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Esta dissertacéo esta escrita sob as regras do novo acordo ortogréfico.






Aos meus Pais
Aos meus Avos

Ao Pedro

“A persisténcia é o menor caminho do éxito”.

(Charles Chaplin)
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Resumo

A industria farmacéutica € uma inddstria de grande dimensédo e que exige a maior
gualidade possivel. No grupo AtralCipan, essa exigéncia ndo é esquecida e por isso se tem um
enorme cuidado ao nivel da limpeza dos equipamentos por forma a impedir contaminagdes
cruzadas. Os Laboratorios Atral tém vindo ao longo dos anos a realizar validagdes de limpeza
com o objetivo de mostrar e verificar que realmente as limpezas efetuadas aos equipamentos e

respetivas salas séo eficazes, ndao comprometendo nenhuma producéo.

A presente dissertacdo visa na validagdo de limpeza dos equipamentos do setor das
formas solidas orais cefalosporinas. O trabalho desenvolvido iniciou-se com a sele¢cdo dos
produtos pior-caso do setor através de uma analise de risco. Posteriormente, analisou-se cada
equipamento presente no setor (cdmara de pesagem, tamisador, misturador biconico,
compactadora, maquina de comprimir e despoeirador, bacias de revestimento e maquina de

blisterar) para identificagdo dos pontos criticos de limpeza dos mesmos.

Com base nas areas dos equipamentos e posologia dos produtos, calculou-se o limite
analitico para cada produto pior-caso e validou-se o método analitico por HPLC para cada um.
Os resultados destas duas valida¢des foram favoraveis, revelando que a pesquisa de residuos

de substéncia ativa através de HPLC é um método adequado e que pode ser utilizado.

O passo seguinte deste processo recai nas amostragens a efetuar a cada equipamento
consoante os pontos criticos identificados. As amostragens efetuadas incidiram sobre a pesquisa
de carbono orgéanico total, determinacédo de atividade microbiolégica e determinacéo de residuos
de substancia ativa. No geral obtiveram-se bons resultados, verificando-se que todas as
amostragens obtiveram resultados inferiores aos limites estipulados, existindo um desvio para o
misturador bicénico ao nivel da pesquisa de carbono organico total e dois desvios na

determinacéo de atividade microbiana na compactadora e maquina de blisterar.

O trabalho desenvolvido forneceu informagfes importantes a empresa, demostrando que
0 modo de limpeza dos seus equipamentos € apropriado, prevenindo futuras contaminacdes

cruzadas entre os diversos medicamentos fabricados.

Palavras-chave: validacdo de limpeza, equipamentos farmacéuticos, produto pior-caso,

TOC, microbiologia, substancia ativa
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Abstract

The pharmaceutical industry is a big market industry which requires the best possible
quality. In the AtralCipan Company group, such requirement is not neglected so that there is a
tremendous care concerning the cleaning of the equipment in order to avoid possible crossed

contamination.

The present dissertation is devoted to the cleaning validation of equipment from the
cephalosporins oral solid shape sector. The developed work has initiated with the selection of the
worst-case products in the sector, through a risk-analysis. Subsequently, each sector equipment
had been analysed (weighing chamber, a sieve, biconical mixer, compactor, compressing and

deduster machine, coating basins, and blister machine) for critical washing points identification.

Considering equipment area and product posology, the analytic limit had been computed
for each worst-case product and the analytical method was validated by HPLC for each one. Test
results for both validations showed to be satisfactory, revealing that the search for active

substance residues through HPLC is an adequate method and can be used.

The next step of this process consisted on the equipment sampling according to the
identified critical points. The performed samples were focused on total organic carbon searching,
microbiological activity determination and active substance residues determination. Generically,
good outcomes had been achieved, as verified by the sampling results which were lower than the
stipulated limits. In the case of the biconic mixer, a deviation in the total organic carbon searching
was observed and two deviations in the case of the microbiological activity determination in
compactor and blister machines.

The developed work supplied pertinent information for the Company, showing that the
cleaning process of their equipment is appropriate, which allows to prevent future crossed-

contaminations among the several produced medicines.

Keywords: cleaning validation, pharmaceutical equipments, worst-case product, TOC,

microbiology, active substance.
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Enquadramento e Motivacao

O grupo AtralCipan é um grupo farmacéutico integrado que produz principios ativos (APIs)
para a inddstria farmacéutica, mas também produtos acabados. A Atral comecou por ser uma
pequena farmacia situada em Alcantara, Lisboa, que com as oportunidades de crescimento que
foram existindo ao longo dos tempos, conseguiu aumentar o seu volume de vendas, tendo
contratado mais técnicos e construido as suas proprias instalacdes fabris para fazer face ao
movimento de exportagdo que criara. A Atral fabrica e comercializa diversos medicamentos,
produto acabado, e a Cipan dedica-se a producéo de antibiéticos.

Este grupo farmacéutico foi crescendo
sendo que atualmente é constituido por 5

I
empresas dirigidas pela Beirafina SGPS, SA [ Beirafina SGPS, SA ]

(vide Figura 1-1) [1]. I :
[ Pharbal ][ Vida ][ |.GEN ]

Os Laboratorios Atral, SA ao longo dos

anos tém vindo a desenvolver os seus Figura 1-1 - Organograma do grupo AtralCipan [1].
produtos de forma a dar aos seus clientes a maxima qualidade possivel. A sua producgéo incide
maioritariamente em antibacterianos, vitaminas e diversos medicamentos para combater
determinadas doengas do foro sanguineo, cardiovascular, digestivo, nervoso, musculo-
esquelético e respiratério [1], sempre de acordo com as Boas Praticas de Fabrico. A Atral divide-
se em dois edificios separados: o edificio 10 e o edificio 25. O edificio 10 que é composto por
quatro setores: Formas Liquidas e Pastosas Gerais (FLP — onde sdo produzidos xaropes,
pomadas, cremes e solu¢fes orais e nasais), Formas Soélidas Orais Gerais (FSO1 — produz-se
neste setor comprimidos, cépsulas, saquetas e implantes), Injetavel 3 (INJ3-UC — unidade
cefalosporinica onde sdo produzidos frascos e ampolas estéreis) e Formas Soélidas Orais
Cefalosporinicas (FSO3-UC — neste setor produzem-se comprimidos e pds para suspensdes
orais cefalosporinicos); tanto o setor Injetavel 3 como o FSO3 estdo ambos segregados do
restante edificio 10 por constarem de uma outra familia de produtos. O edificio 25 é composto
pelo Injetavel 2 (INJ2-UP — unidade penicilinica onde séo produzidos frascos e ampolas estéreis)
e pelas Formas Sdlidas Orais Penicilinicas (FSO2-UP - produzem-se comprimidos, saquetas,

cépsulas e pos para suspensdes orais penicilinicos).

Este trabalho teve como principal foco a validacédo de limpeza dos equipamentos do FSO3,
onde o objetivo principal é garantir que ndo existe contaminagéo cruzada entre producdes. Posto
isto, pretende-se avaliar quais as quantidades presentes de carbono orgénico total, se existe ou
ndo atividade microbiana e se esta presente alguma substancia ativa. Pretende-se que os
resultados obtidos estejam abaixo dos limites de aceitacdo impostos para cada teste a efetuar,

garantido assim a qualidade dos produtos produzidos neste setor.
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Qualidade na Industria Farmacéutica

1.1. A Qualidade e a sua Gestao

A qualidade de um qualquer medicamento produzido por uma inddstria farmacéutica é uma
guestdo de extrema importancia. Um medicamento é uma substancia que contém propriedades
curativas ou preventivas de doenca, pelo que deve ser o mais seguro e controlado possivel [2].
Assim, a qualidade de um medicamento ndo é da exclusiva responsabilidade da industria
farmacéutica que o produz, sendo que os distribuidores, farmacias, parafarmacias e também os
préprios consumidores tém um papel importante na sua preservacdo. Deste modo a industria
farmacéutica ao longo dos anos tem vindo a implementar regras e regulamentos com o objetivo
de controlar todo o processo de producdo de determinado produto, com vista a tornar o
medicamento 0 mais seguro possivel e com a qualidade pretendida. Tem vindo a ser
implementado o Sistema de Qualidade Farmacéutica que incorpora as Boas Préaticas de Fabrico
(GMPs) e a Gestéo de Riscos de Qualidade.

1.1.1.Sistema de Qualidade Farmacéutica

A gestdo da qualidade no ramo da industria farmacéutica envolve um conjunto de
procedimentos que sdo organizados e interligados de modo a garantir que determinado
medicamento contém a qualidade que se deseja. Alguns dos passos a adotar para garantir a

gualidade de um farmaco séo [3]:

— A concecao do produto € obtida através da implementagédo de um plano pré-definido, que vai
sendo melhorado continuamente, permitindo assim a entrega do produto com a qualidade
adequada;

— Os medicamentos devem ser desenvolvidos, produzidos e controlados de acordo com as
boas praticas de fabrico;

— Os resultados do produto e da monitorizacdo do processo devem ser analisados e levados
em conta na investigacdo de desvios e também antes da libertagdo do lote, de maneira a
evitar possiveis desvios;

— Apés a implementacdo de qualquer mudanca, deve ser realizada uma avaliagcao por forma a
provar que os objetivos para a qualidade estao a ser cumpridos;

— Nenhum medicamento pode ser vendido ou fornecido sem que antes esteja aprovado o
certificado do lote de producdo e que os requisitos de autorizacdo de comercializagédo e

producéo estejam conformes.

Com o pressuposto de cumprir todos os objetivos do sistema de qualidade farmacéutica, a
empresa deve periodicamente avaliar a sua gestao da qualidade, para verificar a conformidade de

todos os pontos ou introduzir melhorias no processo.
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Boas Praticas de Fabrico

As Boas Praticas de Fabrico, ou como sdo mais conhecidas as GMPs, sdo um conjunto de
regras que quando implementadas garantem que o medicamento esteja a ser produzido e

controlado segundo os padrfes de qualidade adequados e segundo o que é exigido pela

autorizacdo de introducéo no mercado [3].

Tanto a producdo do medicamento, como o controlo de qualidade devem obedecer as

regras exigidas pelas Boas Praticas de Fabrico:

— O processo de fabrico tem de estar definido e periodicamente deve ser revisto, de modo a
garantir que o medicamento tem a qualidade exigida e esta a ser fabricado segundo as suas
especificacdes;

— Todos os passos ou alteragdes do processo de producédo devem ser validados;

- E imprescindivel: pessoal qualificado, instalacdes, equipamentos e armazenagem
adequados, processos aprovados e ainda embalagens e rétulos corretos;

— Durante o fabrico do medicamento devem ser registados e depois guardados todos 0s passos
do processo em questdo de modo a comprovar que estdo a ser cumpridos todos os
procedimentos, quantidades e qualidade do produto;

— Deve existir um sistema que permita retirar do mercado um qualquer lote de um qualquer
produto, caso seja hecessario;

— Verificacdo das reclamacdes sobre os produtos, investigar as causas das mesmas e tomar
providéncias para que ndo voltem a ocorrer.

Gestao dos Riscos de Qualidade

Ao serem aplicadas as GMP’s, é necessario avaliar e estudar quais os possiveis riscos que
0 processo de producdo pode acarretar, por exemplo, caso exista algum desvio na producéo do
farmaco ou mesmo que as condi¢Bes de armazenamento do produto final ndo sejam adequadas.
Assim torna-se essencial que a empresa faca uma gestéo dos riscos de qualidade, por forma a
verificar que todos os pardmetros que envolvem a producdo do medicamento tém de ser
conformes, respeitando a qualidade pretendida e exigida. Deste modo € necessario identificar
guais os riscos que estao associados a producao e avaliar quais os danos que podem vir a causar

futuramente [4].
A gestéo dos riscos de qualidade, segundo a comissdo europeia, deve ter em conta que:

“A estimativa dos riscos para a qualidade deve basear-se no conhecimento cientifico e estar
fundamentalmente ligada a protecéo do doente; e o nivel de esforco, formalidade e documentagao

do processo de gestao dos riscos de qualidade deve ser proporcional ao nivel de risco.”[4]

Deste modo, a avaliacdo dos riscos de qualidade passa por seguir um procedimento de

andlise em que inicialmente se avaliam e identificam os riscos existentes, de seguida procede-se
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a uma analise e estimativa dos mesmos, e também se propdem formas de reduzir os riscos

identificados.

