificacdo de Clo-

ridrato de Oximetazolina por TOC

Aguando da revisdo da monografia HBEL e do plano mestre de validacdo detetou-se que a subs-
tancia ativa Cloridrato de Oximetazolina era o produto pior-caso A em diversos equipamentos do setor
FLP, mas que, no entanto, ndo possuia um método validado para a sua quantificacdo. Deste modo, pro-

cedeu-se a validacdo do método de quantificacdo de Cloridrato de Oximetazolina por TOC.
e Determinacdo do Limite Analitico

Na Tabela 4.14 encontram-se descritos os limites analiticos para todos 0s equipamentos onde o
produto Rinerge, cuja SA é o Cloridrato de Oximetazolina, é o pior caso por apresentar 0 PDE mais
baixo dos produtos produzidos nestes equipamentos, 0,05 mg/dia. O produto pior-caso B, em cada equi-
pamento, é determinado avaliando qual o produto com dimenséo de lote mais pequena do conjunto de

produtos que passa pelo equipamento. Assume-se que, apos a fabricagdo do produto pior-caso A, 0

78



produto onde possivelmente se encontrardo residuos mais concentrados e que, por isso, apresentara mai-

ores riscos para a saude humana, é o que apresenta dimensao de lote mais pequena.

O calculo do limite analitico é realizado segundo descrito na sec¢do 3.3 e 3.6.1.. Quando o célculo
do LRA é superior a 10 ppm, considera-se o valor como 10 ppm e no calculo do LA, a area de superficie
amostrada é de 100 cm?, o fator de recuperacdo 100% e o volume de solvente 40 mL, a capacidade do
frasco de TOC.

Tabela 4.14. Calculos para Determinagao do Limite Analitico Pior-Caso.

Equipamento PR Produto Pior-Caso B L) bl Je =
quip Pior-Caso A (g/dia) | (kg) m? | (ug/mL)
Camara de Pesa- Aciclosina Creme 10g | 1 100 | 183805 | 13,60

gem

Lisomucin 2 mg/mL

Agitador de Hélice _ Gotas Orais 15 mL 3 200 767,08 6 518,23

Bomba de Trasfega Oc;ior::gtfztgl?nea Lisomucin 2 mg/mL 3 200 3648.33 3333

de Liguidos Gotas Orais 15 mL ’ ’
PDE: 0,05 mg/dia | Zotinar Logdo Capilar

Reservatério 250 L 15 1000 | 25844,31 | 322,44

100 mL

Maquina de Enchi-
mento de Liquidos
Strunck

Lisomucin 2 mg/mL

Gotas Orais 15 mL 3 200 | 16792 | 4000

O equipamento que originou um limite analitico inferior foi a cAmara de pesagem pelo que a

validacdo sera efetuada tendo por base o valor deste limite.

Para facilitar a preparacdo das solucdes utilizadas para a validacdo, considerou-se um Limite
Analitico (LA) de 10 pg/mL. Como se trata da validagdo de um método para detecéo de residuos de
uma SA em amostras de validacao de limpeza é possivel a diminuic¢éo do limite utilizado uma vez que,

se 0 método detetar um limite inferior detetara também quantidades superiores.

e Parametro de Linearidade

Segundo o procedimento de Validacdo de Métodos Analiticos usados em Validacéo de Limpeza
em vigor nos Laborat6rios Atral, a gama de linearidade a validar deve compreender 50% do LA ou 0
LQ e 200% do LA.
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Tabela 4.15. Dados da Curva de Linearidade entre 50% a 200% LA

Nivel Concentracéo TOC Fator resposta Desvio
(ug/mL) (ppm) (%)
50% LA 5 5,8541 1,171 26,38
80% LA 8 7,7441 0,968 4,49
LA 10 9,2641 0,926 0
150% LA 15 11,941 0,796 14,07
200% LA 20 12,7741 0,639 31,06
Média 0,900 15,2
DP 0,199 -
CV (%) 22,065 -
O coeficiente de variacao obtido foi bastante elevado, cerca de 22%.
A curva de calibracdo obtida pode ser observada na Figura 4.1..
16 +
14 +
.
12 +
y=0,4714x + 4,0471
10 + R2=0,9478
£
[oR
£ 8 T
oo
2 6 ;
3
x 4 4
¢ Valor obs = |_inear (\VValor obs)
2 €
0 1 1 1 1 |
0 5 10 15 20 25
Concentragéo (pg/ml)

Figura 4.1. Gréfico da Curva de Calibracdo na Gama 50% a 200% LA.

Como se pode observar pela analise da Figura 4.1., os valores observados para 150% e 200% LA
encontram-se afastados da curva de linearidade, tendo a reta um coeficiente de determinagédo, R?, de

0,948, 0 que é um valor baixo para o pretendido (0,97).

O coeficiente de correlacdo obtido para este conjunto de dados foi de 0,97, inferior ao estipulado
para este parametro de validacéo, 0,995 pelo que o método ndo apresenta a linearidade desejada na gama

utilizada.
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Deste modo, a gama de linearidade para o estudo foi reduzida tendo sido usados intervalos entre

40% a 120% do LA.

Na Tabela 4.16. podem ser consultados os valores obtidos para a hova gama e na Figura 4.2. a

respetiva curva de linearidade.

Tabela 4.16. Dados da Curva de Linearidade entre 40% a 120% LA.

Nivel Concentracéo TOC Fator resposta Desvio
(ng/mL) (ppm) (%)

40% LA 4 3,262 0,815 13,86
60% LA 6 4,172 0,695 2,917
80% LA 8 5,732 0,717 0,0405

LA 10 7,162 0,716 0
120% LA 12 8,162 0,680 5,031
Média 0,725 4,369

DP 0,053 -

CV (%) 7,308 -

Para este conjunto de resultados o coeficiente de variacdo obtido foi bastante mais baixo, aproximada-
mente 7,3%.

10 +
7 - -y =0,6395x + 0,5816
8 & - R2=0,9927
—~ 7 1T
=
26
oo
g o7
&
g 4
3 4
2T *  Valor obs - = -1P95%
1+ IC 95% = Linear (Valor obs)
0 : : : : : : !
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracéo (pg/ml)

Figura 4.2. Gréfico da Curva de Calibragdo na Gama 40% a 120% LA.
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Pela visualizagdo da Figura 4.2. é possivel constatar que os valores observados se encontram
proximos da regressao obtida e repartidos em ambos os lados da mesma, tendo o coeficiente de deter-

minacdo, R?, sido de 0,9927, valor superior ao estipulado para este parametro, de 0,97.

O coeficiente de correlacdo nesta gama de trabalho foi de 0,996 pelo que cumpre com o critério

de aceitagdo estabelecido para este parametro de validacdo, >0,995.

Na Figura 4.2. estdo ainda apresentados os intervalos de confianca para a média dos valores de Y
e de predicdo para os valores individuais de Y, referentes a um nivel de confianca de 95%.

Os gréficos referentes ao desenho de residuais e de probabilidade normal obtidos deste modelo
encontram-se representados graficamente na Figura 4.3. e

030
0,20 + °

0,10 + ®

0,00 | | | * | | |
-0,10
-0,20 +
-0,30 +

Residuos

Concentragdo (pg/ml)

Figura 4.4, respetivamente.
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Figura 4.3. Gréafico dos Residuos.

TOC (ppm)

o = N w IS (6)] » ~ oo [{e]
1

0 10

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Percentil da amostra

Figura 4.4. Gréfico de Probabilidade Normal.

Pela analise da Figura 4.3. e

Figura 4.4, conclui-se que a distribuicdo dos residuos se mostra aleatéria uma vez que 0s pontos

ndo seguem nenhum padr&o pelo que se conclui que os erros sdo aproximadamente normalmente distri-

buidos e com variéncia constante e 0 modelo de regressdo linear se ajusta aos dados obtidos.
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Adicionalmente, foi também calculado o intervalo de confianca a 95% quer para a ordenada na
origem, quer para o declive da regressdo linear. Os dados obtidos podem ser consultados na Tabela
4.17..

Tabela 4.17. Intervalos de Confianca a 95% para a Ordenada na Origem e Declive da Regressdo Linear.

IC 95% Ordenada na Origem

Limite Inferior Limite Superior
-0,273 1,436
IC 95% Declive
Limite Inferior Limite Superior
0,539 0,740

Pela observacao dos resultados da Tabela 4.17., constata-se que a ordenada na origem ndo é signi-

ficativamente diferente de zero.
Assim, conclui-se que o método tem uma linearidade adequada a sua finalidade, na gama de con-
centracOes entre 40% a 120% LA.
e Limite de Quantificacdo e Limite de Detegéo

Através dos resultados da linearidade podemos estimar um limite de quantificagdo de 3,129

pug/mL e um limite de detecédo de 1,032 ug/mL, através das Equagdes 2.7 e 2.8.

De modo a verificar os limites estimados, foram preparadas 3 solu¢des: uma a metade da concen-
tracdo do limite de detecdo, uma a concentracdo do limite de detecdo e outra a concentracao do limite
de quantificacdo. Para cada uma destas solucGes foram efetuadas 3 medigdes de TOC, cujos resultados

podem ser consultados em seguida.

Tabela 4.18. Resultados dos Ensaios Relativos a %2 Limite de Detecdo, Limite de Detecdo e Limite de Quantifi-

cacao.
TOC o cVv
Amostra (ppb) Média DP (%)
Y% Limite de Dete¢ao 439,6
2
(0,5 pg/mL) 425,6 440,9 16,04 3,638
457,6
Limite de Dete¢éo 715,6 729,3 13,50 1,852
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(1 ug/mL) 742,6 Critério de

Aceitacdo
729,6 150,
Limite de Quantificacé 2 051,6
imite de Quantificagdo
(3 ng/mL) 2041,6 2041,6 10,00 0,490
2031,6

O equipamento deteta % Limite de Detecdo estimado (0,5 ug/mL) com um coeficiente de variacdo
de 3,638%. Para o limite de detegdo estimado (1 png/mL) o coeficiente de variagdo corresponde a um
valor inferior ao obtido para metade do limite, de 1,852%. Desta forma, conclui-se que 0 método possui
um grau de precisdo adequado, uma vez que os coeficientes de varia¢do obtidos s&o inferiores ao valor

méaximo admitido para este padréo de validacdo que, para o nivel LD é de 15%.
Quanto ao Limite de Quantificagdo, o coeficiente de variacdo obtido foi de 0,490%.

Assim, é possivel concluir que se verifica um limite de detecdo de 0,5 png/mL e um limite de

quantificagéo, LQ, de 3 pg/mL.

e Parametro de Seletividade

Foram analisadas diversas amostras com o intuito de estudar a seletividade do método. Sendo um
método ndo especifico ndo se espera que mostre seletividade para o composto em estudo o Cloridrato
de Oximetazolina pelo que se pretende averiguar o impacto dos possiveis interferentes no resultado
obtido.

Para o calculo do valor de TOC esperado foram calculados os valores de %FTOC segundo a

Equacdo 3.19 e os seus resultados encontram-se na Tabela 4.19..

Tabela 4.19. %FTOC para as Substancias em Estudo.

Substancia FTOC (%)
Cloridrato de Oximetazolina 64,74%
Cloreto de Benzalconio 74,19%
Detergente “Joel” 33,4%

As amostragens efetuadas e os respetivos resultados encontram-se na Tabela 4.20..
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Tabela 4.20. Resultados dos Ensaios Relativos ao pardmetro da Seletividade.

Amostra TOC Esperado

i (ppb) (ppb)
1 Solvente - Agua Purificada 18,4 -
2 Branco Swab 208 -
3 Branco Recuperac¢do da Placa com Swab 307 -
4 Branco Recuperagdo da Placa com Solvente 481 -

40% LA (Cloridrato de Oximetazolina) 3262 2 589

60% LA (Cloridrato de Oximetazolina) 4172 3884

> LA (Cloridrato de Oximetazolina) 7162 6474

120 % LA (Cloridrato de Oximetazolina) 8162 7768

6 “Joel” 6 292 3340

7.1 Recuperagdo “Joel” Swab 368 3340

! 7.2 Recuperagdo “Joel” Swab 338 3340

8.1 Recuperagdo “Joel” Solvente 386 3340

° 8.2 Recuperagdo “Joel” Solvente 518 3340

9.1 Recuperagdo LA (Cloridrato de Oximetazolina) Swab 3973 6 474

? 9.2 Recuperacdo LA (Cloridrato de Oximetazolina) Swab 3793 6 474

10.1 Recuperacdo LA (Cloridrato de Oximetazolina) Solvente 5120 6 474

0 10.2 Recuperacdo LA (Cloridrato de Oximetazolina) Solvente 5080 6474

11.1 Recuperacdo LA (Cloridrato de Oximetazolina) + “Joel” Swab 3163 9814

H 11.2 Recuperagdo LA (Cloridrato de Oximetazolina) + “Joel” Swab 3483 9814

12.1 Recuperacdo LA (Cloridrato de Oximetazolina) + “Joel” Solvente 4352 9814

2 12.2 Recuperacdo LA (Cloridrato de Oximetazolina) + “Joel” Solvente 3472 9814

13.1 Recuperacdo LA Rinerge Spray Swab 4793 9441

s 13.2 Recuperacdo LA Rinerge Spray Swab 5133 9441

14.1 Recuperacdo LA Rinerge Spray Solvente 6 374 9441

e 14.2 Recuperacdo LA Rinerge Spray Solvente 7 464 9441

Os primeiros 4 ensaios, relativos aos brancos, resultaram em respostas bastante baixas como se

esperava uma vez que nao deveriam apresentar teor em carbonos. Assim, a interferéncia dos componen-

tes usados nos metodos de amostragem ndo se considera significativa.