A metodologia a aplicar é vasta, porém nem todos os procedimentos existentes sdo
passiveis de serem aplicados nesta area, pelo que a industria farmacéutica tem vindo a
implementar métodos de avaliagdo de riscos reconhecidos tais como: andlise de modos de falha
e seus efeitos (FMEA), analise da criticidade de modos de falha e seus efeitos (FMECA), andlise
da arvore de falhas (FTA), analise de perigos e controlos de pontos criticos (HACCP), analise de

perigos operacionais (HAZOP), entre outras.

Especificamente neste trabalho, 0 método adotado para realizar a analise de risco foi a
FMEA. A andlise de modos de falha e seus efeitos é uma analise que fornece uma estimativa de
quais os modos de falha em processos e qual o seu possivel efeito no produto. E tido em conta o
grau de gravidade, a detetabilidade e as probabilidades de ocorréncia das possiveis
consequéncias de um risco. A FMEA é utilizada na industria farmacéutica essencialmente para
detetar falhas ou riscos associados a produc¢édo, sendo que o modo de classificagdo desta analise

€ através de um indice de risco, que quanto maior for, maior serd a probabilidade do risco ocorrer

[4].

1.1.2.Controlo da Qualidade

O Controlo da Qualidade esta diretamente relacionado com as Boas Praticas de Fabrico.
Caracteriza-se por ser um conjunto de amostragens, especificacdes e ensaios que tém de ser
efetuados tanto para as matérias-primas antes de serem utilizadas no processo de fabrico, como

para o produto final antes de este ser comercializado. Assim, sdo requeridos [3, 5]:

— Pessoal qualificado, instala¢g6es e procedimentos adequados, por forma a aprovar 0s ensaios
que irdo ser efetuados as matérias-primas, produtos intermédios e produto final,

— Amostras de matérias-primas, de produtos intermédios e finais e de materiais de embalagem
aprovados;

— Métodos de ensaios validados;

— Registos que comprovem que todas as amostras bem como os ensaios efetuados foram todos
realizados e estéo conformes;

— Que os produtos acabados estejam conforme a Autorizacdo de Introducdo no Mercado, ou
seja, que a quantidade de substancia ativa, tal como a composic¢éao e pureza do medicamento
estejam de acordo com o que € suposto;

— Um qualquer lote de determinado produto ndo pode ser comercializado sem que uma pessoa
qualificada possa garantir que todos os requisitos estdo conformes;

— Amostras em ndmero suficiente de matérias-primas e de produtos para o caso de, no futuro,
ser necessario fazer alguma verificagdo. Sdo retidas amostras de referéncia ou seja amostras
de matéria-prima, material de embalagem ou de produto acabado durante o prazo de validade

do lote e também amostras de retencdo que € uma amostra de uma unidade totalmente
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embalada do lote do produto acabado. A amostra de referéncia serve para o caso em que
seja necessario avaliar o produto em si, enquanto que a amostra de retencdo é guardada
essencialmente para futura identificacdo de por exemplo, numero de lote ou folheto

informativo.

Se forem cumpridos todos os requisitos e verificada a qualidade exigida do farmaco, entao
a empresa esta a fazer um bom trabalho no que respeita ao controlo de qualidade de matérias-

primas e produto acabado.

1.1.3.Requisitos Legais da Qualidade Farmacéutica

Em Portugal as entidades reguladoras que supervisionam os setores de producdo de
medicamentos sédo: o INFARMED, Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude |.
P. a nivel de medicamentos para uso humano e a DGAV, Direcdo Geral de Alimentagéo e
Veterinaria para os medicamentos de uso veterindrio. Sempre que exista um novo medicamento
para ser introduzido no mercado ou que sejam efetuadas alteracdes em um medicamento, é
obrigatorio que o INFARMED seja informado de tal para que possa conceder a AIM (Autorizacao
de Introdugcdo no Mercado). Periodicamente a indUstria farmacéutica que esteja a produzir
determinado medicamento, deve enviar para o INFARMED um relatério em como comprova a
seguranca do mesmo. O INFARMED, tal como a DGAV, efetuam regularmente inspecdes as
indUstrias farmacéuticas para verificar e garantir que todos os produtos, processos e

documentacao estdo conforme o que é suposto [2].

Relativamente a europa, a European Medicines Agency, EMA, é a agéncia responsavel pela
avaliacéo cientifica de medicamentos produzidos em industrias farmacéuticas da unido europeia,

ou seja é 0 0rgao europeu responsavel pela protecao da salde dos humanos e animais [6].

Quando um medicamento esta em vias de ser comercializado nos EUA, a FDA tem de o
aprovar. A Food and Drug Administration, FDA, no caso de produtos farmacéuticos, é responséavel
por proteger a saude publica, ou seja, assegura que os medicamentos para uso humano e

veterinario sdo eficazes e principalmente, seguros [7].

Resumidamente, qualquer uma destas entidades tem o objetivo e a missdo de garantir que
todos os medicamentos em comercializacdo nas suas zonas sd0 seguros, isto €, que o seu fabrico
esta autorizado e validado segundo as normas, mas também garantir que os produtos sdo dotados

da qualidade pretendida para o fim a que se destinam.
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Cada vez mais o estado da limpeza dos equipamentos e a qualidade da mesma se tem
tornado um aspeto bastante importante. Na indUstria farmacéutica os equipamentos utilizados
para a producdo de varios medicamentos podem ser 0s mesmos, 0 que é alterado é apenas o
medicamento que se esta a produzir no momento. Com isto, a FDA no seu regulamento, contém
um capitulo dedicado a limpeza, onde entre outros pontos, refere na guideline 21CFR 211.67
que: “Os equipamentos e utensilios devem ser limpos, ter uma boa manutencéo e higienizacéo
em intervalos apropriados para evitar problemas de funcionamento ou contaminacéo que alterem
a seguranca, identidade, forca, qualidade ou a pureza do medicamento”[8], isto &, qualquer
equipamento que contacte com o medicamento que esta a ser produzido, deve ser limpo e
higienizado de uma forma adequada para prevenir a contaminacdo entre medicamentos

diferentes.

A limpeza dos equipamentos farmacéuticos é um dos parametros que mais tem sido alvo
de implementagcdo de regulamentacdo por parte das GMPs, visto ser uma area critica que
influéncia diretamente a qualidade do medicamento [9]. Para prevenir situacdes de contaminagéo
do produto final tém sido aplicados e desenvolvidos protocolos de validagdo do método de

limpeza.

2.1. Possiveis Contaminantes dos Farmacos

A FDA afirma na guideline 21 CFR 820.70 que: “Cada fabricante devera estabelecer e
manter procedimentos para evitar a contaminagdo do equipamento ou produto por substancias
que podem ser razoavelmente esperadas que venham a provocar um efeito adverso sobre a

qualidade do produto” [10]

Esta é uma das condi¢des impostas pelas GMPs, deve ser prevenida e evitada qualquer
possivel contaminacao no produto final (vide Figura 2-1). Uma contaminag&o é composta por trés
fases: a fonte da contaminacgdo, substancias ativas anteriores ou residuos de agentes de
limpeza; o meio de propagacao, que podem ser 0s operadores ou 0 equipamento, no caso de

estar mal limpo; e o recetor, que é a producao seguinte [11].

= =

o el
Medicamento A: Medicamento B: Medicamento B:
Equipamento limpo no Producéo de B, Comprimidos ou
final da producdo, mas conjuntamente com capsulas
com residuos de SA ou residuos de SA do contaminados.
agente de limpeza. medicamento A ou

agente de limpeza.

Figura 2-1 - Esquema de possivel contaminacgédo no fabrico de medicamentos.
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Deste modo existem quatro tipos de possiveis contaminantes:

Agentes de Limpeza

Para a limpeza dos equipamentos sdo comummente usados agentes de limpeza, como
por exemplo: detergentes especificos (de caracter acido ou basico) para 0os casos em que a
substancia a remover tem solubilidade baixa e para os casos em que a substancia tem

solubilidade elevada até pode ser utilizada apenas agua [12].

Quando estes agentes de limpeza séo utilizados, deve-se ter em conta que apoés a limpeza
podem ficar alguns residuos dos mesmos no equipamento, pelo que se deve fazer uma analise

a estes residuos por forma a se analisar qual a quantidade dos mesmos.

Atividade Microbioldgica

A presenca microbiana € um dos parédmetros que deve ser avaliado, principalmente
guando o medicamento que foi produzido é um semissoélido, uma solugéo oral ou oftalmoldgica
[12]. Em qualquer producéo de um farmaco néo deve existir um excesso de atividade microbiana,

nem durante a producdo nem depois de efetuada a limpeza dos equipamentos.

De modo a controlar, mas principalmente evitar, que exista uma contaminag&o microbiana,
deve-se monitorizar a humidade das salas bem como dos acondicionamentos dos equipamentos

apos a limpeza [13].

Contaminantes por materiais diversos

Segundo as normas das GMPs, os equipamentos utilizados devem ser construidos em
materiais que ndo sejam porosos, ndo reativos, ndo aditivos e ndo absorventes. Porém, durante
a producéo pode existir a libertacao de revestimento de alguma superficie ou selante, e também

de lubrificantes das méquinas, o que néo é desejavel [12].

Por vezes também séo detetados filamentos de pincéis e de panos de limpeza, fragmentos

de luvas, papel e até mesmo pedacgos de metal [13].

Contaminacao cruzada

A contaminagédo cruzada entre diferentes medicamentos pode ter consequéncias graves
para o consumidor final. Caso figuem residuos de substancia ativa ou de um excipiente em algum
equipamento, esses residuos podem misturar-se com os compostos do medicamento seguinte
e quando este é ingerido pode provocar reacdes alérgicas no consumidor que podem afetar a

salde do mesmo.

Neste tipo de contaminacgdo, quando existem residuos da substancia ativa anterior, esta
pode vir a diminuir ou mesmo inibir a substancia ativa do medicamento que esta a ser formulado

no momento e por vezes até pode mesmo provocar uma troca de efeito pretendido [13].
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2.2. Procedimento e Validac&o de Limpeza

A validacdo de limpeza na industria farmacéutica tem sido uma questdo cada vez mais
abordada e analisada, pelo que a validacdo do processo de limpeza se tornou um dos

requerimentos das GMPs [14].

A validacao de limpeza é requerida para todos 0s equipamentos que estiveram em contato
com o produto ao longo da sua producdo, isto para comprovar a pureza do medicamento e
também a nao existéncia de contaminac&o microbiana ou cruzada. Com esta validacdo o que se
pretende é avaliar quais 0s contaminantes presentes e em caso afirmativo quantifica-los de
maneira a que futuramente os residuos que possam permanecer nos equipamentos nao irao

comprometer a qualidade e seguranca do medicamento [15].

Em termos de documentacgédo, tem de ser elaborado um protocolo de validacdo. Um bom
protocolo deve assegurar que o procedimento de validacdo de limpeza contempla véarios

elementos de estudo e que estes foram aprovados, validados.

Para garantir um procedimento de validacdo de limpeza do equipamento, € necessario

assegurar cinco elementos [16]:

— Uma instrucdo de limpeza por cada equipamento que esteja em contato com o produto
durante a sua producéo;

— Um método de ensaio que seja adequado e sensivel de modo a identificar niveis residuais
de substéancia ativa;

— Um limite residual real que mostre como o equipamento esta efetivamente limpo;

— Um protocolo que mostre como a validacéo foi bem sucedida, que seja assinado e aprovado

por técnicos especializados de diferentes areas.

A validagdo de limpeza comprova com um elevado grau de certeza se o procedimento de
limpeza foi efetivamente eficaz na remog¢éo dos residuos dos equipamentos. No entanto, a
realizacdo de validagbes torna-se vantajosa a varios niveis, como por exemplo a redugcédo dos
custos de qualidade, reducdo de tempo, menos lotes falhados e concordancia com as

regulamentacoes [9].

2.3. Plano Mestre de Validacdo de Limpeza

Um plano mestre de validag&o de limpeza, PMVL, tem como objetivo expor o estado das
valida¢cBes de limpeza para os equipamentos utilizados na producdo dos medicamentos, de
modo a comprovar que os equipamentos estdo bem limpos e higienizados, impedindo assim as

contaminacgdes ja descritas no ponto 2.1.

Para a elaboracdo de um plano mestre de valida¢do de limpeza, inicialmente torna-se

necessdaria a compreensdo das regulamentacées da FDA bem como das GMPs e também a
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recolha de informacao sobre os produtos, equipamentos e procedimentos de limpeza aplicados

na fabrica [17].

Apé6s a recolha destes elementos, torna-se possivel iniciar um rascunho ou mesmo o
documento final do plano mestre de validacdo de limpeza, que deve ser constituido pelos
seguintes pontos:

— As assinaturas de técnicos de diferentes areas do controlo/garantia da qualidade, em como
aprovam o documento redigido;

— O ambito e o objetivo;

— As responsabilidades, ou seja de quem é a responsabilidade da elaboracao e execuc¢édo do

plano;

— Referéncias, todos os documentos e procedimentos que foram consultados para a
elaboracéo do plano;

— O procedimento/estratégia de validacdo de limpeza (tabelas resumo em que sejam
especificados os produtos, equipamentos, procedimentos e agentes de limpeza; selecionar
as condi¢Bes para o teste a efetuar; escolher qual o método analitico a utilizar; determinacéo
dos limites);

— Os requerimentos para o protocolo/relatério finais;
— Cronologia das etapas a efetuar;
— Manutencéo da validagéo.

Depois do esboco efetuado, procede-se a organizagédo de toda a informacéo recolhida.
Inicialmente o plano mestre de validagéo de limpeza deve apresentar as varias atividades que o
mesmo impde. Num primeiro passo descreve-se o modo como as validacdes irdo ocorrer, ou
seja especifica-se quais os pontos-chave que devem ser tidos em conta em um processo de

limpeza e também como ir4 ser o plano de validacdes.

Sabendo quais sdo os produtos e 0s equipamentos em que passam, € possivel organizéa-
los em tabelas. Os produtos, podem ser agrupados por familias, enquanto que os equipamentos
estes podem ser organizados com base nos procedimentos ou agentes de limpeza, mas também
pela secgéo fabril. ApGs este ponto, € possivel identificar qual o equipamento e qual o produto
pior-caso. O equipamento pior-caso representa todos os equipamentos de determinada seccéo,
pois sera o que apresentar uma maior dificuldade de limpeza. Relativamente ao produto pior-
caso, este sera selecionado com base em determinados fatores como toxicidade, solubilidade e

frequéncia de producéo.

Um outro ponto a incluir no PMVL séo os critérios de aceitacdo da validagdo de limpeza:
critério de aceitacéo visual, microbioldgico (que inclui andlises microbiol6gicas) e quimico (que
inclui testes a substancia ativa do produto e ao agente de limpeza). Estes devem ser definidos

para demonstrar que a validagdo de limpeza que se esta a efetuar é valida, garantindo por isso

11
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a limpeza efetiva do equipamento. De seguida deve ser especificado qual o plano de amostragem

e também como devera ser desenvolvida a validacdo do método analitico.

Por fim, deve ser declarado qual o tempo de revalidacdo de uma validacao de limpeza ja
efetuada e também qual o tipo de controlo que o PMVL deve ter (ou seja sempre que seja
introduzido um novo farmaco, equipamento ou alteracdo de um procedimento de limpeza, o

PMVL deve ser alterado e avaliado novamente) [17].

2.4. Validacdo de Método Analitico para Validacdo de Limpeza

Uma validacao de limpeza implica necessariamente a aprovacao de um protocolo de
validacéo do método analitico utilizado para a pesquisa de residuos que possam estar presentes

apos a limpeza dos equipamentos.

Deste modo o primeiro passo a efetuar para desenvolver um protocolo de validacdo de um
meétodo analitico € determinar qual o objetivo do mesmo e como deve ser utilizado. A preparagéo
deste protocolo deve seguir um protocolo padréo, onde estédo descritos de forma clara os passos
a dar na elaboracdo do mesmo. Os passos a seguir na elaboracdo de um protocolo de validagéo

de limpeza sao [18]:

— Definir o objetivo e 0 &mbito do método analitico;

— Determinar qual a abordagem da valida¢éo e qual o método analitico a aplicar;

—  Preparar um procedimento de validacao;

— Definir os critérios de aceitacdo do método;

— Elaborar um método de ensaio provisério (pois podem ser efetuadas altera¢cdes ao longo do
processo de validagcao do método);

— Realizar experiéncias de pré-validacao;

— Ajustar os critérios de aceitacao se for necessario;

— Aprovar o protocolo elaborado;

— Executar a validac&o e avaliar os resultados obtidos;

— Efetuar o relatério, rever o mesmo e aprova-lo;

— Arquivar o protocolo e o relatério ja aprovados.

2.4.1.Escolha do Método Analitico a Aplicar

Um dos fatores que leva a concluir se um equipamento de producado esta efetivamente
limpo é o método analitico escolhido para a validagdo. O método analitico deve ser testado a
varios niveis de modo a demonstrar que sdo confiaveis os resultados obtidos através do mesmo.
Quando se delineia a estratégia de validagéo de limpeza, esta inclui obrigatoriamente a validagéo
de um método analitico, onde devem estar explicitos quais os parametros a estudar por forma a

garantir uma alta confianga nos resultados obtidos aquando da limpeza [19].
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Deste modo o método analitico deve ser capaz de [20]:

— Detetar a substancia em estudo a niveis dentro do limite de aceitacéo;

— Detetar a substancia em estudo aquando da presenca de impurezas que possam estar
presentes na amostra;

— Incluir uma forma de calculo que consiga converter um residuo da substancia encontrado
na amostra para 100%, isto se a recuperacao dos dados gerados indicar que a recuperacéo
esta fora do intervalo permitido;

— Garantir a estabilidade das amostras, sem possivel degradacédo das mesmas, desde que é

realizada a amostragem até a analise.

Existem varios métodos analiticos que podem ser utilizados para este tipo de estudo. No
entanto esses métodos podem ser especificos, se detetarem apenas um residuo ou nao

especificos, quando detetarem uma variedade de residuos (vide Tabela 2-1) [12].

Tabela 2-1 - Métodos analiticos especificos e ndo-especificos [12].

Métodos Especificos Métodos Nao-Especificos
Espectrometria préxima do infravermelho (NIR) Carbono Orgénico Total (TOC)
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) pH
Espectrometria a meio do infravermelho (MIR) Titulagédo

Absorcéo atomica Condutividade
Electroforese capilar Gravimetria
Ensaio de enzima imunossorvente (ELISA)

Numa validacdo de limpeza o que se pretende é confirmar que o equipamento esta
devidamente limpo, assim com este estudo pretende-se quantificar o minimo residuo que possa
existir. Por esta razao e verificando a Tabela 2-1, € necessario um método que seja especifico e
sensivel para que possa identificar possiveis residuos apés limpeza. O escolhido para avaliar a
presenca de substancia ativa neste estudo foi 0 método especifico de cromatografia liquida de

alta presséo (HPLC).

O HPLC é um método bastante usado em validacdo de métodos analiticos por ter uma
elevada sensibilidade gracas aos detetores que possui. Normalmente o detetor mais utilizado é
luz ultravioleta (UV), mas por vezes quando os residuos a detetar ndo sdo detetaveis via UV,
opta-se por outros como o detetor de disperséo de luz evaporativo (ELSD). O HPLC tem a grande
vantagem de ser altamente especifico, sensivel, e de ser possivel utilizar solventes organicos

para a amostragem com o swab, ndo interferindo estes com a andlise [12].

Também foi escolhido o método ndo-especifico de pesquisa de carbono organico total,

visto que se pretende procurar residuos de agente de limpeza e de excipientes. O TOC é um
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meétodo que pode ser aplicado para a detecdo de qualquer residuo, sendo que esse residuo deve
ser sollvel em agua pois o que se analisa € amostras de aguas. Este tipo de analise tem algumas
vantagens associadas tais como capacidade de detecdo de niveis baixos de carbono organico

total e rapidez de resposta [12].

2.4.2.Escolha do Método de Amostragem

Apbs a escolha do método analitico a aplicar, deve-se proceder a escolha do método de
amostragem. Esta escolha torna-se importante, pois deste modo é possivel incorporar testes a
este nivel durante a validacdo do método analitico, verificando assim quais as limitacdes do
método de amostragem relativamente a superficie a amostrar. A selecdo de um dos métodos de
amostragem deve ser consistente e ter como objetivo o de demostrar que uma possivel
quantidade residual de substancia que possa estar presente no equipamento possa ser
realmente detetada [12]. Existem diversos métodos de amostragem que serdo apresentados de

seguida:

Método de amostragem por swab

Este método baseia-se na eliminacéo fisica do residuo deixado no equipamento apés a
sua limpeza. Com um swab (zaragatoa feita de um material macio com a qual se efetuam
amostragens em superficies) humedecido com um solvente, esfrega-se uma zona da superficie
do equipamento, de seguida extraem-se com um volume conhecido de solvente os residuos de
substancia ativa que possam estar presentes no swab. Este residuo de substancia ativa é o que

se pretende determinar através do método analitico escolhido.

Método de amostragem por solucdo de lavagem

Neste caso, analisa-se uma amostra proveniente da dltima solugao de lavagem utilizada
para a limpeza do equipamento, e através desta verifica-se se existe residuo ou ndo de
substancia ativa. Deve ser conhecido o volume desta solucdo e também a &rea pela qual a

mesma passou.

Método de amostragem por placas

Neste método, placas, de area pré-definida, feitas do mesmo material que o equipamento
a ser limpo, séo afixados nho mesmo com o objetivo de passarem por todo o processo de fabrico

e limpeza. Ap0s estes dois processos as placas serdo analisadas.

Método de amostragem por solvente

Neste método é aplicado a superficie do equipamento um solvente que nao é o que é
utilizado para a limpeza do equipamento. Isto serve essencialmente para que seja possivel a
recuperacdo de outros residuos que possam estar no equipamento. Este tipo de amostragem

pode ser utilizado em conjunto com o método por swab.
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Método de amostragem por placebo

Este método baseia-se na producédo de um lote de placebo logo a seguir ao processo de
limpeza. O placebo deve ser idéntico ao produto que ira ser produzido de seguida, isto para
averiguar se existem residuos da limpeza ou SA no equipamento que possam passar para o

farmaco.

Método de amostragem por produto

Este método é idéntico ao anterior, mas neste caso € utilizado mesmo o produto e ndo um
placebo. E um método que requer a analise do produto que sera produzido de seguida, para

determinacéo de possiveis residuos do produto anterior.

Método de amostragem direta

Neste método ndo é utilizada superficie de contato para avaliar a limpeza da superficie
dos equipamentos. O que pode ser utilizado nesta avaliagado s&o outros métodos que néo exijam

contato com a superficie, tal como sondas de medic&o de espectrofotometria [9].

Foi escolhido o método de amostragem por swab para a detegdo de SA, pois € um método
gue se torna vantajoso em relacdo aos outros por diversas razdes: é diretamente amostrada a
superficie contaminada; tanto as particulas sollveis como as insolUveis sdo removidas da
superficie do equipamento para o swab; algumas zonas do equipamento dificeis de limpar podem
ser incorporadas no estudo, pois 0 swab consegue chegar a elas; pode ser aplicado para testes
microbiolégicos, de pesquisa de SA ou de residuos de agente de limpeza; e é um método

econdmico[8, 11].