Todos os valores relativos a analise de solu¢es contendo SA em diferentes concentragdes, ensaio

5, estdo um pouco superiores aos esperados pelo que é provavel existir interferéncias no processo de

pesagem e preparacdo de solucdes, no entanto a variacdo ndo é significativa.
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O valor de TOC do detergente “Joel”, ensaio 6, deu bastante elevado, 6 292 ppb quando se espe-
rava 3 340 ppb. A pesagem deste detergente demonstrou-se bastante dificil dada a sua viscosidade e
incapacidade da balanca em estabilizar num valor. Adicionalmente, a homogeneizacao da solucéo levou

ao aparecimento de muitas bolhas de ar na amostra que influenciam o valor do TOC.

No entanto, o valor de TOC da recuperacao do detergente “Joel” segundo ambos 0s métodos de
amostragem é bastante inferior ao valor da recuperacdo de Oximetazolina (ensaios 7 e 8). Para avaliar
a interferéncia deste detergente quando em conjunto com a substancia de interesse efetuaram-se os en-
saios 9, 10, 11 e 12.

Ao contrrio do esperado, no ensaio 11 e 12 os valores obtidos foram inferiores ao do ensaio 9 e
10, o que permite concluir que a presenga de mais componentes na placa afeta negativamente a sua
recuperacao, no entanto, esta interferéncia ndo é significativa, pois ndo alterara em grande percentagem

o0 valor esperado numa validacdo de limpeza.

Ainda relativamente aos ensaios 9 e 10, correspondentes a recuperacdo do Cloridrato de Oxime-
tazolina segundo com os dois métodos de amostragem, observa-se que os valores de recuperagéo das
sobrecargas, estdo um pouco inferiores aos esperados pelo que é provavel existir perdas no processo de

amostragem e ser necessario calcular um fator de recuperacao.

A substancia ativa em estudo faz parte da composi¢do do Rinerge Spray. Para avaliar as possiveis
perturbacdes introduzidas pelos excipientes deste produto foram efetuados os ensaios 13 e 14 corres-
pondentes a recuperagdo de placas inox sobrecarregadas com Rinerge. Um dos excipientes do Rinerge
Spray é o Cloreto de Benzalcénio, substancia com elevado nimero de carbonos, o que ira aumentar o
valor de TOC esperado da recuperagdo (ensaio 13 e 14) em comparagdo com as recuperacfes da SA

apenas (ensaio 9 e 10).

Como é de esperar, 0 método de TOC ndo ¢é seletivo ao Cloridrato de Oximetazolina, no entanto,
para o fim a que se destina (avaliacdo de residuos apds limpeza) pode-se considerar aceitavel e as inter-
feréncias como o detergente “Joel” ou 0s excipientes existentes no spray Rinerge como pior-caso.

e Parametro de Precisdo

Para avaliar a precisdo do método foram preparadas 6 solucGes ao limite analitico e os resultados

podem ser consultados na Tabela 4.21..
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Tabela 4.21. Resultados dos Ensaios Relativos ao parametro da Preciséo.

Amostra (-;Sn?)
1 7,512

2 7,182

3 7,222

4 7,322

5 7,212

6 7,242
Média 7,28
Méax 7,512
Min 7,182
DP 0,122

CV (%) 1,677 Critério jfo,s/\oceitagéo

O coeficiente de variagdo obtido da precisdo do sistema foi 1,677%, valor inferior ao limite ma-
ximo estipulado para este pardmetro, <10%. Conclui-se, assim, que o sistema tem uma precisao ade-
guada a finalidade do método.

e Pardmetro de Repetibilidade

Para este pardmetro foram avaliadas 6 amostras provenientes da recuperacdo de placas inox ao

nivel do LA, com os dois métodos de amostragem incluidos nesta validacgao.
a) Maétodo de amostragem com Zaragatoa (Swab)

Tabela 4.22. Resultados dos Ensaios Relativos ao Parametro da Repetibilidade da Recuperagdo com Swab. (Parte 1/2)

TOC Recuperacao
Amostra (ppm) (p% ) ¢
1 3,933 60,75
2 3,763 58,13
3 3,623 55,96
4 3,793 58,59
5 3,623 55,96
6 3,973 61,37
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Tabela 4.22. Resultados dos Ensaios Relativos ao Pardmetro da Repetibilidade da Recuperagdo com Swab. (Parte 2/2)

Média 58,46
Max 61,37
Min 55,96
DP 2,294
Critério de Aceitacdo
0,
CV (%) 3,924 <20%

O coeficiente de variagdo obtido para o conjunto de valores de recuperacdo das amostras analisa-
das foi de 3,924%, valor inferior ao valor maximo admitido para este parametro de validagdo: 20%.
Assim, conclui-se que o método tem uma repetibilidade adequada a sua finalidade.

b) Método de amostragem com Passagem de Solvente

Tabela 4.23. Resultados dos Ensaios Relativos ao Pardmetro da Repetibilidade da Recuperacdo com Solvente

(&gua).
Amostra (-;:))n?) Recu(poj);agao

1 5,200 80,32

2 5,080 78,47

3 5,120 79,09

4 4,990 77,08

5 5,200 80,32

6 5,710 88,20
Média 80,58
Max 88,20
Min 77,08
DP 3,928

CV (%) 4,875 Criterio <dZeO,OAA]ceita(;élo

O coeficiente de variacdo obtido para o conjunto de valores de recuperacdo das amostras analisa-
das foi de 4,875%, valor inferior ao valor maximo admitido para este parametro de validagdo: 20%.

Assim, conclui-se que o método tem uma repetibilidade adequada a sua finalidade.
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e Parametro de Exatidao

Para efetuar a analise deste parametro foram adicionadas quantidades de solugdo aquosa de Clro-
ridrato de Oximetazolina a placas em triplicado aos niveis 40% LA, LA e 120% LA. As placas foram

amostradas com 0s seguintes métodos de amostragem.
a) Maétodo de amostragem com zaragatoa (Swab)

Tabela 4.24. Resultados dos Ensaios Relativos ao Pardmetro da Exatiddo da Recuperacdo com Swab aos
niveis 40%, 100% e 120% LA.

Nivel (-IF;F?HCW:) Recuperacao (%0) Média Vaztiir)\cia
1,903 7349 Critério de
40% LA 1,703 65,77 75,16 34,925 Aceitacdo
2,233 86,23 <25%
3,573 55,19
LA 3,623 55,96 55,71 0
3,623 55,96
3433 44,19 Critério de
120% LA 3,413 43,93 40,63 -0,271 Aceitacdo
2,623 33,76 <15%
Média 57,16
Max 86,23
Min 33,76
DP 16,137
CV (%) 28,227

Para este conjunto de dados observa-se que as recuperagdes das amostras analisadas aos niveis
40%LA, LA e 120%LA foram 75,16%, 55,71% e 40,63%, respetivamente. Estes valores sdo bastante

discrepantes resultando num coeficiente de variagao superior a 28%.

Verifica-se também que o desvio de 40%LA relativamente ao LA é superior ao critério de acei-

tacdo de 25%, como estipulado para este pardmetro de validacéo.

Adicionalmente, a recuperacdo associada ao nivel 120% LA foi muito reduzida, cerca de 40%,

abaixo do intervalo de valores individuais expectavel para este parametro (50% a 150%).

Conclui-se, entdo, que a recuperacdo de maiores quantidades de substancia ativa recorrendo a um

swab vai diminuindo, uma vez que ndo se altera a quantidade de solvente utilizada na amostragem.
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Desta forma, diminuiu-se a gama de concentracdes (40%, 60% e 100%LA) utilizadas para este
pardmetro na tentativa de obter valores menos dispares de recuperacdo. Os resultados relativos a esta
alteracdo podem ser consultados na Tabela 4.25..

Tabela 4.25. Resultados dos Ensaios Relativos ao Parametro da Exatiddo da Recuperagdo com Swab aos
niveis 40%, 60% e 100% LA.

Nivel (-;F?fg) Recuperacao (%0) Média Va?ir)\ua
2,073 80,05 Critério de
40% LA 1,713 66,15 72,07 19,647 Aceitacdo
1,813 70,01 <25%
2,203 56,72
60% LA 2,503 64,44 59,46 -1,288
2,223 57,23
3,973 61,37
LA 3,793 58,59 60,24 0
3,933 60,75
Média 63,92
Max 80,05
Min 56,72
DP 7,452
CV (%) 11,658

Através da observagdo dos resultados da Tabela 4.25. verifica-se que os valores obtidos para estes

ensaios foram mais coerentes entre si, apresentando um coeficiente de variagdo de 11,658%.

O valor médio obtido para o conjunto de percentagens de recuperagdo das amostras analisadas
aos niveis 40%LA, 60%LA e LA foram de 72,07%, 59,46% e 60,24%, respetivamente. O desvio de
40%LA relativamente ao LA e o desvio do 60%LA em relacdo a LA sdo ambos inferiores a 25%, como

estipulado para este parametro de validacao.

Os valores individuais estdo ainda compreendidos entre os 50 e 150%, logo, face aos resultados

apresentados, conclui-se que o método é exato nesta gama de concentracoes.

Conclui-se ainda que a percentagem média de recuperacdo utilizando este método de amostragem
é de 63,92%.
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b) Método de amostragem com Passagem de Solvente

Do ensaio de Repetibilidade, verificou-se que a recuperacdo utilizando o método de amostragem
com passagem de solvente resulta em melhores recuperagdes do que 0 método de amostragem com swab
(vide Tabela 4.22 e Tabela 4.23). Assim, para este parametro e método de amostragem foram efetuadas
andlises em triplicado aos niveis de 40%, 60%, 100% e 120% de LA.

Tabela 4.26. Resultados dos Ensaios Relativos ao Pardmetro da Exatiddo da Recuperagdo com Solvente.

Nivel (-;p?rg) Recuperacao (%0) Média Vaztiir)]cia
2,190 84,57 Critério de
40% LA 1,900 73,37 79,29 -6,553 Aceitacdo
2,070 79,94 <25%
3,110 80,07
60% LA 2,980 76,72 75,78 -10,7
2,740 70,54
5,350 82,64
LA 5,990 92,53 84,86 0
5,140 79,40
6,380 82,13 Critério de
120% LA 6,520 83,93 83,84 -0,012 Aceitacdo
6,640 85,47 <L
Média 80,94
Max 92,53
Min 70,54
DP 5,789
CV (%) 7,152

Os valores das recuperacdes obtidas segundo amostragem com passagem de solvente mostram-
se superiores & amostragem realizada com swab e mais semelhantes entre si, apresentando um coefici-

ente de variagéo de 7,152%.

O valor médio obtido para o conjunto de percentagens de recuperacdo das amostras analisadas
aos niveis 40%LA, 60%LA, LA e 120%LA foram de 79,29%, 75,78%, 84,86% e 83,84%, respetiva-
mente. O desvio de 40%LA relativamente ao LA e o desvio do 60%LA em relagcdo a LA ndo devem ser
superiores a 25%, o que se verifica nos dados obtidos. O desvio de 120%LA e LA ndo deve variar mais

de 15%, o que também se verifica para os dados apresentados.
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Os valores individuais estdo compreendidos entre os 50 e 150%. Face aos resultados apresentados

conclui-se que 0 método € exato.
Adicionalmente, conclui-se que a percentagem média de recuperacdo utilizando este método de
amostragem é de 80,94%.
e Parametro de Estabilidade

Para este parametro foram analisadas a estabilidade das solucdes analiticas e a estabilidade da

substancia no equipamento para ambos 0s métodos de amostragem.
= Estabilidade das Solucgdes Analiticas

Foram preparadas sobrecargas de placas inox ao nivel do LA e amostradas de acordo com o0s

métodos de amostragem em questdo, swab e passagem com solvente.

Determinou-se o teor das solucdes obtidas imediatamente ap0s a sua preparacao e apos 48h de
conservagdo. Uma foi armazenada & temperatura ambiente e com exposicao a luz (deixada na bancada
no CQ) e outra armazenada no frigorifico e sem exposi¢do a luz. Os resultados obtidos encontram-se

resumidos na Tabela 4.27. e na Tabela 4.28., para ambos 0s métodos de amostragem em estudo.