2.4.3.Selecédo dos Piores-Casos

Na industria farmacéutica é frequente a utilizagdo dos mesmos equipamentos para a
producé@o de medicamentos diferentes, mas que pertencem a mesma familia. Deste modo é de
extrema importancia identificar qual o produto pior-caso que é produzido em determinado grupo
de equipamentos. Para tal, deve-se ter em conta que a substancia ativa, SA, de cada produto

apenas pode existir nesse mesmo produto.
Andlise de risco

Para determinar qual o produto pior-caso, efetua-se uma andlise de risco baseada na
andlise da criticidade de modos de falha e seus efeitos, FMEA (vide 1.1.1), em que sédo avaliados

os produtos produzidos segundo os seguintes parametros [21]:

— Solubilidade da SA em agua;
— Concentracdo da SA na formulacéo;

— Frequéncia de producao do farmaco;
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— Toxicidade da SA;

— Dificuldade de remocédo da SA dos equipamentos aquando da lavagem dos mesmos.

Para cada parametro sdo aplicados quatro indices de risco (Tabela 2-1) e a partir destes

consegue-se obter qual o indice de risco (IR) para cada produto através da Equagéo 2.1:
IRProdutoX = Equa(;éo 2.1
= IRConcentragéo de sA X IRToxicidade X IRFrequéncia de Produgio X IRDificuldac:le de Remogio X IRSolubilidade

O produto pior-caso sera aquele em que obtiver o indice de risco mais elevado. A tabela

2-2 mostra os indices de risco aplicados a selegéo do produto pior-caso.

Tabela 2-2 - indices de risco aplicados a selec&o do produto pior-caso.

Concentracéo de SA indice de risco Toxicidade @ indice de risco
Sem substancia ativa 1 Sem toxicidade 1
Baixo (< 30%) 2 Baixa (> 5000 mg/Kg) 2
Médio (31-70%) 3 Média (5000-600 mg/Kg) 3
Alto (> 71%) 4 Alta (< 600 mg/Kg) 4
Frequéncia de producéo @ | indice de risco Dificuldade de remocdo | indice de risco
Sem produgédo 1 Facil de remover 1
Baixa (< 4 lotes) 2 Dificuldade média 2
Média (5-15 lotes) 3 Dificil de remover 3
Alta (= 16 lotes) 4 Muito dificil 4
Solubilidade indice de risco
Muito soltvel (> 100 g/L) 1
Soltvel (10-100 g/L) 2
Pouco soltvel (1-10 g/L) 3
InsolGvel / Muito pouco solivel (< 1 g/L) 4

(1) Toxicidade expressa em DL50 em ratos.
(2) Frequéncia de Producéo expressa em numero de lotes por ano.

Célculo do Limite Analitico da Substancia Ativa

Em termos oficiais ainda ndo existem critérios definidos pelos quais se possa guiar para
determinar o limite analitico da substancia ativa. No entanto o trabalho desenvolvido por Fourman
and Mullen na Eli Lilly, tem sido o mais citado e utilizado, pelo que sera esse método o escolhido

para a determinacéo do LA [22].

Para determinar o limite analitico da substancia, é necessario recorrer ao calculo de outros

dois limites: limite de residuo aceitavel, LRA, e limite residual de superficie, LRS.
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Limite de Residuo Aceitavel

Com o calculo deste limite 0 que se pretende é determinar teoricamente qual a quantidade
da substancia ativa A que podera encontrar-se em quantidades residuais em um produto B que
seja produzido a seguir ao A. Este limite pode ser calculado de duas formas: baseado na dose

do residuo ou baseado na toxicidade do residuo.

Céalculo do LRA através da dose do residuo

Neste célculo apenas é necessaria informacao sobre a posologia dos produtos em estudo.
Para o produto A, é necesséria a minima dose diaria (mDd) de substancia ativa que pode ser
administrada e para o produto B é necessaria a maxima dose diaria (MDd) do produto que pode
ser tomada por um adulto. Ambas devem estar em concordancia ao nivel de unidades, ou seja,
devem ser expressas em mg ou g no caso de formas sélidas ou em mL ou L no caso de formas

liguidas ou pastosas.

Para além destas duas doses diérias, € também necessario considerar um fator de
seguranca que varia consoante a forma produzida: 0,01 para formas tépicas, 0,001 para formas
orais ou 0,0001 para injetaveis ou formas oftalmicas e produtos que estejam ainda em

investigacéo.

A férmula a aplicar neste caso serd a representada pela Equacéo 2.2. Caso o valor obtido
para o LRA seja superior a 10 pg/g, ou seja 10 ppm, deve-se considerar este mesmo valor como
o do LRA.

mDd de A

— el Equacéo 2.2
LRA = FS X \ipd de B

Calculo do LRA através da toxicidade do residuo

No caso de medicamentos recentes ou experimentais, em que as doses ndo estdo
completamente estabelecidas por exemplo, o LRA deve contabilizar o consumo aceitavel diario
(ADI — Aceptable Daily Intake) que representa o efeito tdxico da substancia no corpo. O ADI pode

ser obtido por duas formas:

a. Para substancias com poucos dados de toxicidade, através do valor do DL50 (minima
dose letal), valor este que representa o nivel de toxicidade que a substancia induz em
animais, normalmente é expressa em mg por peso do animal, em que metade dos
animais laboratoriais morreu. Deste modo convém converter o valor do DL50 para os
humanos. Esta converséo pode ser efetuada através de um fator de conversao entre
as espécies, que pode ser determinado empiricamente através de uma férmula
desenvolvida por Layton [23]. A férmula a utilizar no célculo do ADI por esta forma
seré:

ADI(mg/dia) = DL50 (mg/Kg) x P(Kg) X F Equacéo 2.3
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Sendo:

DL50 — minima dose letal, expressa em mg/Kg

P — peso do corpo humano, expresso em Kg, normalmente aplica-se 60 ou 70 Kg

F — fator que representa a multiplicacao entre o fator de seguranca, FS, e o fator de

conversao entre espécies

b. Para substancias em se possui o valor do nivel de efeito ndo observado (NOEL —
No Observable Effect Level), a férmula a aplicar sera idéntica a anterior:

ADI(mg/dia) = NOEL (mg/Kg) x P(Kg) X FS Equagéo 2.4

Sendo:
NOEL - nivel de efeito ndo observado, expresso em mg/Kg
P — peso do corpo humano, expresso em Kg, normalmente aplica-se 60 ou 70 Kg

FS — fator de seguranca que depende da via de administracéo

Deste modo, calculando o ADI para a substéncia ativa A pelo DL50 ou pelo NOEL, o

célculo do LRA seré efetuado através da Equacao 2.5.

ADI de A Equacdo 2.5

LRA (ug/g) = MDdde B

Tal como no célculo do LRA baseado na dose do residuo, caso o valor obtido seja superior

a 10 pg/g, ou seja 10 ppm, deve-se considerar este mesmo valor como o do LRA.

Limite Residual de Superficie

Uma vez determinado o limite de residuo aceitavel, o préximo passo é obter o limite
residual de superficie, tendo em conta a area da superficie dos equipamentos com 0s quais 0s
produtos contactam e também o ja calculado LRA. Este célculo depende da area superficial dos
equipamentos, e também da quantidade produzida do produto B.

TL

2y = — Equacéo 2.6
LRS (ug/cm*) = LRA X SCEP quag

Sendo:

LRA - limite de residuo aceitavel, expresso em ug/g

TL — tamanho de lote do produto B, expresso em g

SCEP - area da superficie do equipamento em contacto com os produtos, expresso em

m2, cm? ou mm?2
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Relativamente ao calculo do SCEP, este pode ser efetuado para apenas um equipamento
ou para todos os equipamentos pelos quais passem tanto o produto A como o produto B. No
caso de este calculo ser efetuado apenas para um dos equipamentos, entao sera para este que
a validacao de limpeza ira ser efetuada. Ao se considerar esta area, esta-se a considerar que

toda a superficie dos mesmos esta contaminada uniformemente.

Limite Analitico

Ap6s estabelecidos os dois limites anteriores, LRA e LRS, torna-se possivel o calculo do
limite analitico, LA.

O LRA e LRS nédo sao avaliados pelo procedimento analitico, mas o LA ja o é.
Normalmente é quantificada a substancia ativa presente em uma solugéo que é resultado do
swabbing efetuado numa pequena zona da superficie do equipamento, ou presente em uma
solucdo de lavagem do equipamento. Segundo isto, existem duas possibilidades de célculo para

o limite analitico:

Quando a amostragem é efetuada com swab

LA (ug/mL) = LRS X ASA x % Equacéo 2.7
Sendo:
LRS - limite residual de superficie, expresso em pg/cm?
ASA — area da superficie de amostragem, expresso em cm?
FR — fator de recuperacéo para a extracdo do swab, da substéncia ativa com o solvente
usado
VS — volume de solvente utilizado para a extragdo da substéncia do swab, expresso em

mL

Quando a amostragem é efetuada com solvente de lavagem

LA (pg/mL) = LRS x ASL x % Equacéo 2.8
Sendo:
LRS - limite residual de superficie, expresso em pg/cm?
ASL - area da superficie lavada, expresso em cm?
FR — fator de recuperacéo para a extracdo do swab, da substéncia ativa com o solvente
usado

VL — volume total de solvente de lavagem, expresso em mL

O valor encontrado para o limite analitico é o valor ao qual os resultados analiticos devem
obedecer. Este deve ser apropriado a validagdo de limpeza a efetuar, deve-se conseguir
determina-lo pelo método analitico escolhido e deve ser passivel de ser atingido sem dificuldades
[12], [22].
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2.4.4.Parametros da Validacdo do Método Analitico

De modo a saber quais os pardmetros que devem ser testados neste tipo de validagéo, a
ICH, USP e FDA, desenvolveram Guidelines onde especificam quais 0os parametros necessarios.
A ICH desenvolveu as Guidelines for Validation of Analytical Procedures (Q2(R1) - Analytical
Validation)[24], onde identifica quais os parametros a testar no procedimento de validacéo:
exatidao, precisao (repetibilidade, precisdo intermédia), especificidade, limite de detecéo, limite
de quantificacao, linearidade e robustez. Estes parametros sdo comuns aos exigidos pela USP,
sendo que esta no capitulo 1225 — Validation of Compendial Procedures [25], ainda refere como
pardmetro a incluir no estudo a gama, que esta associada a linearidade. Também a FDA faz
recomendagfes neste ambito, na secdo 211.165 — Testing and realease for distribution [26],
referindo que requer para este tipo de validagGes testes ao nivel da exatidao, sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade. Para além destes quatro pardmetros obrigatérios, a FDA ainda

aconselha testes ao nivel da recuperacao, e estabilidade das solu¢cbes analiticas [18].

Neste estudo foram efetuados testes aos seguintes parametros: limite de quantificagdo,
seletividade, precisao, repetibilidade, exatidao, linearidade e estabilidade do analito nas soluctes
analiticas e no equipamento, por forma a testar a maior parte dos parametros recomendados

pelas trés entidades referidas.

Tabela 2-3 — Comparacéo entre os parametros recomendados pela ICH, USP, FDA e os utilizados no
estudo [17, 23-25].

ICH USP FDA Utilizados no estudo
Exatidédo Exatid&o Exatidéo Exatidéo
Preciséo Preciséo Sensibilidade Preciséo
- Repetibilidade - Repetibilidade Especificidade - Precisao do sistema
- Precisédo intermédia | - Precisdo intermédia | Reprodutibilidade - Repetibilidade
Especificidade Especificidade Recuperacéo Seletividade
Limite de Detec¢éo Limite de Detecéo Limite de Detecgéo

Estabilidade das

Limite de Limite de ~ o
o o solugbes analiticas | |imite de Quantificacio
Quantificacdo Quantificacdo
Linearidade Linearidade e Gama Linearidade e Gama
i Estabilidade do analito
Robustez Robustez nas solucdes analiticas

e no equipamento
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Linearidade e Gama

A capacidade de obter resultados que sdo diretamente proporcionais as concentragdes
das amostras contendo o analito é definida por linearidade. A linearidade do método analitico
pode ser demonstrada através da analise de varias solucfes diferentes de concentracao de
analito elaboradas a partir de uma solucao-méae ou por pesagens em separado dos componentes

do produto.

Quando a analise é realizada com solu¢des de concentragdes de analito conhecidas, o
objetivo é obter respostas que sejam diretamente proporcionais a concentragéo. Esta avaliagédo
é efetuada através de um grafico em que no eixo das ordenadas sejam representadas as areas
dos picos e no eixo das abcissas as respetivas concentracbes, deste modo € possivel a
construcdo de uma regressao linear em que a interce¢do néo seja significativamente diferente
de zero, o que comprova uma gama linear. Para esta analise, a ICH recomenda que no minimo

sejam analisadas cinco concentracdes de analito diferentes.

Relativamente a gama para a qual o processo analitico ir4 ser validado, esta corresponde
ao intervalo entre a solucao de menor concentracdo e a solucao de maior concentracao de analito
gque tenham sido testadas na fase de apuramento da linearidade. Este intervalo comprova que o

procedimento analitico tem um bom nivel de preciséo, exatiddo e linearidade [23, 24, 26].

Preciséao

A precisdo de um método analitico é o grau de concordancia entre os resultados obtidos
pela aplicagdo sucessiva do método, a multiplas tomas de uma amostra homogénea. Pode ser

avaliada a dois niveis: precisao do sistema analitico e repetibilidade do método.
Precisd@o do sistema

A precisdo do sistema é analisada por forma a verificar qual a variagdo que o sistema
analitico utilizado pode estar a introduzir no processo de validagdo. Devem ser analisadas
solucdes analiticas de concentragdo conhecida e os respetivos desvios padrdo, sendo que a

partir destes se deve concluir sobre a precisao do sistema.
Repetibilidade

De modo a determinar qual a repetibilidade do método analitico devem ser estudadas,
sem alteracdo das condicBes experimentais, em swabs e placas de acgo-inox, onde sejam
aplicadas quantidades conhecidas de uma solugcdo analitica de concentragdo conhecida.
Segundo a ICH, esta andlise deve ser feita com um minimo de 6 determinagfes para cada e a

sua validade é comprovada pelo desvio padréo obtido nas respostas [23, 24].

21



A Limpeza dos Equipamentos na IndUstria Farmacéutica

Limite de Detecéo e Limite de Quantificacéo

O limite de detecdo e de quantificacdo estdo interligados no que diz respeito a sua
determinagdo. Assim deste modo é apresentada a Tabela 2-4 com o objetivo de uma melhor

percecdo dos mesmos.

Tabela 2-4 - Limite de Detecdo e Limite de Quantificacao [24].

Limite de Detecéo (LD) Limite de Quantificacéo (LQ)

Entende-se que € a concentragdo de analito | Entende-se que € a concentragdo mais baixa
mais baixa que o método analitico consegue | do analito que o método analitico consegue
detetar, mas ndo necessariamente quantificar | detetar e quantificar com exatidéo e precisao.
com valor exato.

Segundo a ICH, existem os seguintes modos de determinacéo:
Baseado na avaliagdo visual

O LD é determinado através da analise de | O LQ é determinado através da analise de
amostras de concentracdo de analito | amostras de concentracdo de analito
conhecidas e também através da | conhecidas e também através da
estabilizacdo de uma concentracdo minima | estabilizacdo de uma concentracdo minima
de analito que possa ser detetada com | de analito que possa ser quantificada e aceite
seguranca. com exatidao e precisao.

Baseado no sinal-ruido

A determinagédo € efetuada com base em respostas de amostras com concentragfes baixas
conhecidas de analito e respostas a partir de “brancos” ou de linhas de base sem picos visiveis.

Se arazao sinal-ruido for de 3:1 ou 2:1, entdo | Se a razao sinal-ruido for de 10:1, entdo o LQ
o LD obtido pode ser aceite obtido pode ser aceite

Baseado no desvio-padréo da resposta e do declive

A estimativa do LD pode ser calculada pela A estimativa do Il_((? pode ser calculada pela
formula; | p 3»:0 Equacéo 2.9 formula: 1 = TG Equagéo 2.10

Sendo o o desvio padrdo da regressdo e S o declive da curva de calibracdo.
S pode ser estimado a partir da curva de calibragéo construida para a linearidade, enquanto
o pode ser estimado por uma das seguintes formas:

Baseado no desvio padréo do branco:
A determinacao do o é efetuada analisando um numero adequado de amostras de “branco” e
do calculo do desvio padrédo dessas respostas.

Baseado na curva de calibragdo:

Ao ser estudada uma curva de calibracdo de solu¢cbes que contém o analito, consegue-se
obter o desvio padrdo da regresséo linear ou o desvio padrdo da intercecdo y da linha de
regressdo. Qualquer um destes desvios-padréo pode ser usado para o o.
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Exatiddo/Recuperacao

A exatiddo de um procedimento analitico é definida como a concordancia entre o valor real

convencional e o valor encontrado no estudo.
O valor real para avaliacdo da exatidao pode ser testado de duas formas:

— A primeira baseia-se em comparar os resultados obtidos no método com resultados
de referéncia ja estabelecidos, neste caso admite-se que a incerteza deste método
de referéncia é conhecida;

— A segunda assenta na andlise de solugdes com concentracdes conhecidas
comparando estes resultados com resultados reais de referéncia. Caso nao estejam
disponiveis materiais de referéncia, os resultados obtidos podem ser comparados a

uma amostra em branco de concentracéo conhecida.

A forma aplicada neste trabalho foi a segunda, em que se analisa qual a recuperacéo do
analito a dois niveis: recuperacéo do swab para o solvente e recuperacado da placa para o swab

e deste para o solvente.

A exatiddo deve ser testada em toda a gama de trabalho pelo que, a ICH recomenda que
sejam efetuadas no minimo nove determinacdes repartidas por trés niveis diferentes de
concentracdo. Assim, tanto para a recuperacéo do swab como para a recuperacédo da placa para

0 swab e solvente deverao ser testadas trés concentracfes com trés repeticdes cada uma.

Os resultados da exatiddo deveréo ser apresentados em percentagem de recuperagéo por
doseamento da quantidade adicionada conhecida do analito ao swab ou placa. Se os passos
realizados neste ensaio forem validados, o fator de recuperacdo determinado para diferentes

concentracdes sera utilizado para corrigir os resultados finais do estudo [24, 26].

Seletividade

A seletividade ou especificidade é designada como a capacidade do método para detetar
0 analito na presenca de possiveis interferentes existentes na amostra tal como impurezas,
produtos degradados, residuos dos swabs ou mesmo dos equipamentos, interferéncias
provocadas pelo solvente utilizado ou pelos agentes de limpeza [25]. Para a verificacdo da

seletividade do método analitico devem ser realizadas analises as seguintes amostras:

— Solucdes padréo de concentracdo do analito conhecidas, mas diferentes;
— Solvente utilizado;

— Solucdes contendo os agentes de limpeza;

— “Branco” de swab ou “branco” de placa;

— Amostras de recuperacdo de swab e de placa.
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A ICH enuncia que a seletividade s6é pode ser comprovada caso nao existam interferéncias
elevadas para com o0 analito, ou caso estas existam, que sejam baixas néo interferindo com o

mesmo [25].

Estabilidade do analito nas solu¢des analiticas e no equipamento

A estabilidade do analito € um dos parametros mais importantes a estudar numa validacéo
de método analitico. Ao serem efetuados diferentes testes de estabilidade torna-se possivel
determinar qual o tempo util entre a recolha das amostras para a validacdo de limpeza do
equipamento e a sua respetiva analise. O principal objetivo deste parametro € avaliar se a
substancia ativa se degrada ao longo do tempo pelo que deve ser estudada: a estabilidade da
solucdo problema e padrdo, estabilidade da substancia no equipamento e estabilidade do
produto no equipamento.

Todas as amostras utilizadas neste estudo, devem ser preparadas a partir de uma solucéo-
maée do analito preparada na hora com o solvente adequado e concentragdo conhecida. Tanto
para a estabilidade da solugéo problema e padrdo como para a estabilidade da substancia no
equipamento, as solugBes devem ser analisadas na hora e apés, no minimo, 6h, perante
condi¢des de temperatura ambiente com exposi¢do a luz e temperatura de frigorifico ao abrigo
da luz. No 2° tempo de analise deve ser preparada e analisada novamente uma solucdo méae
para verificar qual foi a degradacéo do analito através do desvio encontrado entre as respostas
obtidas [27].

Relativamente a estabilidade do produto no equipamento, esta pretende avaliar também
gual a degradacao do farmaco no equipamento, mas também qual o tempo maximo em que é
possivel produzir lotes seguidos. As condigBes deste estudo passam por deixar o produto em
uma placa de aco-inox durante X tempo a exposi¢céo da luz. A estabilidade € obtida através da

diferenca de resultados entre o dia zero e o dia X do estudo.

2.5. Validacao de Limpeza para cada Equipamento

ApOs a validacao e aprovacdo do método analitico a utilizar, segue-se a validagdo de
limpeza para cada equipamento utilizado na producdo dos farmacos. Antes de efetuar as
validacBes de limpeza, deve ser elaborado para cada equipamento um protocolo/relatério de

validacdo de limpeza que deve conter os seguintes pontos [9]:

— Cadigo interno da empresa, versao do documento e data;

— Verificac&o e aprovagédo do documento por elementos que integrem o setor da producao
e da garantia da qualidade;

— Objetivo do processo de validacéo;

— Responsavel pela execucgéo e aprovacao do estudo de validacao;

— O intervalo temporal entre o fim do processo de fabrico e o inicio do processo de limpeza;
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— O numero de ciclos de limpeza a serem testados;

— O procedimento de limpeza aplicado a cada equipamento ou peca especifica;
— Testes a efetuar a cada equipamento;

— Os procedimentos de amostragem e 0s pontos criticos para a mesma;

— Dados sobre o método analitico, caso sejam necessarios;

— Critérios de aceitagéo;

— Resultados e avaliacdo da validagéo;

— Discussao de possiveis desvios ao estudo;

— Conclusdes e recomendag0es;

— Critérios de revalidacao.

Os testes/amostragens a efetuar a cada equipamento s6 podem ser efetuados apés
limpeza de mudanca de produto para o caso do produto pior-caso A. Devem ser efetuados quatro

testes a cada equipamento:

Inspecéo Visual

Antes de ser efetuado qualquer um dos testes seguintes, deve ser efetuada uma inspec¢éo
visual ao equipamento e a sala onde o mesmo se encontra. Este pardmetro é um método de
detecdo na hora de custo nulo para a empresa e de extrema importancia, pois caso seja visivel
alguma sujidade no equipamento apdés o procedimento de limpeza, esta ndo deve ser

considerada e tem de se proceder a uma nova limpeza.

Segundo Fourman e Mullen, os residuos que poderdo encontrar-se em um equipamento
apenas sdo visiveis a olho nu a cerca de 4 pg/cm?, valor este que pode ser aumentado em caso
de utilizacdo de uma lanterna ou caso as substancias presentes no equipamento possuam cor
[22].

A inspecéo visual deve ser efetuada sempre antes de qualquer amostragem como forma

de garantir que todo o equipamento e respetiva sala se encontram limpos.

Pesquisa de Residuos de Detergente ou outro Agente de Limpeza

Quando se pretende pesquisar residuos de detergente ou de outro agente de limpeza,

normalmente é escolhido o método ndo-especifico de detecao do carbono orgéanico total, TOC.