Tabela 4.27. Resultados dos Ensaios Relativos ao pardmetro de Estabilidade das Soluc¢Bes de Recuperagdo com

Swab.
~ TOC - Desvio
Tempo (h Solucéo Média
po(h) | Soluggo | ppm) (%)
1 4,293
0 4,528 -
2 4,763
a5 Frio 4,573 - 0,994 | Critério de Aceitacéo
Ambiente | 4,543 - 0,331 <5%

Tabela 4.28. Resultados dos Ensaios Relativos ao pardmetro de Estabilidade das Soluc¢Bes de Recuperagdo com

Solvente.
~ TOC - Desvio
Tempo (h Solucéo Média
po ()|~ Solugao | om) (%)
1 5,449
0 5,434 -
2 5,419
48 Frio 5,489 - 1,012 | cCritério de Aceitacéo
Ambiente 5,429 - -0,092 <56%

No estudo das estabilidades das solugdes analiticas obtidas através de recuperacdo com swab, as

solucdes sdo estaveis quando mantidas no frigorifico e na auséncia de exposic¢do de luz ou na bancada
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com presenca de luz, durante pelo menos 48h, uma vez que o desvio é 0,331% e 0,994%, ambos valores

iguais ou inferiores a 5%.

Quanto as solugbes analiticas obtidas através da recuperag¢do com passagem de solvente, conclui-
se gue estas sdo estaveis quando mantidas no frigorifico e na auséncia de exposicao de luz ou na bancada
com presenga de luz, durante pelo menos 48h, uma vez que o desvio € 1,012% e 0,092%, ambos valores

iguais ou inferiores a 5%.

Deste modo, comprova-se a estabilidade das solucGes analiticas pelo periodo de 48 horas.

= Estabilidade da Substancia no Equipamento

Foram preparadas placas com sobrecarga de Cloridrato de Oximetazolina (correspondente a li-
mite analitico de 10 pug/mL).

Determinou-se o teor das solugdes obtidas imediatamente ap6s a sua preparacao e apds 48h em
que as placas inox estiveram em condi¢des ambientais, isto é, na bancada com exposi¢do a luz, usando

amostragem com swab e passagem com solvente.
Os resultados podem ser consultados na Tabela 4.29 e Tabela 4.30.

Tabela 4.29. Resultados dos Ensaios Relativos ao parametro de Estabilidade no Equipamento de Recupe-
racdo com Swab.

Tempo TOC . Desvio
Média

(h) (ppm) (%)

4,293
0 4,528 -

4,763

4,423 Critério de Aceitacio
48 4513 4,468 1,325 <15%

racdo com Solvente.

Tabela 4.30. Resultados dos Ensaios Relativos ao pardmetro de Estabilidade no Equipamento de Recupe-

Tempo TOC - Desvio
Media

(h) (ppm) (%)

5,449
0 5,434 -

5,419

5,639 Critério de Aceitacio
48 5 589 5,614 -3,312 <15%

Na estabilidade da substancia no equipamento, considera-se que a substancia é estavel no equi-

pamento nas condic¢bes de conservagdo em que foi realizado o estudo, durante pelo menos 48h quando
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a variacdo de teor € igual ou inferior a 15%, situacdo que se verificou em ambos os métodos de amos-

tragem.

Comprova-se, assim, a estabilidade da substancia no equipamento pelo periodo de 48 horas.

4.2.1 Conclusdes da Validagdo do Método Analitico

Em suma, os resultados obtidos para 0 método validado da quantificacdo de Cloridrato de Oxi-
metazolina por TOC séo:

Precisdo: CV =1,677%
— Repetibilidade:

Recuperacdo com Swab: CV = 3,924%

Recuperacdo com Solvente: CV = 4,874%

Exatiddo: Verificou-se uma percentagem média de:
Recuperacdo com Swab de 63,92%

Recuperacdo com Solvente de 80,94%

Linearidade: coeficiente de correlagéo linear = 0,996

Estabilidades:

Recuperacdo com Swab das solugdes - estavel até 48h no frigorifico e na bancada,
CV <5%

Recuperacdo com Swab da substancia no equipamento - estavel até 48h, CV
<15%.

Recuperacdo com Solvente das solucgdes - estavel até 48h no frigorifico e na
bancada, CV <5%

Recuperacdo com Solvente da substancia no equipamento - estavel até 48h, CV
<15%.

Face aos resultados, podemos concluir que os 2 métodos (amostragem com swab e solvente) sdo
adequados para o fim a que se destinam: quantificacdo da substancia ativa, a nivel das validagdes de

limpeza de equipamento quando:

— O equipamento possui superficie de aco inoxidavel,

— O procedimento de limpeza utiliza agua e/ou detergente “Joel”;
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— O produto Rinerge 0,05% Spray Nasal 10 mL seja o pior caso;

— Os LA estejam incluidos na gama de trabalho desta validagdo (4 a 12 pg/mL).

Tendo ainda em conta o resultado do parametro da exatidao (recuperacao), o fator de recuperacéo
a utilizar na determinacéo do LA ¢ de 0,6392 (63,92%), quando se trate de amostras obtidas por amos-
tragem com swab. Quando forem obtidas amostras por passagem de solvente (4gua), o fator de recupe-
racdo a utilizar na determinacéo do LA € de 0,8094 (80,94%).

4.3 Validag0es de Limpeza

O setor FLP est4 correntemente dividido na produgdo de medicamentos e na producédo de der-

mocosméticos.

Para os equipamentos utilizados na producdo de medicamentos optou-se por se efetuar um con-
junto de testes por forma a validar a limpeza dos equipamentos. Os testes escolhidos foram a inspecéo
visual, recolha de &4gua de lavagem para TOC para analise de residuos de limpeza e compostos organi-
cos, analise de residuos de substancia ativa em HPLC ou, para os equipamentos onde o Cloridrato de
Oximetazolina é o pior-caso, analise de residuos de substancia ativa em TOC conforme o método vali-

dado e ainda pesquisa microbioldgica.

Ja relativamente aos equipamentos onde sdo produzidos exclusivamente produtos dermocosmé-
ticos (produtos da marca Barral), por ndo possuirem substancias ativas a abordagem utilizada foi dife-
rente. O teste de inspecdo visual, analise de agua de lavagem em TOC e pesquisa microbiolégica man-
tém-se, sendo adicionado ainda a pesquisa de substancias iénicas por condutividade através da recolha
de agua de lavagem para andlise de residuos de detergentes de limpeza. A utilizacdo de dois métodos

ndo especificos visa fortalecer a robustez do processo de validagéo.

A selecdo dos métodos de amostragem foi baseada na possibilidade de fisicamente amostrar cada
equipamento. Por um lado, em certos equipamentos a amostragem por zaragatoa ou placas de contacto
é possivel, quer seja para anélise de residuos de substancia ativa, quer para pesquisa microbioldgica, ou
seja, 0s locais que sdo acessiveis ao operador e a0 método de amostragem. Por outro, devido a geometria
e acessibilidade ao equipamento pode nédo ser possivel a amostragem utilizando estes métodos. Nesse

caso, a amostragem é feita com passagem de solvente.

Na Tabela 4.31. podem ser encontrados todos os equipamentos em validacdo bem como 0s

testes realizados no protocolo de validacéo de cada equipamento e o respetivo método de amostragem.
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Tabela 4.31. Testes a Efetuar por Equipamento para as Validagdes de Limpeza.

Testes a Efetuar

3 SA

Equipamento Ir\lj_pe(;ello TOC | Condutividade Microbiologia

Isua HPLC | TOC
Agitador Duplo Cone + + - (@ - (a)
Agitador em Hélice + o - : (@) (a)
Bomba de Trasfega de Liquidos
Sl gadet + : : - o) (b)
Bomba de Trasfega de liquidos + + ) (b) ) (b)
SB2
Camara de Pesagem + - - - (@) (@
Homogeneizador 200L Herba + + - (a) - @
Homogeneizador 300L Tubomek + + + ) ) @
— Barral
Homogeneizador Melter — Barral + + + - - (b)
Homogeneizador Turbofix + + + ) ) (b)
— Barral
Magquina de Enchimento Bisnagas
Axomatic — Barral * * * i i (@)
Magquina de Enchimento de
Cremes Axoblock — Barral * * * i i (@
Maquina de Enchimento de
Liquidos Marchesini * * i (b) i (b)
Magquina de Enchimento de
Liquidos Strunck * i i i (b) (b)
Magquina de Enchimento de
Pomadas Comadis * * ) @ i (@)
Méquina Doseadora Jolly + + + ) ) @
— Barral
Reator 150L + + - @) - (@)
Reator 2000L + + - (b) - (b)
Reservatorios 100L + + + - - (@)
Reservatérios 150L — Barral + + - @) - @)
Reservatorios 250L + + - (@ (@) (a)
Reservatorios 350L + + - (@) - (@
Reservatérios 350L — Barral + + + - - @)

‘+’: Teste a efetuar
¢->: Teste ndo efetuado

(a): Teste efetuado com amostragem por zaragatoa ou placa de contacto (para microbiologia)
(b): Teste efetuado com amostragem com passagem de solvente
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4.3.1 Apresentacdo dos Resultados de Validacdo de Limpeza em Equipa-
mentos Utilizados na Producédo de Medicamentos

o Selecdo dos Produtos Pior-Caso e Célculo dos Limites de Aceitagdo

A selecdo do produto pior-caso A para cada equipamento é baseada na analise dos valores dos
PDEs das substancias ativas que passam em cada equipamento. Tendo sido selecionado como pior-
caso A a substancia ativa que apresenta o menor valor de PDE.

O pior-caso B ¢é identificado analisando a menor dimenséo de lote dos produtos produzidos no

equipamento, que ndo coincida com o pior-caso A.

Tendo identificados os produtos pior-caso para cada equipamento é possivel proceder ao calculo
dos limites de aceitacdo para os testes relativos a analise de compostos organicos e a analise de resi-
duos de substancia ativa. Na Tabela 4.32. encontra-se resumida a informag&o necesséria ao calculo

dos limites analiticos para cada equipamento utilizado na producdo exclusiva de medicamentos.
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Tabela 4.32. Dados para o Calculo do Limite Analitico para os Equipamentos Utilizados na Producédo de Medicamentos. (Parte 1/2)

Produto LRS ASL/ASA VS LA
/cm? cm? mL m
Equipamento Produto Pior-Caso A (mPgllD dI?a) Pior-Caso (g//l(?ig) (IF_)EQ) DL ?(?nlf?l; (kg ) (cm?) (mL) FR (ppm)
B TOC SA TOC SA TOC | SA TOC| SA
Agitador Duplo Cone D'C'Ode:;é)t"c"’fe' 0,5 Gindoxi | 25 | >10 |200kg| 94644 |211318|2113,18| 539,47 | 100 | 5000 | 50 |0,9092| 76 | 3843
Agitador em Hélice RILSES 0,05 | Lisomucin| 3 | >10 |200L | 767,08 [2607,29|2607,29| 76,7 100 | 5000 | 40 |06392| 13 | 4166
(Oximetazolina)
Bomba de Trasfega de Rinerge Ketoco-
Liquidos SB1* (Oximetazolina) 0,05 nazole 200 0,25 |200kg | 3648,33 13,70 3 648,33 1500 0,8094 27
Bomba de Trasfega de o
liquidos SB2 g (Acetonido Prednaci- 4,8 Aciclosina 1 >10 |100kg| 3648,33 274,1 274,1 |3648,33|3648,33| 5000 | 1000 1 67 | 1000
g nolona)
Camara de Pesagem™* Rinerge 0,05 | Aciclosina| 1 | >10 |100kg | 183 805,00 5,386 100 40 0,6392 9
(Oximetazolina)
Homogeneizador 200 L ZTHITED
Herbag (Acetonido Prednaci- 4,8 Aciclosina 1 >10 | 100 kg | 35385,07 | 28,26 28,26 |3 207,04 100 5000 50 0,757 6 43
nolona)
Magquina de Enchimento | Diclodent (Diclofe- Ketoco-
de Liquidos Marchesini nac) 0,5 nazole 200 25 | 200L | 55282 361,8 90,40 | 1842,7 | 1842,7 | 5000 | 1000 |0,8855| 46 148
MIIIIE CB STENITEN® e 0,05 | Lisomucin | 3 | >10 | 200L | 1679,2 1191 1679,2 500 0,8094| 3238
de Liquidos Strunck* (Oximetazolina)
Maquina de Enchimento Z_otinar . .
. (Acetonido Prednaci- 4,8 Aciclosina 1 >10 |100kg| 9 283,09 107,7 107,7 | 501,56 100 5000 50 0,757 | 4 163
de Pomadas Comadis
nolona)
Zotinar
Reator 150 L (Acetonido Prednaci- 4,8 Aciclosina 1 >10 |100kg| 2121195 | 47,14 47,14 | 3082,2 100 5000 50 1 10 71
nolona)
Reator 2000 L D'C'Odeggé)D'c'Ofe' 05 Zotinar | 15 | >10 | 200L |107992,25| 1852 | 1852 |883573(883573| 5000 | 1000 |0,8855| 11 | 144
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Tabela 4.32. Dados para o Calculo do Limite Analitico para os Equipamentos Utilizados na Producdo de Medicamentos. (Parte 2/2)

Produto LRS ASL/ASA VS LA
/cm? cm? mL m
Equipamento Produto Pior-Caso A PDE. Pior-Caso MD.d ERAA DL SCEZP (kg ) (cm?) (mL) FR (ppm)
(mg/dia) (g/dia) | (ppm) (cm?)
B TOC SA TOC SA TOC SA TOC| SA
Zotinar
Reservatorios de 100L (Acetonido Prednaci- 4,8 Aciclosina 1 >10 |100kg | 14677,54 | 68,13 68,13 | 2531,7 100 5000 50 0,757 | 12 113
nolona)
- Rinerge . 1000
Reservatdrios 250 L . . 0,05 Zotinar 15 3,33 25844,31 | 386,93 | 128,98 |3437,03| 100 5000 40 |0,6392| 89 206
(Oximetazolina) L
Reservatérios 350 L D'C'Ode:]‘;é)D e 05 *f]ztzoocl‘; 200 | 25 |200L | 29267,08| 68,34 | 17,08 |392856| 100 | 5000 | 50 |09092| 18 | 31

“*7: Nos equipamentos assinalados ndo séo efetuados dois testes (um para TOC e outro SA) sendo apenas realizado um para deteg¢do de SA por TOC segundo 0 método validado
>10: Casos em que o LRA obtido ¢ superior a 10 ppm, no entanto para efeitos de calculo considera-se 10 ppm.
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o Determinacdo dos Locais e Métodos de Amostragem

A selecdo dos locais de amostragem deve ter em conta os locais do equipamento com maior area
de contacto com o produto como € o caso do interior dos equipamentos (paredes, fundos, tampas e pas
de agitacdo), as areas de dificil limpeza e, por isso, de facil acumulacdo de produto como dobradicas,

torneiras e tubos.