A determinagcdo do TOC é um método indireto de contabilizar as substancias orgéanicas
presentes na agua para uso farmacéutico, mas também para avaliacdo da limpeza dos
equipamentos apés a producdo. A analise de TOC é bastante sensivel visto que consegue
detetar analitos em muito baixa concentracdo, em partes por bilido (ppb), no entanto qualquer

composto que contenha carbono orgéanico sera detetado e contabilizado [28].
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Qualquer aparelho de medicdo de TOC para aguas de utilizacdo farmacéutica, tem em
comum a oxidacao das moléculas organicas presentes na agua para produzir diéxido de carbono.
O aparelho, o que faz é acidificar a amostra sob uma atmosfera de azoto ou de outro gas inerte,
transformando o carbono presente na amostra em diéxido de carbono. De seguida, é quantificado
e removido o carbono inorganico, ficando apenas o carbono orgéanico para determinacgdo. Este
pode ser obtido através da subtracdo do carbono inorganico ao carbono total, devolvendo o valor
do carbono organico [29]. Em termos de limites, o recomendado € que os valores obtidos de
TOC sejam inferiores a 10 ppm [30], no entanto é possivel calcular teoricamente o valor esperado

através do Limite Analitico e da area do equipamento utilizada para esta analise.

A recolha destas amostras pode ser efetuada depois de uma limpeza de mudanca de
produto ou apés a limpeza da producédo de um outro produto que ndo seja 0 produto pior-caso

A, pois pretende-se analisar a presenca de residuos de detergente ou de agente de limpeza.

Pesquisa de Atividade Microbioldgica

A contaminag&@o microbiol6gica é um fator a ter em conta. Basta a existéncia de um unico
microrganismo e de condi¢des favoraveis (como temperatura adequada e alguma humidade) na
superficie do equipamento, para que este se desenvolva e se multiplique originando uma
contaminagdo consideravel. Por serem patogénicos, a presen¢a de microrganismos como E.

Coli, Salmonela ou Enterococcus deve ser nula [22].

Deste modo, as condi¢cdes de armazenagem do equipamento antes e depois da limpeza
devem ser consideradas e avaliadas com o objetivo de garantir a ndo proliferagdo microbiana
acima dos valores estabelecidos na legislagdo. Os limites recomendados para as superficies dos
equipamentos correspondem aos limites para placas de contacto com 55mm de didmetro, para

as classes C e D de areas limpas durante a producao (vide Tabela 2-5) [31].

Tabela 2-5 - Limites recomendados para contaminagao microbiolégica em areas limpas [31].

Classe Limite recomendado para contaminagao microbiana (UFC'’s / placa)
C <25
D <50

A amostragem microbioldgica pode ser efetuada depois de uma limpeza de mudanca de
produto ou apos a limpeza da produgédo de um outro produto que ndo seja o produto pior-caso
A, pois neste caso, a existéncia ou ndo de residuos de SA néo ira interferir com os resultados

desta analise.
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Pesquisa de Residuos de Substancia Ativa

A determinacao de residuos de Substancia Ativa é o parametro mais importante de uma
validacéo de limpeza. Esta pesquisa assenta na procura de residuos infimos que possam estar

presentes nos equipamentos apos a limpeza dos mesmos.

As amostras sao efetuadas aos equipamentos com recurso a swabs, e a analise das
mesmas é efetuada em um aparelho de HPLC, pois foi este 0 método de amostragem e o método
analitico escolhidos para a validacdo do método analitico, verificar o ponto 2.4.1 e 2.4.2. A
determinacdo da SA nas amostras é efetuada comparando os resultados das mesmas com o
resultado de uma solucdo padrdo de concentracdo igual ao limite analitico da substancia a
procurar. O que se pretende é que a pesquisa seja inferior ao limite analitico, pois caso contrario
(vide secéo 2.1) a existéncia de residuos de SA pode influenciar negativamente o efeito que se

espera do medicamento a produzir de seguida.

A amostragem para pesquisa de residuos de SA deve ser efetuada obrigatoriamente ap6s
a limpeza dos equipamentos aquando da producédo do produto pior-caso A, para que se possa

avaliar com exatidao a existéncia ou ndo de residuos de substancia ativa.

Estes quatro testes sdo imprescindiveis a uma validagéo de limpeza, sem a sua execucao
em pelo menos 3 lotes em que ocorra de seguida mudanca de produto, a validacdo de limpeza
do equipamento ndo sera considerada. Para além dos testes terem de ser realizados 3 vezes,
os resultados dos mesmos deverdo ser sempre inferiores aos limites pré-definidos para cada

avaliacéo.

Qualquer uma das amostragens deve ser recolhida e analisada o mais rapidamente
possivel. A amostragem a um dos trés lotes deve ser realizada ap6s no minimo 2 dias de ter sido
limpo o equipamento, isto para que se possa avaliar qual a validade da limpeza efetuada. Em
um outro lote deve ser criada a situacao de pior limpeza, em que neste caso 0s equipamentos

sé devem ser limpos depois de a producao ter terminado a pelo menos 24h.

27



A Limpeza dos Equipamentos na IndUstria Farmacéutica

28



Materiais e Métodos Utilizados

29



Materiais e Métodos Utilizados

Neste trabalho foram estudados dois farmacos diferentes, ambos pertencentes a familia
das cefalosporinas e produzidos na se¢do FSO3 dos Laboratérios Atral. Por motivos de
confidencialidade, ndo serdo especificados os medicamentos envolvidos no estudo nem as

substancias ativas dos mesmos.

3.1. Equipamentos incluidos no estudo

Os equipamentos a testar neste estudo pertencem todos a sec¢do do FSO3. Neste ponto,
apresenta-se 0s sete equipamentos com uma pequena descricdo dos mesmos e das suas
instrucdes de limpeza no caso de mudanca de produto. As descrigBes apresentadas de seguida
para o Tamisador, Misturador Bicénico, Compactadora e Maquina de Comprimir sdo relativas a
mudanca de produto para o caso do primeiro produto estudado. No entanto para o segundo
produto, o método de limpeza é o mesmo, diferindo apenas nas solucdes de lavagem utilizadas

ou seja, para este caso néo é utilizada a solucéo de lavagem de lixivia eletrolitica a 2%.

O detergente utilizado na limpeza dos equipamentos é neutro, contendo na sua
composicdo 5 a 15% de tensioativos anionicos, menos de 5% de tensioactivos ndo idnicos,
agentes acondicionadores e excipientes. A lixivia eletrolitica é composta essencialmente por

hidréxido de sédio.

Camara de Pesagem

A Céamara de Pesagem tem como principal funcdo a pesagem das substancias ativas e
excipientes, necessarios para producéo dos lotes dos produtos farmacéuticos. E composta por
uma balanca de prato assente no chdo, um registador de dados, uma bancada de apoio,
tomadas, fluxo laminar e lamelas para resguardo da zona.

A limpeza inicia-se aspirando toda a camara de
pesagem. De seguida, na sala de lavagem, prepara-se
uma solucdo de detergente diluindo 20mL de
detergente em 20L de 4gua. Com um pano adequado
embebido na solucéo anterior e um utensilio extensivel
passa-se toda a camara de pesagem, lavando-a de
seguida com agua quente. A mesa de apoio deve ser
lavada com um pano embebido na solucdo de
detergente e a balanca com um pano embebido com
agua quente. O chéo deve ser lavado com a solucao

de detergente e passado de seguida por agua quente.

No final todas as superficies tém de ser passadas por

agua purificada e secas com um pano seco.

Figura 3-1 - Camara de Pesagem.
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Tamisador

N

O tamisador tem como fungdo peneirar os pos que sao necessarios a producédo do
medicamento. E composto por uma parte cilindrica por onde € introduzido o pd, seguidamente
este passa por uma rede por forma a ser peneirado e sai por gravidade através do tubo de
descarga.

A limpeza do tamisador inicia-se com a aspiracéo de
todo o equipamento. Prepara-se de seguida uma solugédo de
lixivia eletrolitica~2% (cerca de 9L de agua + 400mL lixivia
eletrolitica) e uma solucao de detergente (cerca de 9L de 4gua
quente com cerca de 30mL de detergente). Primeiramente
lava-se todo o tamisador e respetivas pe¢as com a solucao
de lixivia eletrolitica e um pano adequado. De seguida lava-
se todo o equipamento e peg¢as com um pano embebido com
a solucdo de detergente. No final passa-se todo o tamisador

e respetivas pecas por agua quente e por agua purificada.

Figura 3-2 - Tamisador.

Misturador Biconico

O misturador bicénico a validar serve
essencialmente para misturar a substancia ativa
com os diversos excipientes que compdem uma
formulagdo. Este foi construido para ter uma
capacidade de 400L em ago-inox tipo 316L. Tem
uma tampa movivel na parte superior
(carregamento) e outra na parte inferior
(descarregamento).

A limpeza do misturador comega por um
enxaguamento com agua quente. De seguida,
enche-se 0 mesmo com agua quente até a marca

branca assinalada na Figura 3-3, adiciona-se

6,320L de lixivia eletrolitica, fecham-se as tampas

Figura 3-3 - Misturador Bicénico.

moviveis e coloca-se 0 misturador a rodar cerca
de 10 minutos. Com o misturador inclinado, retira-se a tampa maior e mergulha-se um pano nesta
solucado: limpa-se a tampa e a borracha da mesma. Seguidamente faz-se o escoamento da
solucao de lixivia eletrolitica e enxagua-se o0 misturador com agua quente. Os passos seguintes
sdo idénticos aos anteriores, mas em vez de se adicionar lixivia eletrolitica, adiciona-se cerca de
200mL de detergente. Apds estes procedimentos, coloca-se 10L de agua purificada no
misturador, fecha-se 0 mesmo, e fica a rodar durante 5min. Efetua-se o escoamento da agua e
passa-se com um pano seco por fora do misturador, pela tampa maior e borracha para retirar o

excesso de agua.
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Compactadora

A compactadora a validar é constituida por 2 rolos, uma tremonha de alimentag&o (com
agitador), transporte do p6 aos rolos por sem-fim, compactacdo em rolos e granulagdo. O
principio de funcionamento consiste na alimentacdo do p6é ao sem-fim, o qual promove o
transporte do pé até aos rolos. A distancia muito pequena entre os 2 rolos promove a
compactacao do pé, formando placas de pé aglomerado compactado. Essas placas caem por

gravidade no granulador, onde é feita a granulacéo e o p6 é recolhido por gravidade.

Para a limpeza é necessaria uma solucdo de lixivia
eletrolitica~2% (cerca de 9L de agua + 400mL lixivia
eletrolitica) e uma solucéo de detergente (cerca de 9L de agua
quente com cerca de 30mL de detergente). Inicialmente aspira-
se toda a maquina e respetivas pecas. Lava-se toda a maquina
com a solucgédo de lixivia eletrolitica. Seguidamente lava-se com
a solucdo de detergente, passa-se com &gua quente, de
seguida com agua purificada e seca-se a maguina com um

pano seco.

Relativamente as pecas da maquina, estas séo lavadas

com a solucéo de lixivia eletrolitica e de seguida com a solucéo

de detergente. Apds estes passos, as pecas sdo passadas por
agua purificada, espera-se que sequem e s&o acondicionadas  Figura 3-4 - Compactadora.
em sacos de polietileno bem rotulados.

Maquina de Comprimir e Despoeirador

A maquina de comprimir a validar é rotativa com 22 estacdes de compressdo. A
alimentacéo do po é feita por gravidade a matriz de distribuicdo do p6 (velocidade de distribuicéo
do pé variavel). A compresséo é efetuada por dois rolos, de altura ajustavel, em 2 estacdes - pré-
compressdo e compressao principal. Ainda contém uma rampa de descarga dos comprimidos
com estacéo de rejeicao.

A limpeza desta maquina comeca pela aspiragdo da mesma e respetivas pecas. De
seguida prepara-se uma solucéo de lixivia eletrolitica~2% (cerca de 9L de agua + 400mL lixivia
eletrolitica) e uma solucdo de detergente (cerca de 9L de agua quente com cerca de 30mL de
detergente). Com um pano embebido na solugdo de lixivia eletrolitica lava-se a estrutura da
maquina, o prato e respetivas pecas, com excecdo das matrizes e pungdes. Seguidamente

passam-se 0s constituintes anteriores por alcool a 96%. As restantes pegas da maquina, matrizes
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\ Figura 3-5 - Maquina de Comprimir (A) e
Despoeirador (B).

e puncdes sao lavados com a solucédo de detergente, passados por agua quente e no fim por
agua purificada. Apés este ponto, os puncdes e matrizes sdo passados com um pano embebido
em alcool a 96% e de seguida sao lubrificados com parafina. As restantes pecas, depois de secas
sédo colocadas em sacos de polietileno com rétulo adequado.

O despoeirador a validar serve essencialmente para fazer o despoeiramento dos
comprimidos. Este equipamento regula a frequéncia e intensidade de vibracéo, fazendo com que
0s comprimidos sejam transportados através de uma rampa, em forma de hélice perfurada. A
vibragao permite a libertagédo do p6 agregado ao comprimido, o qual é recolhido por um sistema
de aspiracdo. A descarga dos comprimidos é feita diretamente para uma barrica de
acondicionamento. Tal como para a maquina de comprimir, primeiramente o despoeirador é
aspirado. De seguida todas as pegas sdo lavadas com uma solugdo de lixivia eletrolitica e
posteriormente sdo lavadas com uma solucéo de detergente. Todas as pecas sdo enxaguadas
com agua quente e passadas por agua purificada. Depois de bem secas sdo acondicionadas em

sacos de polietileno bem rotulados.

Bacias de Revestimento

As bacias de revestimento séo de forma idéntica a uma esfera com uma abertura na parte
superior, onde sao revestidos os comprimidos. Na parte superior € por onde se introduzem os
comprimidos a revestir. Também nesta zona é onde se encontra a pistola que aplica a
suspensdao/solugdo de revestimento em forma de spray e ainda uma entrada de ar quente e uma

saida desse mesmo ar.

A limpeza das bacias comeca por adicionar as mesmas 57,3L de dgua quente e cerca de
2,670L de lixivia eletrolitica, colocando a mesma a rodar cerca de 15min. De seguida despeja-
se a bacia, adiciona-se mais 60L de agua quente e coloca-se a rodar 10min. Repete-se este

processo mais uma vez mas com 60L de agua purificada. No final seca-se a bacia com um pano
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adequado e cobre-se a mesma com um plastico para
evitar contaminagfes. Relativamente aos tubos de
extracdo e insuflacdo de ar quente, a limpeza dos
mesmos depende do tipo de revestimento aplicado
aos comprimidos se é do tipo opatint ou do tipo
opadry. Para o primeiro tipo, os tubos séo lavados
com uma solugdo de lixivia eletrolitica a 2%, de
seguida sdo passados por agua quente e por agua
purificada. Para o segundo tipo de revestimento,

apenas é utilizada agua quente e agua purificada.

Figura 3-6 - Bacia de Revestimento.

No final do processo de lavagem os tubos sédo bem

secos com um pano adequado e sdo acondicionados em sacos de polietileno bem rotulados.

Maquina de Blisterar

Este equipamento tem por funcdo enclausurar o produto (comprimidos ou cépsulas), por
meio de blister, de modo a assegurar a sua protecdo contra 0 meio exterior, facilitar a sua
identificacdo e transporte.

A alimentacdo de produto é feita através do enchimento do distribuidor (ndo visivel na
Figura 3-7). Os comprimidos descem pelos tabuleiros e depositam-se nos alvéolos respetivos
formados previamente na folha de formacéo. Posteriormente a folha de formacgédo recebe uma
pelicula na parte superior — folha de cobertura — fazendo-se a selagem dos alvéolos por meio de
compressdo de placas recartiihadas aquecidas. As opera¢bes seguintes contemplam a

codificacdo, pré-corte e corte dos blisters.

A limpeza da méaquina de blisterar consiste em aspirar toda a maquina, passar todas as
pecas e maquina com um pano embebido em &gua e seguidamente com um pano embebido em

alcool a 96%. No final, deve ser seca com um pano seco que nao largue fios.

Figura 3-7 - Maquina de Blisterar.
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3.1.1.Definicdo dos pontos criticos de cada equipamento

Os equipamentos acima descritos foram analisados no seu local de operacado e a partir
desta andlise foram identificados os pontos criticos de cada um para a amostragem

microbiolégica, analise de residuos de detergente e determinacao de residuos de SA.

Para a recolha das amostras para analise TOC foram escolhidas pegas pelas quais fosse
possivel a passagem da dgua com baixo teor TOC e a amostra fosse recolhida diretamente. Em
casos em que tal ndo serd possivel, escolhem-se determinadas pecas que possam ser
mergulhas em um recipiente que contenha agua com baixo teor TOC e a partir deste faz-se a
recolha da amostra. Relativamente as amostragens para determinacdo microbioldgica e
determinacé@o de residuos de SA, os pontos criticos foram escolhidos com base nos locais de
mais dificil acesso para a limpeza que poderdo por isso, ser sujeitas a mais acumulacao de

microrganismos e substancia ativa.

Os pontos criticos escolhidos por equipamento encontram-se da Tabela 3-1 a Tabela 3-7,
assinalados a preto os locais de recolha das amostras de substancia ativa (linha a cheio
corresponde a amostra A, enquanto que a linha a tracejado corresponde a amostra B) e a branco

os locais de recolha das amostras para determinacéo de atividade microbiana.

Tabela 3-1 - Pontos criticos de amostragem da céamara de pesagem.
A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbiolégica.

Camara de Pesagem

1 - Prato da Balanca de Chéo

2 - Lamelas
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Tabela 3-2 - Pontos criticos de amostragem do tamisador.

A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbioldgica.

1 - Rede

2 — Rebordo interno

3 — Saida de p6

(a amostragem para determinacdo de SA é
realizada na zona inferior e a amostragem
para a determinagéo de atividade
microbiana é efetuada na zona superior)
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Tabela 3-3 - Pontos criticos de amostragem para o misturador bicdnico.

A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbiolégica.

Misturador Biconico

1 — Rebordo interno da abertura larga com

tampa amovivel

2 — Borracha amovivel da tampa

3 — Bisel a meio do equipamento

(superficie lisa com uma curvatura)

4 — Ponto central entre os biséis

5 — Ponto central entre os biséis (do lado
contrario ao ponto 4)

6 — Tampa pequena

7 — Tampa grande

Tabela 3-4 - Pontos criticos de amostragem para a compactadora.

A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbioldgica.

Compactadora

1 - Rolos
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Tabela 3-4 - Pontos criticos de amostragem para a compactadora (continuagéo).
A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbioldgica.

2 — Deposito

(todas as amostragens sdo efetuadas na
parte interior)

3 - Sem-Fim

4 — Granulador

(A amostragem microbioldgica é efetuada
na peca do granulador. A amostragem para
pesquisa de substancia ativa é efetuada em

todo o granulador)

5 - Rede
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Tabela 3-5 - Pontos criticos de amostragem para a maquina de comprimir e despoeirador.
A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbioldgica.

Maquina de Comprimir e Despoeirador

1 — Base do sistema de alimentacado de

aranhas

2 — Prato da maquina

3 — Depésito de carregamento

(amostragens efetuadas no interior)

4 — Rampa de saida dos comprimidos
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Tabela 3-5 - Pontos criticos de amostragem para a maquina de comprimir e despoeirador.
A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbiolégica.

5 — Matrizes e Puncdes

(A amostragem microbioldgica é efetuada a
duas matrizes. A amostragem para
determinacgéo de SA é efetuada a duas

matrizes e dois pungdes.)

6 — Disco intermédio

7 — Disco inferior

Tabela 3-6 - Ponto critico de amostragem para as bacias
A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbiologica.

Bacias de Revestimento

1 — No interior da bacia

de revestimento.

2 — Rebordo da abertura
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Tabela 3-7 - Pontos criticos de amostragem para a maquina de blisterar.

A preto: amostragem para determinacdo de SA (linha a cheio para a amostra A e a linha a tracejado para a

amostra B); a branco: amostragem microbiolégica.

Méaquina de Blisterar

1 — Distribuidor

(amostragem microbioldgica efetuada na

parte interior com placa de contato)

2 - 1° Tabuleiro

(amostragem microbiol6gica com placa de
contato)

3 - 2° Tabuleiro

(amostragem microbiol6gica com
zaragatoa)

4 — Roda/Cilindro

(amostragem microbiol6gica com placa de
contato e zaragatoa - em locais diferentes)

5 - 3° Tabuleiro

(amostragem microbiol6gica com
zaragatoa)

Nota: na maquina de blisterar ndo é efetuada amostragem para determinagdo de residuos de substancia

ativa porque este equipamento ndo contacta com substancias ativas, isto porque os comprimidos ou

capsulas que aqui passam estao ja revestidos.
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3.2. Validacao do Método Analitico

Para este estudo foi necessaria a escolha de um método analitico apropriado (vide ponto
2.4.1). Como ja foi referido anteriormente, o método escolhido foi a cromatografia liquida de alta
pressédo (HPLC), por ser um método bastante sensivel e especifico, visto que o que se pretende
€ pesquisar residuos minimos de substancia ativa ou de outros possiveis contaminantes. No

anexo A.1 apresenta-se os protocolos desenvolvidos para a validagdo do método analitico.
3.2.1.Determinacgéo do Limite Analitico para o Primeiro Caso

Limite de Residuo Aceitavel

O primeiro caso a estudar foi o produto 1, cuja substancia ativa, SAl, exige um
procedimento de limpeza diferente dos outros farmacos produzidos no mesmo setor. A limpeza
dos equipamentos onde passa o produto 1, quando ocorre mudanca de produto, é feita de um
modo especifico utilizando um agente de limpeza também especifico, a lixivia eletrolitica. Deste

modo néo foi feita a sele¢do do produto pior-caso A, pois o produto 1 é o Unico pior-caso.

Relativamente ao produto pior-caso B, este difere consoante o equipamento. Para o
conjunto Camara de Pesagem, Tamisador, Misturador Biconico, Compactadora e Maquina de
Blisterar, o produto pior-caso B sera o Produto 8, enquanto que para o conjunto Maquina de

Comprimir e Despoeirador e Bacias de Revestimento sera o Produto 6.

Foi efetuada esta diferenciacao pois durante o processo de fabrico dos produtos no FSO3,
nem todos utilizam os mesmos equipamentos: os comprimidos revestidos passam em todos,
enquanto por exemplo as suspensdes orais ou capsulas apenas passam no primeiro conjunto
apresentado. Ambos os produtos pior-caso B foram escolhidos com base no menor tamanho de

lote produzido, consoante o conjunto de equipamentos (vide Tabela 3-8 e Tabela 3-9).

Tabela 3-8 - Tamanho de lote de cada produto produzido no FSO3.

Produto Tamanho
SA Nome Dosagem de SA Forma galénica | delote (g)
SA2 Produto 2 100mg/5ml - 120mL Susp. Oral 108 000
SA2 Produto 3 400mg Comp. revestido 110 000
SA2 Produto 4 100mg/5ml - 60mL Susp.Oral 54 000
SA2 Produto 5 100mg/5ml - 60mL Susp.Oral 79 500
SA2 Produto 6 400mg Comp. revestido 88 000
SA3 Produto 7 250mg/5ml -120mL Susp. Oral 156 000
SA3 Produto 8 500mg Cépsulas 29 000
SA3 Produto 9 19 Comp. revestido 130 000
SA4 Produto 10 250mg/5ml - 60mL Susp. Oral 168 000
SA4 Produto 11 500mg Cépsulas 168 000
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Nota: O Produto 3 e 6 contém ambos na formulagdo a mesma substancia ativa, mas os processos de

producao diferem ligeiramente. O mesmo acontece no caso do Produto 4 e 5.