Também o método de amostragem utilizado varia de acordo com a geometria e acessibilidade do
ponto de amostragem escolhido.

A recolha de amostras para analise de residuos de compostos organicos é efetuada segundo espe-

cificado no ponto 3.4.2. desta dissertacéo.

Quanto aos pontos de amostragem para recolha de amostras para determinacéo de residuos de
substancia ativa ou pesquisa microbioldgica, nos equipamentos em que é possivel a amostragem por
zaragatoas para determinagao de residuos de substéncia ativa, este método deve ser o preferencial devido
a maior facilidade de execucdo da amostragem. Caso a acessibilidade ao equipamento dificulte a amos-

tragem recorrendo a este método, deve-se utilizar a passagem de solvente para recolha das amostras.

Relativamente ao método de amostragem escolhido para a pesquisa microbiolégica é preferencial
a utilizacéo de placas de contacto quando o local de amostragem o permite uma vez que é o0 método de
mais facil amostragem e execucdo e 0 que requer menor processamento de amostra e trabalho ap6ds a
recolha da amostra. Em sitios onde, devido a geometria do equipamento, ndo é possivel a amostragem
recorrendo a placas de contacto, esta deve ser realizada com zaragatoas numa area de amostragem equi-
valente. Quando a acessibilidade ao interior do equipamento ndo permite nenhum dos métodos de amos-

tragem referidos, opta-se pela passagem de agua estéril como método de recolha de amostras.

Da Tabela 4.33. a Tabela 4.41. estdo apresentados os locais e métodos de amostragem utilizados

no processo de validacdo de limpeza de cada equipamento utilizado na producdo de medicamentos.
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Tabela 4.33. Pontos de Amostragem do Agitador Duplo Cone.

Agitador Duplo Cone
Ponto n° Designacéo Local da amostragem
Veio Central/Eixo
1
(Microbiologia — Z)
Cone Superior
2
(Microbiologia — PC)
Cone Inferior
3
(Microbiologia — PC)
Disco Central
4
(Microbiologia — PC)

Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar para analise de residuos de SA por HPLC
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia

PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.34. Pontos de Amostragem do Agitador em Hélice.

Agitador em Hélice

Ponto n° Designacéo Local da amostragem

Veio Central/Eixo

(Microbiologia — Z)

Hélice

(Microbiologia — PC)

Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar para analise de residuos de SA por TOC
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbiolégica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia

PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.35. Pontos de Amostragem da Camara de Pesagem.

Camara de Pesagem
POTO Designa- Local da amostragem Por;to Designa- Local da amostragem
n ¢ao n cdo
Balanga
Parede
1 (Microbio- 4
logia — PC) | (Microbiol
ogia - PC)
i °
Balanca do
Lamelas Chao
2 5
(Nli:[Og'CC:))IO (Microbio-
g logia — PC)
Bancada Tomada
3 (Microbiolo | 6 . .
gia— PC) (M_lcroblo-
logia— PC)
Rede de
Fluxo La-
minar
R - - 7
(Microbio-
logia— PC)

Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar para andlise de residuos de SA por TOC
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia

PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.36. Pontos de Amostragem do Homogeneizador 200 L.

Homogeneizador Herba

Local da amostragem

Ponto n® | Designacéo Local da amostragem Ponto n® | Designacéo
L
¥,
Turbina Parede
1 4
(Microbiolo- (Microbio-
gia-PC) logia — PC)
Escoa- Pa de Agi-
mento tacdo
2 (Microbiolo 5
gia-2Z) (Microbio-
logia— PC)
Torneira de
Fundo Saida
3 6
(h{;ligiogg;o (Microbio-
logia — Z)
Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar
para andlise de residuos de SA por HPLC 5 h
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar orracha
para pesquisa microbioldgica 7
Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia Microbio-
PC- Amostragem por placa de contacto para microbi- (I ogia - 2)

ologia
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Tabela 4.37. Pontos de Amostragem da Méaquina de Enchimento de Pomadas Comadis.

Maquina de Enchimento de Pomadas Comadis

Ponto n® | Designagédo Local da amostragem Ponto n® | Designacdo Local da amostragem
Fundo Agitador
1
(Microbiolo- (Microbio-
gia—PC) logia — PC)
Peca do —
Escoamento conjunto de o 7
2 (Microbiologi distribuicao N gE o
a-2) . . &
(Microbio- o=}
logia — Z)
Parede Embolo/
Doseador e
3 _ Bico de
(Microbiologi Distribui-
a-PC) cdo

Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar para analise de residuos de SA por HPLC
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbiolégica
As pegas do ponto 6 sdo utilizadas apenas para amostragem com passagem de agua para analise em TOC

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia
PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.38. Pontos de Amostragem do Reator 150 L.

Reator 150 L
Local da amostragem

Ponto n° Designacgéo

Parede

(Microbiologia
-PC)

Escoamento

2 (Microbiologia
-2)

Fundo

(Microbiologia
-PC)

Torneira de
Saida

(Microbiologia
-2)

Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar para analise de residuos de SA por HPLC
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia

PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.39. Pontos de Amostragem dos Reservat6rios 100 L.

Reservatoério de 100 L
Ponto n° Designagédo

Local da amostragem

Parede do
Reservatério

(Microbiologia
-PC)

Fundo do
Reservatério

(Microbiologia
-PC)

Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar para analise de residuos de SA por HPLC
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbiolégica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia

PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.40. Pontos de Amostragem dos Reservatoérios 250 L.

Reservatoérios de 250 L

Ponto n° Designacéo

Parede do Re-
servatorio

(Microbiologia
-PC)

servatorio

~PC)

Fundo do Re- |}

(Microbiologia |8

amento

(Microbiologia
-2)

Tubo de Esco- |

Local da amostragem Ponto n°

Designacéo

Local da amostragem
& 2

Torneira de
Saida

(Microbiolog
ia—2)

Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar para andlise de residuos de SA por TOC
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia

PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.41. Pontos de Amostragem dos Reservatoérios 350 L.

Reservatorio de 350 L

Ponto n° Designacédo

Local da amostragem Ponto n°

Designacéo

Parede do Re-
servatorio

(Microbiologia
-PC)

Fundo do Re-
servatorio

(Microbiologia
-PC)

Tubo de Esco-
amento

(Microbiologia
-2)

Torneira de
Saida

(Microbiologia
-2)

Os quadrados vermelhos indicam as zonas a amostrar para analise de residuos de SA por HPLC
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia

PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Nos casos particulares dos equipamentos Bomba de Trasfega de Liquidos SB1 e SB2, Maquina
de Enchimento de Liquidos Marchesini e Strunck, a sua geometria ndo permite amostragem com zara-
gatoas e placas de contacto uma vez que sdo constituidos por mangueiras compridas ou estreitas que
impedem a amostragem no seu interior, pelo que a recolha de amostras € efetuada segundo especificado

nos pontos 3.4.4.2..

O Reator 2 000 L encontra-se numa situacdo semelhante, por ser de grandes dimens@es, ndo é
fisicamente possivel proceder a amostragem do seu interior com zaragatoas e placas de contacto, de

maneira que, a amostragem deste equipamento também é realizada por passagem de solvente.

A Bomba de trasfega SB1 e a Maquina de Enchimento de Liquidos Strunck sdo amostradas por
passagem de agua purificada para analise em TOC como especificado na validagdo do método analitico
(3.6.1.2.). Na validacdo do método foi utilizado um volume de solvente correspondente a capacidade do
frasco TOC, 40 mL, para cada placa inox de 100 cm?. Tendo em conta a area de lavagem destes equi-
pamentos (vide Tabela 4.32), determinou-se, através de uma proporcao, que o volume de agua purificada
a introduzir no equipamento para realizar a amostragem deve ser cercade 1,5 L e 0,5 L para a Bomba

de Trasfega SB1 e Maquina de Enchimento de Ligquidos Strunck, respetivamente.

Relativamente a Bomba de Trasfega SB2 o solvente usado para a recolha de amostras para analise
da substancia ativa, Acetonido de Prednacinolona, em HPLC é Etanol 95% (V/V) e o0 volume a intro-
duzir no equipamento é 1 L. O solvente utilizado na recolha de amostras para analise da substancia ativa,
Diclofenac, em HPLC, na Méaquina de Enchimento de Liquidos Marchesini e no Reator 2000 L é o

Acetonitrilo num volume de 1 L.

Para a pesquisa microbiolGdgica, os equipamentos referidos sdo amostrados com passagem de dgua

desmineralizada estéril, como descrito no ponto 3.4.5.3.

« Apresentacdo de Resultados de Validacao de Limpeza para os Equipamentos Utili-

zados na Producdo de Medicamentos

Com os limites de aceitacao definidos para cada teste efetuado, os pontos e métodos de amostra-
gem definidos, foram efetuadas recolhas de amostras ap6s limpeza dos equipamentos. Da Tabela 4.42

a Tabela 4.51 encontram-se apresentados os resultados de validagéo de limpeza por equipamento.

Os valores apresentados nas seguintes tabelas, Tabela 4.42 a Tabela 4.51, foram calculados se-
gundo a Equacédo 3.4 nos equipamentos onde foi realizada amostragem para Anéalise de Residuos de
Substancia Ativa por HPLC. Quanto aos valores obtidos por TOC sdo apresentados os resultados for-

necidos pelo equipamento (Dados Brutos) assim como 0s resultados provenientes do desconto do
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branco. Para os equipamentos onde sdo efetuadas amostragens para determinagdo de residuos de subs-

tancia ativa por TOC, os resultados apresentados foram calculados de acordo com a Equacéo 3.22.

112



Tabela 4.42. Resultados da Amostragem para Validacdo de Limpeza do Agitador Duplo Cone.

Equipamento: Agitador Duplo Cone

Amostragem 1 | 2 |
Produto (SA) Diclodent (Diclofenac)
Lote T005 -
Data de Higienizacdo 24/06/2023 -
Data de Amostragem 28/06/2023 -
Inspecdo Visual
Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc -
Auséncia de residuos de pd em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C -
Auséncia de manchas; C -
Auséncia de odores; Cc -
Area de trabalho limpa e arrumada; C -
Auséncia de escoria¢fes mecanicas; C -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C -
Critério de Aceitacdo C
Analise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)
Amostra Branco 1,100 -
(Dados Amostra A 1,020 -
Brutos) | Amostra B 0,922 -
Valor Amostra A -0,080 -
Resultados
Valor Amostra B -0,178 -
Critério de Aceitacdo <76
Anélise de Residuos de Substancia Ativa — HPLC (ppm)
1. Veio Central/Eixo ND -
Pontosde |2. Cone Superior ND -
Amostragem | 3. Cone Inferior ND -
4. Disco Central 2 -
Critério de Aceitacdo <3843
Pesquisa Microbiol6gica (UFC)
Branco <1 -
1. Veio Central/Eixo (2) <1 -
Alrjr:)(;];t?sag:m 2. Cone Superior (PC) 2 (1 fungo) -
3. Cone Inferior (PC) <1 -
4. Disco Central (PC) <1 -
Critério de Aceitacdo <50
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Tabela 4.43. Resultados da Amostragem para Validacdo de Limpeza do Agitador em Hélice.

Equipamento: Agitador em Hélice

Amostragem 1 | 2 | 3
Produto (SA) Rinerge (Cloridrato de Oximetazolina)
Lote TOO05 TO06 TOO7
Data de Higienizacéao 29/05/2023 | 29/06/2023 | 05/07/2023
Data de Amostragem 05/06/2023 | 30/06/2023 06/07/2023
Inspecdo Visual

Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc C C
Auséncia de residuos de pd em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C C C
Auséncia de manchas; C C C
Auséncia de odores; C C C
Area de trabalho limpa e arrumada; C C C
Auséncia de escoria¢fes mecanicas; C C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C C C
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C C C
Critério de Aceitacdo C

Analise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra | Branco 0,214 0,359 0,144
(Dados Amostra A 0,477 0,420 1,050
Brutos) | Amostra B 0,256 0,317 0,540

Valor Amostra A 0,263 0,061 0,906
Resultados
Valor Amostra B 0,042 -0,042 0,396
Critério de Aceitacdo <13
Anélise de Residuos de Substancia Ativa— TOC (ppm)
Pontos de Branco 0,300 0,069 0,131
Amostragem | 1. Veio Central/Eixo 0,516 0,672 0,210
(Dados |2, A.Pade Agitacdo 0,504 0,389 0,145
Brutos) 3 B, P4 de Agitaco - 0,459 0,214
1. Veio Central/Eixo 0,334 0,931 0,122
Resultados |2. A.Pade Agitacdo 0,315 0,494 0,022
3. B.Pade Agitagdo - 0,602 0,128
Critério de Aceitacdo <4166
Pesquisa Microbiol6gica (UFC)
Branco lufe/5SmL <1 <1
Pontos de 1. Veio Central/Eixo (Z) Incontavel 5 <1
Amostragem
2. Péade Agitagdo (PC) <1 15 9
Critério de Aceitacdo <50
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Tabela 4.44. Resultados da Amostragem para Validacdo de Limpeza da Bomba de Trasfega de Liquidos SB1.

Equipamento: Bomba de Trasfega de Liquidos SB1

Amostragem 1 | 2 | 3
Produto (SA) Rinerge (Cloridrato de Oximetazolina)
Lote TOO7 - -
Data de Higienizacdo 07/07/2023 - -
Data de Amostragem 07/07/2023 - -
Inspecdo Visual

Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc - -
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C - -
Auséncia de manchas; C - -
Auséncia de odores; Cc - -
Area de trabalho limpa e arrumada; C - -
Auséncia de escoria¢fes mecanicas; C - -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C - -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C - -
Critério de Aceitacdo C

Analise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra Branco 0,093 - -
(Dados Amostra A 0,152 - -
Brutos) | Amostra B 0,188 - -

Valor Amostra A 0,091 - -
Resultados
Valor Amostra B 0,147 - -
Critério de Aceitacdo <27
Pesquisa Microbioldgica (UFC/mL)
Branco <1 - -
Pontos de
Amostragem
Amostra A 1/3mL - -
Critério de Aceitacdo <100
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Tabela 4.45. Resultados da Amostragem para Validacéo de Limpeza da Cdmara de Pesagem.

Equipamento: Camara de Pesagem

Amostragem 1 | 2 | 3
Produto (SA) Rinerge (Cloridrato de Oximetazolina)
Lote T006 - -
Data de Higienizacdo 27/06/2023 - -
Data de Amostragem 28/06/2023 - -
Inspecéo Visual
Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc - -
Auséncia de residuos de p6 em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C - -
Auséncia de manchas; C - -
Auséncia de odores; Cc - -
Area de trabalho limpa e arrumada; C - -
Auséncia de escoriagbes mecanicas; C - -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C - -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C - -
Critério de Aceitacdo C
Andlise de Residuos de Substancia Ativa— TOC (ppm)
Branco 4,350 - -
1. Balanca 2,860 - -
Pontos de 2. Lamelas 3,150 - -
Amostragem 3. Bancada 2,680 - -
(Dados |4, Parede 3,280 - -
Brutos) 5. Balanca do Chdo 5,530 - -
6. Tomada 4,130 - -
7. Rede de Fluxo Laminar 3,880 - -
1. Balanca -2,302 - -
2. Lamelas -1,854 - -
3. A. Bancada -2,580 - -
Resultados |4. Parede -1,653 - -
5. Balanca do Chdo 1,823 - -
6. Tomada -0,340 - -
7. Rede de Fluxo Laminar -0,726 - -
Critério de Aceitacdo <9
Pesquisa Microbioldgica (UFC)
Branco <1 - -
1. Balanca (PC) <1 - -
2. Lamelas (PC) <1 - -
Pontosde |3. Bancada (PC) <1 - -
Amostragem |4, Parede (PC) <1 - -
5. Balanca do Chao (PC) 1 - -
6. Tomada (PC) <1 - -
7. Rede de Fluxo Laminar (PC) 1 - -
Critério de Aceitacdo <50
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Tabela 4.46. Resultados da Amostragem para Validacdo de Limpeza do Homogeneizador 200 L Herba.

Equipamento: Homogeneizador 200 L Herba

Amostragem 1 | 2 | 3
Produto Zotinar (Acetonido Prednacinolona)
Lote T001 - -
Data de Higienizacdo 14/06/2023 - -
Data de Amostragem 15/06/2023 - -
Inspecdo Visual

Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc - -
Auséncia de residuos de p6 em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C - -
Auséncia de manchas; C - -
Auséncia de odores; Cc - -
Area de trabalho limpa e arrumada; C - -
Auséncia de escoriagbes mecanicas; C - -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C - -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C - -
Critério de Aceitacdo C

Analise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra Branco 0,794 - -
(Dados Amostra A 0,741 - -
Brutos) | Amostra B 0,931 - -

Valor Amostra A -0,053 - -
Resultados
Valor Amostra B 0,137 - -
Critério de Aceitagdo <6
Anélise de Residuos de Substancia Ativa — HPLC (ppm)
1. Turbina ND - -
2. Escoamento ND - -
3. Fundo ND - -
Pontosde |4 parede ND - -
Amostragem -
5. P&de Agitacdo ND - -
6. Torneira de Saida ND - -
7. Borracha ND - -
Critério de Aceitacdo <43
Pesquisa Microbioldgica (UFC)
Branco <1 - -
1. Turbina (PC) 6 - -
2. Escoamento (Z) <1 - -
Pontosde |3- Fundo (PC) <1 - -
Amostragem [ 4. Parede (PC) <1 - -
5. Péade Agitagdo (PC) <1 - -
6. Torneira de Saida (2) <1 - -
7. Borracha (2) <1 - -
Critério de Aceitacdo <50
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Tabela 4.47. Resultados da Amostragem para Validacao de Limpeza da Maquina de Enchimento de Liquidos

Marchesini.

Equipamento: Maquina de Enchimento de Liquidos Marchesini

Amostragem 1 ‘ 2 ‘ 3
Produto (SA) Diclodent (Diclofenac)
Lote T003 T005 -
Data de Higienizacao 02/06/2023 | 30/06/2023 -
Data de Amostragem 05/06/2023 | 03/07/2023 -
Inspecdo Visual

Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; C C -
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C C -
Auséncia de manchas; C C -
Auséncia de odores; C C -
Area de trabalho limpa e arrumada; C C -
Auséncia de escoria¢fes mecénicas; C C -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; Cc C -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C C -
Critério de Aceitagdo C

Anélise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra | Branco 0,251 3,130 -
(Dados | Amostra A 1,210 4,640 -
Brutos) | Amostra B 0,840 4,200 -

Valor Amostra A 0,959 1,510 -

Resultados

Valor Amostra B 0,589 1,070 -

Critério de Aceitacdo <46
Anélise de Residuos de Substancia Ativa — HPLC (ppm)

Amostra A ND ND -
Amostra

Amostra B ND ND -
Critério de Aceitacdo <148

Pesquisa Microbiol6gica (UFC)

Branco <1* <1 -

Amostra

Amostra A Incontavel* 55 -
Critério de Aceitacdo <100

*Amostragem ndo efetuada segundo protocolo
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Tabela 4.48. Resultados da Amostragem para Validacao de Limpeza da Maquina de Enchimento de Liquidos

Strunck.

Equipamento: Maquina de Enchimento de Liquidos Strunck

Amostragem 1 ‘ 2 ‘ 3
Produto (SA) Rinerge (Cloridrato de Oximetazolina)
Lote T005 T006 T007
Data de Higienizacao 31/05/2023 | 29/06/2023 10/07/2023
Data de Amostragem 05/06/2023 | 03/07/2023 11/07/2023
Inspecdo Visual

Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; C C C
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C C C
Auséncia de manchas; C C C
Auséncia de odores; C C C
Area de trabalho limpa e arrumada; C C C
Auséncia de escoria¢fes mecanicas; C C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C C C
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C C C
Critério de Aceitagdo C

Anélise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra | Branco 0,105 3,080 0,091
(Dados | Amostra A 1,680 2,820 1,160
Brutos) | Amostra B 0,990 2,790 1,090

Valor Amostra A 2,433 -0,402 1,651
Resultados
Valor Amostra B 1,367 -0,448 1,543
Critério de Aceitacdo <3238
Pesquisa Microbioldgica (UFC/mL)
Branco lufc/3mL* <1 <1

Amostra

Amostra A Incontavel* 2 2
Critério de Aceitacdo <100

*Amostragem ndo efetuada segundo protocolo
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Tabela 4.49. Resultados da Amostragem para Validagdo de Limpeza da Maquina de Enchimento de Pomadas

Comadis.

Equipamento: Méaquina de Enchimento de Pomadas Comadis

Amostragem 1 ‘ 2 ‘ 3
Produto (SA) Zotinar (Acetonido Prednacinolona)
Lote T001 - -
Data de Higienizacéo 20/06/2023 - -
Data de Amostragem 20/06/2023 - -
Inspecdo Visual

Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; C - -
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C - -
Auséncia de manchas; C - -
Auséncia de odores; C - -
Area de trabalho limpa e arrumada; C - -
Auséncia de escoria¢fes mecanicas; C - -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; Cc - -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C - -
Critério de Aceitagdo C

Anélise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra Branco 5,790 - -
(Dados Amostra A 4,200 - -
Brutos) | Amostra B 5,250 - -

Valor Amostra A -1,590 - -
Resultados
Valor Amostra B -540 - -
Critério de Aceitacdo <4
Anélise de Residuos de Substancia Ativa — HPLC (ppm)
1. Fundo ND - -
2. [Escoamento ND - -
Alrjnoc:]sttc; Z;:m 3. Parede ND - -
4. Agitador ND - -
5. Peca do conjunto de distribuicéo ND - -
Critério de Aceitacdo <163
Pesquisa Microbioldgica (UFC)
Branco <1 - -
1. Fundo (PC) <1 - -
Pontosde |2. Escoamento (2) <1 - -
Amostragem |3,  Parede (PC) <1 - -
4. Agitador (PC) <1 - -
5. Peca do conjunto de distribuigéo (2) 4 - -
Critério de Aceitacdo <50
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Tabela 4.50. Resultados da Amostragem para Validacéo de Limpeza do Reator 150 L.

Equipamento: Reator 150 L

Amostragem 1 ‘ 2 ‘ 3
Produto (SA) Zotinar (Acetonido Prednacinolona)
Lote T0O1 - -
Data de Higienizacéo 12/05/2023 - -
Data de Amostragem 15/05/2023 - -
Inspecdo Visual

Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; C - -
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C - -
Auséncia de manchas; C - -
Auséncia de odores; Cc - -
Area de trabalho limpa e arrumada; C - -
Auséncia de escoria¢fes mecanicas; C - -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; Cc - -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C - -
Critério de Aceitagdo C

Analise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra Branco 1,310 - -
(Dados Amostra A 2,370 - -
Brutos) | Amostra B 2,540 - -

Valor Amostra A 1,060 - -
Resultados
Valor Amostra B 1,230 - -
Critério de Aceitacdo <10

Anélise de Residuos de Substancia Ativa — HPLC (ppm)

1. Parede ND - -
Pontosde |2. Escoamento 3,84 - -
Amostragem 3. Fundo ND - -
4. Torneira de Saida ND - -

Critério de Aceitacdo <71

Pesquisa Microbiol6gica (UFC)

Branco <1 - -
1. Parede (PC) <1 - -
AF;);SIS Z;:m 2. Escoamento (Z) Incontavel - -
3. Fundo (PC) <1 - -
4. Torneira de Saida (2) 1 - -

Critério de Aceitacdo <50
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Tabela 4.51. Resultados da Amostragem para Validacao de Limpeza do Reservatorio 250 L.

Equipamento: Reservatorio 250 L

Amostragem 1 | 2 | 3
Produto (SA) Rinerge (Cloridrato de Oximetazolina)
Lote TOO7 - -
Data de Higienizacdo 05/07/2023 - -
Data de Amostragem 06/07/2023 - -
Inspecdo Visual

Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc - -
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C - -
Auséncia de manchas; C - -
Auséncia de odores; Cc - -
Area de trabalho limpa e arrumada; C - -
Auséncia de escoriagbes mecanicas; C - -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; Cc - -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C - -
Critério de Aceitacdo C

Analise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra Branco 0,819 - -
(Dados Amostra A 0,295 - -
Brutos) | Amostra B 0,233 - -

Valor Amostra A -0,524 - -
Resultados
Valor Amostra B -0,586 - -
Critério de Aceitacdo <84
Anélise de Residuos de Substancia Ativa— TOC (ppm)
Branco 0,131 - -

Pontos de 1. Parede do Reservatorio 0,391 - -

Amostragem |2. Fundo do Reservatorio 0,295 - -
(Dados Brutos) (3. Tubo de Escoamento 0,239 - -
4. Torneira de Saida 0,204 - -
1. Parede do Reservatério 0,402 - -
2. Fundo do Reservatdrio 0,253 - -
Resultados

3. Tubo de Escoamento 0,167 - -
4. Torneira de Saida 0,113 - -

Critério de Aceitacdo <206

Pesquisa Microbiol6gica (UFC)

Branco <1 - -
1. Parede do Reservatorio (PC) 26 - -
AFr;?gsttc; Z;:m 2. Fundo do Reservatério (PC) 2 - -
3. Tubo de Escoamento (Z) Incontavel - -
4. Torneira de Saida (2) 33 - -

Critério de Aceitacdo <50
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4.3.1.1 Conclustes da Validacdo de Limpeza em Equipamentos Utilizados na Producéo de Me-

dicamentos

Na Tabela 4.52. apresenta-se um resumo dos resultados de validacao de limpeza em equipamentos

utilizados na producdo de medicamentos.

Tabela 4.52. Resumo dos Resultados de Validacdo de Limpeza em Equipamentos Utilizados na Producéo

de Medicamentos. (Parte 1/2)

Equipamentos Amostragens Ir\ljiréﬁgal\o e SUZE?:; i hlErelaEl e
CINC CINC CINC CINC
Amostragem 1 C C C C
Agitador Duplo Cone Amostragem 2 - - - -
Amostragem 3 - - - -
Amostragem 1 C C C NC
Agitador em Hélice Amostragem 2 C C C C
Amostragem 3 C C C C
Amostragem 1 C - C C
E%TitzjaosteBI rasfega de Amostragem 2 - - - -
Amostragem 3 - - - -
Amostragem 1 C - C C
Cémara de Pesagem Amostragem 2 - - - -
Amostragem 3 - - 5 -
Amostragem 1 C C Cc C
Eg:gggeneizador 200 L Amostragem 2 i ] ] -
Amostragem 3 - - - -
Amostragem 1 C C C NC
e e BIIMO. | pnostagen | c c c
Amostragem 3 = - 5 -
Amostragem 1 C C C NC
e o BN | postagem2 | c c c
Amostragem 3 C C C C
Maquina de Enchimento Amostragem 1 © e c ¢
de Pom_adas Amostragem 2 - - - -
Comadis Amostragem 3 = - = -
Amostragem 1 C C C NC
Reator 150 L Amostragem 2 - - - -
Amostragem 3 - - - -
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Tabela 4.52. Resumo dos Resultados de Validagdo de Limpeza em Equipamentos Utilizados na Producéo
de Medicamentos. (Parte 2/2)

Amostragem 1 C C C NC

Reservatorios 250 L Amostragem 2 - - - -

Amostragem 3 - - - -

O resultado da inspec¢do visual dos equipamentos mostrou-se sempre conforme como tal ndo po-
deria deixar de ser, uma vez que, caso algum dos critérios avaliados nao estivesse conforme impossibi-
litaria o prosseguimento das amostragens e conduziria a necessidade de nova higienizacdo do equipa-

mento e/ou da area de trabalho.

Em algumas das amostragens para analise de residuos em TOC, o valor do branco mostrou-se
superior ao valor das amostras, o que culmina num resultado negativo. O TOC é um equipamento muito
sensivel e cujos resultados sdo afetados pela existéncia de bolhas de ar nas amostras. Nestas amostra-
gens, a &gua purificada (5L) é transportada num recipiente grande e parte é passada para um recipiente
mais pequeno do qual sdo retiradas as amostras do branco, uma vez que os frascos ndo podem ser mer-
gulhados na agua de amostragem. Assim, devido a estas passagens a dgua nao se encontra totalmente
parada na altura da amostragem e é possivel que a dgua incorpore algumas bolhas de ar que afetardo os

resultados.

No entanto, como todos os valores das amostras, incluindo o branco, se encontram dentro dos
limites definidos no critério de aceitagdo, tomam-se estes resultados como conformes. Ainda assim, €
importante salientar que a agua usada na recolha de amostragens para TOC esteja parada de forma a

minimizar o ar incorporado nas mesmas.

A Unica excegdo ocorreu na Maquina de Enchimento de Pomadas Comadis, cujos valores de TOC
de todas as amostras, incluindo o branco, deram superiores ao critério de aceitagdo. Estes resultados
podem ser devidos & contaminacdo das amostras, uma vez que a amostragem se realizou na sala de
lavagens do setor. Adicionalmente, como as amostragens para analise de residuos de substancia ativa
em HPLC estavam, ndo s6 dentro do limite de aceitacdo, como ndo foi detetado num vestigio da SA, 0s
valores elevados de TOC podem dever-se a residuos de agentes de limpeza. Assim, considera-se o re-
sultado desta amostragem como ndo conforme e a recolha de amostras deve, ndo so ser efetuada num
local limpo livre de possiveis interferéncias, como se deve assegurar o enxaguamento suficiente do

equipamento apos a sua higienizacao.

Relativamente as amostras analisadas em HPLC para determinacdo de residuos de SA, todos se
mostraram conformes, ndo tendo sido detetados valores de SA superiores ao critério de aceitacdo em

nenhum equipamento.
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Quanto a analise microbioldgica, o Agitador em Hélice apresentou um resultado incontavel no
ponto de amostragem n° 1 o veio central. Apo6s colaboracdo das operadoras do setor, averiguou-se que
0 transporte do agitador da sala de lavagens para a sala onde normalmente é usado se fazia, algumas
vezes, recorrendo ao auxilio do veio central do mesmo, permitindo o contacto desta parte do equipa-
mento com as luvas do operador o que pode ter sido a origem da contaminacao verificada. Por forma a
colmatar esta ocorréncia, optou-se por especificar na instru¢éo de limpeza deste agitador e, de maneira
a prevenir situac6es semelhantes, também no Agitador Duplo Cone, que o saco de polietileno utilizado
para acondicionar o agitador ap6s higienizacdo deve cobrir ndo s6 a hélice do mesmo como também

toda a extensdo do veio central.

Nas Méaquinas de Enchimento de Liquidos, tanto a Marchesini como a Strunck, verificou-se uma
ndo conformidade na primeira amostragem devido a um resultado incontavel da gua de lavagem. Por
lapso, esta amostragem foi realizada com &gua purificada ao invés de agua desmineralizada estéril como
especificado no protocolo de validagdo para este método de amostragem. No entanto, apesar de a con-
tagem na amostragem ter sido elevada, o valor do branco mostrou-se conforme o que pode sugerir que
a elevada contagem ndo se deva exclusivamente a dgua utilizada na amostragem, mas também ao estado
de limpeza do equipamento. Como nas seguintes amostragens realizadas com agua desmineralizada
estéril a contagem microbioldgica se encontra dentro dos niveis aceitaveis para este critério para ambos
0s equipamentos esta amostragem devera ser excluida do relatério de validagdo, sendo efetuada nova

amostragem com o solvente adequado por forma a melhor concluir sobre a eficacia da higienizacéo.

Também o Reator 150 L e o Reservat6rio 250 L apresentaram ndo conformidades na contagem
microbioldgica num dos pontos amostrados. Verifica-se que estes pontos de amostragem, ponto n° 2 do
Reator 150 L e ponto n° 3 do Reservatorio 250 L, correspondem ao tudo de escoamento dos equipamen-
tos. Este local é de dificil acesso por parte das colaboradoras tornando a sua correta higienizagdo um
trabalho arduo, pelo que é um ponto de amostragem propenso ao crescimento de microrganismos. De
forma a colmatar a dificuldade de limpeza e promover a adequada higienizacdo do local alterou-se a
instrugdo de limpeza dos equipamentos. A alteragéo consiste na utilizacdo de um esfregdo com um cabo
(previamente higienizado com lixivia) contendo lixivia e que devera ser passado em toda a extensao do
tubo de escoamento até a torneira de saida antes do Gltimo enxaguamento com agua purificada abun-

dante para eliminar os residuos de lixivia.

Com as alteragGes introduzidas espera-se um melhoramento dos resultados obtidos nas amostra-
gens dos equipamentos de modo que seja possivel obter resultados conformes para finalizar a validacao

de limpeza dos equipamentos.
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4.3.2 Apresentacdo dos Resultados de Validacdo de Limpeza em Equipa-
mentos Utilizados na Producéo de Dermocosméticos

e Sele¢do dos Produtos Pior-Caso e Célculo dos Limites de Aceitacdo

A selecdo do produto pior-caso A para cada equipamento é realizada de maneira diferente uma
vez que os produtos produzidos nestes equipamentos ndo possuem substancia ativa. Desta forma, a
determinacgdo do produto pior-caso A deveria ser baseada huma analise de risco tendo em conta a
dificuldade de limpeza de cada produto produzido nos equipamentos. No entanto, como o fabrico dos
produtos da marca Barral é recente no setor ndo existem ainda dados historicos extensos sobre estes
parametros para todos os produtos. A alteragdo do local de producéo antigo para os Laboratorios Atral
processa-se de modo gradual, pelo que nem todos os produtos a virem ser produzidos estdo atualmente

a sé-lo.

Até a data da elaboragdo desta dissertagdo, o produto que apresentou mais dificuldades de limpeza
reportadas pelas operadoras do setor foi o Creme Gordo, no entanto, atualmente, o seu fabrico encontra-
se parado e nao foi definida uma estratégia de limpeza eficaz.

Adicionalmente, para além de assegurar a producdo dos produtos da marca Barral, os Laboraté-

rios Atral estdo também a desenvolver novos produtos a serem langados em nome da marca.

Desta maneira, a sele¢cdo do produto pior-caso através desta abordagem é dificultada. Assim, op-
tou-se por proceder a amostragem dos equipamentos ap6s producao, e respetiva higienizacgao, de todos
0s produtos da marca de Barral, por forma a recolher dados sobre a dificuldade de limpeza de cada

produto bem como da sua eficacia.

O pior-caso B também nao ¢ identificado pela menor dimenséo de lote dos produtos produzidos
no equipamento, uma vez gque, como muitos produtos sdo experimentais ou se encontram em fase de
testes de producdo, ndo tém a dimenséo de lote firmemente estabelecida. Desta forma, foi tomado como
dimensdo minima de lote pior-caso a capacidade do equipamento, caso este seja de pequenas dimensdes
uma vez que ndo se prevé alguma vez a producdo de lotes mais pequenos, ou a capacidade minima de
trabalho de certos equipamentos utilizados na producdo de cada produto, cujas dimensdes sejam gran-

des.

Tendo identificados o produto pior-caso para cada equipamento é possivel proceder ao céalculo
dos limites de aceitacdo para os testes relativos a analise de compostos orgénicos e a andlise de com-
postos ionicos. Na Tabela 4.53. encontra-se resumida a informacao necessaria ao célculo dos limites

analiticos para cada equipamento utilizado na producéo exclusiva de dermocosmeéticos.
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Tabela 4.53. Dados para o Calculo do Limite Analitico para os Equipamentos Utilizados na Producdo de Dermocosmeéticos.

Equipamento LRA DL SCEP LRS ASL VS LA
(ppm) (cm?) (hg/cm?) (cm?) (mL) (ppm)

Homogeneizador 300 L Turbomek 10 300 kg 89 234 33,62 13737,8 5000 31
Homogeneizador Melter 10 167 kg 87 890,18 19,00 6 096,65 5000 8
Homogeneizador Turbofix 10 650 kg 176 514,08 36,82 11 209,6 5000 28
Lok e bl e nie Biseegs g, 300 kg 9.006,8 3331 2227.4 5 000 50
Axomatic

Maquina de Enchimento de Cremes | 300 kg 10722,26 279,79 21845 5000 41
Axoblock

Maquina Doseadora Jolly 10 300 kg 6 536,1 459 15111 5000 46
Reservatérios 150L 10 150 kg 16 193,34 92,63 2 654,18 5000 16
Reservatérios 350L 10 350 kg 31557,3 110,91 4 272,57 5000 32

127




e Determinagdo dos Locais e Métodos de Amostragem

A selecdo dos locais de amostragem processa-se de igual modo ao j& estabelecido para os equi-

pamentos utilizados exclusivamente na producdo de medicamentos.

Como ndo sdo usados métodos especificos na analise das amostras destes equipamentos, ndo sdo
efetuadas zaragatoas para recolha de amostras para HLPC ou TOC, sendo estas apenas utilizadas na
pesquisa microbioldgica quando nédo é possivel o uso de placas de contacto. Nos equipamentos que ndo
conseguem ser sujeitos a amostragem com zaragatoas e placas de contacto para microbiologia esta é

efetuada por passagem de dgua desmineralizada estéril.

Para a recolha de amostras para analise de residuos de compostos organicos e de residuos de
substancias ionicas, a recolha de amostras é efetuada por passagem de agua purificada segundo especi-

ficado em 3.4.2 e 3.4.3, respetivamente.

Da Tabela 4.54. a Tabela 4.59. estdo apresentados os locais e métodos de amostragem utilizados
no processo de validacdo de limpeza de cada equipamento utilizado na producdo de dermocosmeéticos.

Nos casos particulares dos Homogeneizadores Melter e Tubofix, por serem de grandes dimensdes
a sua geometria ndo permite amostragem com zaragatoas e placas de contacto de maneira que, a amos-
tragem destes equipamentos é realizada por passagem de agua purificada para analise em TOC e Con-

dutividade e passagem de dgua desmineralizada estéril para pesquisa microbiolégica.
. Apresentacdo de Resultados de Validacéo de Limpeza para os Equipamentos Utilizados
na Producdo de Dermocosméticos

Com os limites de aceitacdo definidos para cada teste efetuado, os pontos e métodos de amostra-
gem definidos, foram efetuadas recolhas de amostras apds limpeza dos equipamentos. Da Tabela 4.60.

a Tabela 4.63. estdo apresentados os resultados de validagdo de limpeza por equipamento.
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Tabela 4.54. Pontos de Amostragem do Homogeneizador 300 L Tubomek.

Homogeneizador Turbomek

Ponto n°

Designacéo | da amostragem Ponto n°

Designacéo Local da amostragem

———

Loca

Tampa do Ho-
mogeneizador

(Microbiologia ":
-PC)

Parede Interna
do Homoge-
neizador

(Microbiologia
-PC)

Pa de Agita-
cdo

(Microbiologia i
-PC)

P& de Arrasto

(Microbiologia J-“‘
-PC)

Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia
PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.55. Pontos de Amostragem da Méaquina de Enchimento de Bisnagas Axomatic.

Maquina de Enchimento de Bisnagas Axomatic
Ponto n° Designacéo Ponto n° Designagéo Local da amostragem
:rr]\;e(;LorEﬁ\ghui: Interior da Co-
mento nexdo do Tubo
1 5 ao Depésito
(Microbiologia (Microbiologia F
-2) -2)
Agltadrglr Espi- Interior da
Tampa
2 6
(Microbiologia (Microbiologia
-PC) -PC)
Interior do De-
posito
3 - - -
(Microbiologia
-PC)
Interior Tubo
4 S - - -
(Microbiologia
-2)

Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica
Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia
PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.56. Pontos de Amostragem da Maquina de Enchimento de Cremes Axoblock.

Maquina de Enchimento de Cremes Axoblock

Ponto n° Designacgéo Local da amostragem

Ponto n° Designacéo Local da amostragem

. Interior da Co-
Injetor de Do-

nexdo da Agu-
sagem Iha ao Depésito
1 5
(M'Crft;flog'a (Microbiologia
-2)
Mangueira de Interior do
Conexédo Deposito
2 6
(Microbiologia (Microbiologia —
-27) PC)
Pega de Cone- Interior da
xd0
Tampa
3 7

(Microbiologia

(Microbiologia —
-2)

PC)

Interior Tubo

(Microbiologia
-2)

Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica
Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia

PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.57. Pontos de Amostragem da Méaquina Doseadora Jolly.

Maquina de Doseadora Jolly

Ponton® | Designacdo Local da amostragem

Interior Agu-
lha de Enchi-
mento

(Microbiologia
-2)

Interior da
Conexao da
Agulha ao

2 Depésito

(Microbiologia
-2)

Interior do
Deposito

(Microbiologia
-PC)

Interior da
Tampa

(Microbiologia
-PC)

Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbiologica
Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia
PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia

132



Tabela 4.58. Pontos de Amostragem dos Reservatorio 150 L.

Reservatoério 150 L

Ponto n° Designacédo Local da amostragem

e ]

Parede do Re-

servatorio
1
(Microbiologia
-PC)
Fundo do Re-
servatorio
2

(Microbiologia
-PC)

& 3
Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbioldgica
Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia
PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.59. Pontos de Amostragem dos Reservatorio 350 L.

Reservatério 350 L

Ponto n° Designacédo

Parede do Re-
servatorio

(Microbiologia
-PC)

Fundo do Re-
servatério

(Microbiologia
-PC)

Interior da
Tampa

(Microbiologia
-PC)

Ponto n°

Local da amostragem

Designacéo Local da amostragem

Tubo de Esco-
amento

(Microbiologia
-2)

Torneira de
Saida

(Microbiologia
-2)

Os quadrados brancos indicam as zonas a amostrar para pesquisa microbiologica

Z- Amostragem por zaragatoa para microbiologia
PC- Amostragem por placa de contacto para microbiologia
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Tabela 4.60. Resultados da Amostragem para Validacdo de Limpeza da Maquina de Enchimento de Cremes

Axoblock.
Equipamento: Maquina de Enchimento de Cremes Axoblock
Amostragem 1 2 3
Produto Creme Gel I'ntimP — | Gel intimo —
Hidratante Prevencao Conforto
Lote TO01 TOO1 TOO1
Data de Higienizacao 16/06/2023 | 29/06/2023 | 06/07/2023
Data de Amostragem 19/06/2023 | 30/06/2023 07/07/2023
Inspecdo Visual
Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc C C
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C C C
Auséncia de manchas; C C C
Auséncia de odores; C C C
Area de trabalho limpa e arrumada; C C C
Auséncia de escoriagbes mecanicas; C C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C C C
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C C C
Critério de Aceitacdo C
Analise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra | Branco 0,381 0,601 0,418
(Dados Amostra A 0,852 0,504 0,168
Brutos) | Amostra B 0,798 0,636 0,213

Valor Amostra A 0,471 -0,097 -0,250
Resultados
Valor Amostra B 0,417 0,035 -0,205
Critério de Aceitacdo <41
Anadlise de Residuos de Substancias i6nicas — Condutividade (uS/cm)

Amostra | Branco 0,831 0,783 0,912
(Dados Amostra A 0,884 0,821 0,989
Brutos) Amostra B 0,849 0,797 1,054

Valor Amostra A 0,053 0,038 0,077
Resultados
Valor Amostra B 0,018 0,014 0,142
Critério de Aceitacdo <43
Pesquisa Microbioldgica (UFC)
Branco <1 <1 <1
1. Injetor de Dosagem (Z) <1 <1 <1
2. Mangueira de Conexdo (2) <1 6 <1
Pontosde |3. Pecade Conexao (2) <1 <1 <1
Amostragem |4, Interior do Tubo (2) <1 <1 4
5. Interior da Conexdo da Agulha ao Deposito (Z) <1 Incontavel <1
6. Interior do Depdsito (PC) 6 - -
7. Interior da Tampa (PC) <1 - -
Critério de Aceitacdo <50
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Tabela 4.61. Resultados da Amostragem para Validacao de Limpeza da Maquina Doseadora Jolly.

Equipamento: Maquina Doseadora Jolly

Amostragem 1 2 3
Produto GPerIel\?etgg;o_ i i
Lote T001 - -
Data de Higienizacéo 29/06/2023 - -
Data de Amostragem 30/06/2023 - -
Inspecéo Visual
Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc - -
Auséncia de residuos de pd em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C - -
Auséncia de manchas; C - -
Auséncia de odores; C - -
Area de trabalho limpa e arrumada; C - -
Auséncia de escoriagbes mecanicas; C - -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C - -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C - -
Critério de Aceitagdo C
Anélise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra | Branco 3,790 - -
(Dados Amostra A 1,840 - -
Brutos) | Amostra B 2,480 - -

Valor Amostra A -1,950 - -
Resultados
Valor Amostra B -1,310 - -
Critério de Aceitacdo <46
Analise de Residuos de Substancias i6nicas — Condutividade (uS/cm)

Amostra Branco 1,165 - -
(Dados Amostra A 0,871 - -
Brutos) | Amostra B 0,930 i i

Valor Amostra A -0,294 - -
Resultados
Valor Amostra B -0,235 - -
Critério de Aceitacdo <43
Pesquisa Microbioldgica (UFC)
Branco <1 - -
1. Interior Agulha de Enchimento (2) Incontavel - -
Pontos de - ~ -
Amostragem 2. Interior Tubo de Conexéo ao Depdsito (Z) 1 - -
3. Interior do Depésito (PC) <1 - -
4. Interior da Tampa (PC) <1 - -
Critério de Aceitacdo <50
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Tabela 4.62. Resultados da Amostragem para Validacdo de Limpeza do Homogeneizador Melter.

Equipamento: Homogeneizador Melter

Amostragem 1 2
Produto l—?;?j;gi -
Lote T003 -
Data de Higienizacéo 19/06/2023 -
Data de Amostragem 29/06/2023 -
Inspecéo Visual
Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc -
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C -
Auséncia de manchas; C -
Auséncia de odores; C -
Area de trabalho limpa e arrumada; C -
Auséncia de escoriagbes mecanicas; C -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C -
Critério de Aceitagdo C
Anélise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra | Branco 0,088 -
(Dados Amostra A 1,400 -
Brutos) Amostra B 1,930 -

Valor Amostra A 1,312 -
Resultados
Valor Amostra B 1,842 -
Critério de Aceitacdo <8
Andlise de Residuos de Substancias i6nicas — Condutividade (puS/cm)

Amostra Branco 0,677 -
(Dados Amostra A 1,169 -
Brutos) Amostra B 1,275 -

Valor Amostra A 0,492 -
Resultados
Valor Amostra B 0,598 -
Critério de Aceitacdo <43
Pesquisa Microbioldgica (UFC)
Branco <1 -

Amostra

Amostra A Incontavel -
Critério de Aceitacdo <100
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Tabela 4.63. Resultados da Amostragem para Validacdo de Limpeza do Homogeneizador Turbofix.

Equipamento: Homogeneizador Turbofix

Amostragem 1 2 3
s | oo |
Lote TO01 TOO1 -
Data de Higienizacao 29/06/2023 | 06/07/2023 -
Data de Amostragem 29/06/2023 | 07/07/2023 -
Inspecéo Visual
Critérios Avaliados CINC
Componentes desmontados, lavados e secos; Cc C -
Auséncia de residuos de pé em toda a area, soldaduras, rebordos e sulcos; C C -
Auséncia de manchas; C C -
Auséncia de odores; C C -
Area de trabalho limpa e arrumada; C C -
Auséncia de escoriagbes mecanicas; C C -
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos; C C -
Auséncia de dedadas, restos de gordura e humidade. C C -
Critério de Aceitacdo C
Anélise de Residuos de Compostos Organicos — TOC (ppm)

Amostra | Branco 0,130 0,275 -
(Dados Amostra A 3,750 6,350 -
Brutos) | Amostra B 4,560 3,210 -

Valor Amostra A 3,620 6,075 -
Resultados
Valor Amostra B 4,430 2,935 -
Critério de Aceitacdo <28
Analise de Residuos de Substancias i6nicas — Condutividade (uS/cm)

Amostra Branco 0,742 0,665 -
(Dados Amostra A 1,294 1,224
BIUtos) [ Amostra B 1,209 1,476

Valor Amostra A 0,552 0,559
Resultados
Valor Amostra B 0,467 0,811
Critério de Aceitacdo <43
Pesquisa Microbioldgica (UFC)
Branco <1 <1
Amostra
Amostra A Incontavel Incontavel
Critério de Aceitacdo <100
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4.3.2.1 Conclus@es da Validacédo de Limpeza em Equipamentos Utilizados na Producéo de Der-

mocosméticos

Na Tabela 4.64. apresenta-se um resumo dos resultados de validacao de limpeza em equipamentos

utilizados na producdo de dermocosmeéticos.

Tabela 4.64. Resumo dos Resultados de Validagdo de Limpeza em Equipamentos Utilizados na Producéo

de Dermocosmeéticos.

) Ir\lj_pegal\o TOC Condutividade | Microbiologia
Equipamentos Amostragens IHO
C/NC C/NC C/NC C/NC
Amostragem 1 Cc C Cc C
Magquina de Enchimento de
Cremes Axoblock Amostragem 2 C C C NC
Amostragem 3 C C C C
Amostragem 1 C C C NC
Maquina Doseadora Jolly Amostragem 2 - - - -
Amostragem 3 - - - -
Amostragem 1 Cc C Cc NC
Homogeneizador Melter Amostragem 2 - - - -
Amostragem 3 - - - -
Amostragem 1 C C C NC
Homog_enelzador Amostragem 2 C C C NC
Turbofix
Amostragem 3 - - - -

Como j& verificado nos resultados para os equipamentos de producéo de medicamentos, também
na Méaquina de Enchimento de Cremes Axoblock e na Maquina Doseadora Jolly, alguns valores corres-
pondentes ao branco de TOC e Condutividade foram superiores aos valores das amostras o que culminou
em resultados finais negativos. Novamente, esta incoeréncia deve-se ao modo de amostragem dos bran-
cos que envolve dgua menos parada e com mais incorporacao de ar o que pode afetar os resultados. No
entanto, todos os valores amostrados, mesmo sem descontar o valor do branco, se encontram muito

abaixo do limite do critério de aceitacdo, pelo que se consideram conformes as amostragens.

Relativamente aos ensaios microbioldgicos, as Maquinas de Enchimento de Cremes Axoblock e
Doseadora Jolly mostraram-se nao conformes, tendo apresentado niveis microbiolégicos incontaveis
numa das amostragens. Tendo em conta os restantes resultados para 0s varios pontos de amostragem e
outras amostragens, conclui-se que a higienizagdo de locais mais reconditos pode ser imprevisivel. Por

forma a eliminar essa variabilidade e a higienizar os equipamentos mais eficazmente foi proposta uma

139




alteracdo a instrucdo de limpeza dos equipamentos em questdo. A alteracdo consiste na utilizacdo de um
esfregdo com um cabo (previamente higienizado com lixivia) contendo lixivia e que devera ser passado
em todas as pecas com espacos de abertura estreita que ndo consigam ser acedidos e esfregados de outra
maneira, antes do Ultimo enxaguamento com agua purificada abundante para eliminar os residuos de
lixivia.

J& para os Homogeneizadores Melter e Turbofix, todas as amostragens efetuadas apresentam-se
ndo conformes do ponto de vista microbiol6gico. Aquando da amostragem, a sua higienizagdo é feita
de modo manual recorrendo a uma mangueira ¢ detergente “Joel”. Por um lado, estes homogeneizadores
séo de grandes dimensdes pelo que dificultam a sua lavagem uma vez que para serem esfregados exigem
a utilizacdo de um cabo extensivel que ndo atinge a totalidade do interior do reator deixando muitos
locais por esfregar. Por outro, os homogeneizadores sdo utilizados exclusivamente para a producao de
cremes muito suscetiveis de contaminacao. Estas situagdes conjuntamente podem levar a condices fa-
voraveis para proliferacdo de microrganismos, que, sem a agao de um desinfetante, se tornam de dificil

remocao.

Uma das solugdes para o combate a proliferagdo de microrganismos e muito usado na esteriliza-
cao de equipamentos na inddstria médica, alimentar, farmacéutica, cosmética e no tratamento de aguas
residuais tem sido o uso de acido peracético (PAA), tendo demonstrado boas propriedades antimicrobi-
anas [76, 77].

E considerado como um bom desinfetante devido a eficacia contra a maioria dos microrganismos
e esporos bacterianos [75]. Devido as suas propriedades altamente oxidantes é eficaz na eliminagdo de
bactérias como Escherichia coli, Pseudomonas spp e Salmonella spp e virus [76]. A sua composicdo
consiste numa mistura de &cido acético (3 a 40%) e peroxido de hidrogénio (10 a 40%) em solucédo
aquosa [78]. Tem-se mostrado uma excelente alternativa a desinfetantes a base de cloro devido a sua
elevada reatividade e & natureza no toxica da sua decomposicéo [76, 77]. E soltvel em agua e comple-
tamente biodegradavel, a sua decomposi¢do origina acido acético e oxigénio molecular [77, 79]. No
entanto, em concentracdes elevadas é corrosivo, irritante para a pele e olhos e pode ter um cheiro desa-

gradavel semelhante ao do vinagre [79, 80]. E adequado para aplicacdes em CIP [77].

Nos Laboratorios Atral € utilizado o desinfetante Hydrex 4203 de &cido peracético na sanitizacao
das canalizacdes e filtros de agua. Assim, foi decidida a sua incorporacdo no procedimento de lavagem
destes homogeneizadores. A sua utilizacdo mais comum através de um equipamento CIP onde a sua
concentracdo devera cerca de 1 500 mg/L [81]. No entanto, uma vez que a unidade CIP dos Laboratérios
Atral ndo se encontra ainda em funcionamento para lavagem destes homogeneizadores, optou-se pela

introducéo manual deste desinfetante mantendo a proporcéo dentro do corpo do homogeneizador.
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https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pseudomonas

Assim, a alteracdo proposta a instrucdo de utilizacdo destes homogeneizadores é a adi¢do deste
desinfetante antes do Gltimo enxaguamento com agua purificada. Deste modo, devem ser adicionados
cerca de 3 kg de Hydrex 4203 ao Homogeneizador Turbofix de capacidade maxima 2 000 L e cerca de

1,5 kg ao Homogeneizador Melter cuja capacidade méaxima é 1 000 L.
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CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

A revisdo e célculo dos valores de PDE para humanos das substancias ativas foram efetuados com
sucesso e resultaram nos seguintes valores: Metocarbamol 320 mg/dia, Minociclina 812 mg/dia, Ceftri-
axona 2,5 mg/dia, Penincilina G Benzatinica 9,43 mg/dia, Cloridrato de Glucosamina 2 130 mg/dia,
Cefotaxima 25 mg/dia, Cetoconazol 50 mg/dia, Penincilina G Sddica 0,417 mg/dia, Penincilina G Pro-
crainica 23,81 mg/dia e Cefadroxil 5 mg/dia. Com os resultados obtidos é possivel a atualiza¢do, caso
necessaria, dos produtos pior-caso A em cada equipamento dos diversos setores nos quais sdo produzi-
dos os medicamentos compostos por estas substancias ativas de forma a melhor prevenir a contaminagéo

cruzada assegurando a seguranga do consumidor.

Para as substancias Metocarbamol e Minociclina foi adicionalmente calculado o valor do PDE
para animais tendo-se obtido os valores 6,4 mg/dia e 16,24 mg/dia, respetivamente. Estes valores sdo
importantes uma vez que ambas as substancias contactam com equipamentos utilizados no fabrico de
produtos veterinarios e, deste modo, é importante garantir que o produto a ser administrado em animais

ndo contém residuos de outros produtos que possam ser prejudiciais a saide dos mesmos.

A validacdo do método analitico TOC para determinacdo de Oximetazolina Cloridrato foi reali-
zada para dois métodos de amostragem, com zaragatoa (swab) e passagem de solvente (agua purificada).
O método ndo demonstrou a linearidade necessaria na gama de validacdo 50%LA a 200%LA (r <0,995),
pelo que a gama foi reduzida para 40%LA a 120%LA tendo demonstrado linearidade adequada dado

que o coeficiente de correlagéo obtido foi 0,996 (>0,995).

Ambos os métodos de amostragem demonstraram bons resultados de recuperacdo, em média, de
63,92% para amostragem com swab e de 80,94% para amostragem com passagem de agua purificada.
A validacdo deste método permite a analise desta substancia ativa quando é considerada a substancia
pior-caso A, apenas nos casos em que a superficie de amostragem do equipamento é aco inoxidavel, o

que sucede no Agitador em Hélice, Bomba de Trasfega de Liquidos SB1, Camara de Pesagem,

143



Reservatério 250 L e Maquina de Enchimento de Liquidos Strunck. Assim, esta validagdo permite a
analise da Oximetazolina Cloridrato de modo a averiguar e prevenir contaminagdo cruzada noutros pro-

dutos fabricados posteriormente no mesmo equipamento.

Relativamente as validacdes de limpeza foram realizadas amostragens em diversos equipamentos
envolvidos na producdo de medicamentos e dermocosméticos, os quais, o0 Agitador Duplo Cone, Agita-
dor em Hélice, Bomba de Trasfega de Liquidos SB1, Camara de Pesagem, Homogeneizador 200 L
Herba, Maquina de Enchimento de Liquidos Marchesini e Strunck, Maquina de Enchimento de Cremes
Comadis, Reator 150 L, Reservatorio 250 L, Maquina de Enchimento de Cremes Axoblock, Maquina
Doseadora Jolly, Homogeneizador Melter e Turbofix. Devido ao plano de produgéo ndo foi possivel a
amostragem dos restantes equipamentos do setor.

Para dar por concluida uma validacéo de limpeza, tém de ser obtidos trés resultados conformes
em todos os parametros avaliados. Apenas foi possivel realizar 3 amostragens no Agitador em Hélice,
Méaquina de Enchimento de Liquidos Strunck e Méaquina de Enchimento de Cremes Axoblock. No en-
tanto, a pesquisa microbioldgica nestes equipamentos resultou em valores ndo conformes numa das
amostragens. Também a Méaquina de Enchimento de Liquidos Marchesini, o Reator 150 L, o Reserva-
torio 250 L, a Maquina Doseadora Jolly, 0 Homogeneizador Melter e o Turbofix tiveram resultados

microbioldgicos ndo conformes.

Perante esses resultados, foram propostas alteracdes as instrucdes de limpeza utilizadas. Nomea-
damente, no Agitador em Hélice foi especificado que o saco de polietileno devera cobrir ndo sé as pas
do agitador como também todo o veio central por forma a evitar contaminagdes aquando da mudanga
de sala do equipamento, o que resultou na obtencéo de resultados microbioldgicos conformes nas amos-

tragens posteriores.

As Méquinas de Enchimento de Liquidos foram amostradas pela primeira vez recorrendo a agua
purificada ao invés de dgua desmineralizada estéril tendo essa amostragem resultado em valores ndo
conformes, no entanto, as restantes amostragens realizadas segundo o protocolo de validacdo obtiveram

resultados conformes em ambos 0s equipamentos.

Para os equipamentos onde a contaminagao foi elevada em locais de dificil acesso como tubos,
nomeadamente a Maquina de Enchimento de Cremes Axoblock, Reator 150 L, Reservatério 250 L e
Maquina Doseadora Jolly, foi proposto a lavagem destes locais com um esfregdo embebido em solucéo
de lixivia, cuja eficacia ndo foi possivel averiguar pois ndo foram efetuadas mais amostragens na maioria
destes equipamentos. Foi efetuada nova amostragem ao Reservatério de 250 L, cujos resultados ndo

estavam prontos a data do término desta dissertacéo.
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Quanto aos Homogeneizadores Melter e Turbofix foi também proposto a adi¢do de uma etapa no
processo de limpeza com Hydrex 4203, um PAA com elevadas propriedades desinfetantes, de modo a
controlar os resultados microbiol6gicos dentro dos critérios de aceitacdo, no entanto, nao foi possivel

averiguar o impacto desta alteracao pois ndo foram efetuadas mais amostragens nestes equipamentos.

Apenas um resultado de anélise de compostos organicos em TOC foi considerado como ndo con-
forme na Méaquina de Enchimento de Pomadas Comadis, tendo sido proposto um melhor enxaguamento
do equipamento de modo a eliminar residuos de agentes contaminantes como agentes de limpeza. Foi
efetuada nova amostragem a este equipamento, cujos resultados ndo se encontravam prontos a data de

término desta dissertacao.

Em concluséo, os valores de PDE das substancias ativas utilizadas nos diversos setores dos La-
boratdrios Atral foram revistos e calculados e 0 método analitico para determinacao de residuos de Clo-
ridrato de Oximetazolina foi validado com sucesso para dois métodos de amostragem. Foram elaboradas
as instrugdes de limpeza de 6 dos 8 equipamentos recentemente adquiridos para o setor FLP bem como
elaborados os protocolos de validagdo de limpeza para todos os 8 equipamentos, tendo sido também
revistos e atualizados os protocolos de validacdo de limpeza dos outros 13 equipamentos ja existentes
no setor. Através dos resultados provenientes da amostragem dos equipamentos no setor FLP, foram
propostas diversas alteragdes as instru¢@es de limpeza para que sejam mais robustas e demonstrem con-
sistentemente resultados dentro dos critérios de aceitacdo determinados. Adicionalmente, foi também
elaborado o plano de monitorizacdo de limpeza para todos os equipamentos presentes no setor FLP, a

ser efetuado recorrendo a amostragens para analise TOC e microbioldgica.

No entanto, terminada esta dissertacdo existem ainda varias amostragens a serem efetuadas futu-
ramente por forma a terminar a validagdo de limpeza dos equipamentos do setor assim como outros

pontos a complementar, dos quais:

— Avaliar os resultados obtidos das amostragens ao Reservatorio 250 L e Maquina de En-
chimento de Pomadas Comadis, por forma a avaliar se as alteracfes introduzidas condu-

zem ao resultado esperado;

— Repetir aamostragem microbioldgica a Maquina de Enchimento de Liquidos Marchesini

e Strunck utilizando agua desmineralizada estéril;

— Efetuar as amostragens em falta para os equipamentos com apenas uma ou duas amostra-

gens realizadas;
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Verificar, através da realizacdo de mais amostragens, se as alteragdes introduzidas sdo
suficientes para tornar o processo de limpeza dos equipamentos mais robusto e proporci-
onar a obtencdo consistente de resultados dentro dos critérios de aceitagéo;

Efetuar a validacdo de limpeza dos equipamentos em que néo foi possivel iniciar a reco-

Iha de amostras para o processo de validagdo;

Introducdo e desenvolvimento de métodos de limpeza automaticos com o equipamento

CIP, também recentemente adquirido no setor FLP;

Podem ainda ser validados novos métodos analiticos por TOC para determinagdo de ou-

tras substancias ativas manuseadas no setor.
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