Tabela 3-9 - Produto Pior-caso A e B por conjunto de equipamentos.

Cémara de Pesagem, Tamisador, Misturador o o
. o Maquina de Comprimir e
Biconico, Compactadora, Maquina de i ; .
; Despoeirador, Bacias de Revestimento
Blisterar
Produto pior-caso A: Produto pior-caso A:
Produto 1 Produto 1
Produto pior-caso B: Produto pior-caso B:
Produto 8 Produto 6

O célculo do limite de residuo aceitavel, LRA, baseia-se na posologia do produto,
designadamente na minima dose diaria (mDd) da substancia ativa SA1 e na méaxima dose diaria
(MDd) do produto pior-caso B. Também tem em conta um fator de seguranca, que para o caso
das formas solidas orais sera de 0,001. A férmula utilizada neste célculo (Equagéo 2.2), bem

como os dados e resultados obtidos por conjunto de equipamentos, encontram-se de seguida.

Cémara de Pesagem, Tamisador, Misturador Bicdnico, Compactadora e Maquina de
Blisterar
mDd (minima dose diéria) de SA1 = 250 mg (considerou — se a posologia mais baixa)
MDd (méxima dose didria) de B = 4640 mg
FS = 0,001 (fator de seguranca para formas solidas orais)

mDd de A 250 mg

LRA=FSX ————=0,001 Xx —
MDd de B 4640 mg

= 0,00005388 mg/mg = 53,88 X 107® mg/mg = 54 ug/g

Como 54 ug/gé superior a 10 pg/g entdo assume — se LRA = 10 pg/g.

Maquina de Comprimir e Despoeirador, Bacias de Revestimento
mDd (minima dose diéria) de SA1 = 250 mg (considerou — se a posologia mais baixa)
MDd (méxima dose diéria) de B =880mg x 1 =880mg
FS = 0,001 (fator de seguranca para formas sélidas orais)

mDd de A 250 mg
0,001 x

LRA=FS X ——— =
MDd de B 880 mg

=0,00028409 mg/mg = 284,09 X 107° mg/mg = 284 pg/g

Como 284 ug/g é superior a 10 pg/g entdo assume — se LRA = 10 pg/g.
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Limite Residual de Superficie

Este calculo serve essencialmente para contabilizar a area da superficie do equipamento

que contacta com os produtos (SCEP). Para tal, € necessaria a SCEP e também o tamanho de

lote (TL) do produto B. A Equacéo 2.6 é a formula a aplicar neste célculo.

O tamanho de lote para o Produto 8 € de 29 000 g; e para o Produto 6 é de 88 000g.

Como séo varios os equipamentos presentes neste estudo, entdo determina-se a SCEP

para cada um deles. Os calculos e respetivos resultados apresentam-se na Tabela 3-10.

Tabela 3-10 - Resultados obtidos para o LRS.

LRA TL SCEP LRS
(g/g) ) (cm?) (hg/cm?)
Misturador Biconico 10,0 29 000 28155,0 10,3
Camara de Pesagem 10,0 29 000 37497,7 7,7
Tamisador 10,0 29 000 7688,9 37,7
Compactadora 10,0 29 000 6430,2 45,1
Méagquina de Comprimir e Despoeirador 10,0 88 000 13751,5 64,0
Bacias de Revestimento 10,0 88 000 36742,5 24,0
Méquina de Blisterar 10,0 29 000 10007,2 29,0

Limite Analitico

Ap6bs a definicdo dos limites anteriores, ja € possivel obter os limites analiticos para cada

equipamento. Como ird ser utilizado o método de amostragem por swab, entdo tem de ser
contabilizada a area da superficie de amostragem (ASA), que é cerca de 10cm x 10cm=100cm?2.
Também é contabilizado o fator de recuperacdo (FR) para a extracdo do swab, da SA com o
solvente usado (utiliza-se o valor de 1 para este parametro pois assume-se teoricamente que se
tem uma recuperagédo de 100%). Consequentemente, também o volume de solvente de extracdo
(VS), 50mL, usado nesta etapa tem de ser contabilizado no LA. A férmula a utilizar é a Equacgéo

2.7 e os resultados obtidos encontram na Tabela 3-11.

Tabela 3-11 - Resultados para o LA.

LRS ASA = VS LA

(hglcm?) | (cm?) (mL) | (ug/mL)
Misturador Biconico 10,3 100 1,0 50,0 20,6
Céamara de Pesagem 7,7 100 1,0 50,0 15,5
Tamisador 37,7 100 1,0 50,0 75,4
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Tabela 3-11 - Resultados para o LA.

LRS ASA = VS LA
(Mg/lcm?) | (cm?) (mL) | (ng/mlL)
Compactadora 45,1 100 1,0 50,0 90,2
Maquina de Comprimir e Despoeirador 64,0 100 1,0 50,0 128,0
Bacias de Revestimento 24,0 100 1,0 50,0 47,9
Maquina de Blisterar 29,0 100 1,0 50,0 58,0

O limite analitico é o limite da concentracdo que é necesséria quantificar. Deste modo, o
valor a escolher para o LA deve ser o valor mais baixo, pelo que se escolhe a cAmara de pesagem

para efetuar a validacdo do método analitico para o Produto 1. (LA = 15,5 yg/mL= 15 pg/mL).

3.2.2.Determinacdo do Limite Analitico para o Segundo

Caso

De modo a determinar qual o produto pior-caso do FSO3 (excluindo o produto 1, pois este
tem a sua prépria validagdo de limpeza), € necessario elaborar uma analise de risco. Esta andlise
de risco consiste na atribuicao de indices de risco a determinados parametros relacionados com
0 produto. Os parametros a utilizar sdo a concentragdo de SA, toxicidade, frequéncia de
producéo, dificuldade de remocgdo e solubilidade. O modo como foi efetuada esta analise

encontra-se no ponto 2.4.3 — Analise de Risco.

A determinacgéo do produto pior-caso foi realizada com base no historial de producdo de
lotes no FSO3 de 2011 até 2014. Com base nisso foi possivel a constru¢do da Tabela 3-15,
através da qual se pode apurar que tanto o Produto 9 como o Produto 11 s&o os piores-casos
pelo fato de terem o indice de risco mais elevado. No entanto o Produto 11 é um produto que
apenas comecou a ser produzido em 2014 e por decisdo dos Laboratorios Atral optou-se por
efetuar a validacéo relativamente ao produto 9, por este ser produzido pelo menos desde 2011

em larga escala comparativamente aos outros produtos (mais de 9 lotes por ano).

Relativamente ao produto pior-caso B, para o conjunto de equipamentos Tamisador,
Misturador Biconico e Compactadora serd o Produto 8, enquanto que para a Maquina de
Comprimir e Despoeirador sera o Produto 6. Esta escolha foi feita com base nos menores
tamanhos de lote produzidos (vide Tabela 3-8) tendo em conta os produtos que passam em cada
equipamento. Os produtos pior-caso A e B para o segundo caso em estudo encontram-se na
Tabela 3-12.
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Tabela 3-12 - Produtos Pior-Caso por conjunto de equipamentos.

Tamisador, Misturador Bicénico,

Compactadora

Maquina de Comprimir e Despoeirador

Produto pior-caso A:
Produto 9

Produto pior-caso A:
Produto 9

Produto pior-caso B:
Produto 8

Produto pior-caso B:
Produto 6

Tal como para o Produto 1, os calculos e determinacdes a efetuar para determinacao do

limite analitico s&o idénticos. Apresenta-se de seguida 0s mesmos.

Limite de Residuo Aceitavel

Os dados a usar no calculo sdo a minima dose diaria (mDd) da substancia ativa SA3 e a
méxima dose diaria (MDd) do produto pior-caso B consoante o equipamento. E utilizada a

Equacéo 2.2 para este célculo.

Tamisador, Misturador Bicdnico, Compactadora
mDd (minima dose diéria) de A =500 mg (considerou — se a posologia mais baixa)
MDd (méxima dose didria) de B = 4640 mg
FS = 0,001 (fator de seguranga para formas sélidas orais)

mDd de A 500 mg _
001 x ————=0,00010776 mg/mg = 107,76 x 107 mg/mg = 107,8 ug/g

LRA =FSX ———— =0,
MDd de B 4640 mg

Como 107,8 pg/g é superior a 10 ug/g entdo assume — se LRA = 10 ug/g.

Méguina de Comprimir e Despoeirador
mDd (minima dose diéria) de A =500 mg (considerou — se a posologia mais baixa)
MDd (méxima dose diéria) de B = 880 mg
FS = 0,001 (fator de seguranca para formas so6lidas orais)

mDd de A 500 mg
0,001 x

LRA=FSX —— =
MDd de B 880 mg

= 0,00056818 mg/mg = 568,18 X 10™° mg/mg = 568,18 ug/g

Como 568,18 ug/g é superior a 10 pg/g entio assume — se LRA = 10 pg/g.

Limite Residual de Superficie

Também neste caso os célculos pela Equacao 2.6 sdo iguais aos do Produto 1A, visto que

0s equipamentos S&0 0S mesmos.

O tamanho de lote para o Produto 8 é de 29 000 g; e para o Produto 6 é de 88 000g.
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Tabela 3-13 - Resultados obtidos para o LRS.

LRA TL SCEP LRS
(ug/g) @) (cm?) (hg/cm?)
Misturador Biconico 10,0 29 000 28155,0 10,3
Tamisador 10,0 29 000 7688,9 37,7
Compactadora 10,0 29 000 6430,2 45,1
Maquina de Comprimir e Despoeirador 10,0 88 000 13751,0 64,0

Limite Analitico

Os dados para o célculo deste pardmetro através da Equacgéo 2.7, também sdo iguais aos

ja apresentados anteriormente.

Tabela 3-14 - Resultados para o LA.

LRS ASA = VS LA
(Mg/cm?) | (cm?) (mL) | (ug/mL)
Misturador Biconico 10,3 100 1,0 50,0 20,6
Tamisador 37,7 100 1,0 50,0 75,4
Compactadora 45,1 100 1,0 50,0 90,2
Maquina de Comprimir e Despoeirador 64,0 100 1,0 50,0 128,0

Observando os resultados obtidos na Tabela 3-14, e sabendo que o valor a escolher para

0 LA em uma validac@o deve ser o valor mais baixo, escolhe-lhe o misturador bicénico para

efetuar a validagdo do método analitico para o Produto 9. (LA = 20,6 pg/mL= 20 pg/mL).
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Tabela 3-15 - Analise de risco para determinac¢édo do produto pior-caso.

Produto Concentragéo » Frequéncia - Dificuldade | indice de
Solubilidade Toxicidade :
SA Nome Dosagem de SA Forma galénica de SA de produgéo deremocdo | risco
SA2 Produto 2 100mg/5ml - 120mL Susp. Oral 2 3 3 2 2 72
SA2 Produto 3 400mg Comp. revestido 3 3 2 2 2 72
SA2 Produto 4 100mg/5ml - 60mL Susp.Oral 2 3 2 2 2 48
SA2 Produto 5 100mg/5ml - 60mL Susp.Oral 2 3 1 2 2 24
SA2 Produto 6 400mg Comp. revestido 3 3 1 2 2 36
SA3 Produto 7 250mg/5ml -120mL Susp. Oral 2 2 2 2 2 32
SA3 Produto 8 500mg Capsulas 4 2 2 2 2 64
SA3 Produto 9 19 Comp. revestido 4 2 3 2 2 96
SA4 Produto 10 250mg/5ml - 60mL Susp. Oral 2 3 2 2 2 48
SA4 Produto 11 500mg Cépsulas 4 3 2 2 2 96
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3.2.3.Materiais Necesséarios ao Processo de Validacao

Analitica

Para ambas as validagGes do método analitico por HPLC foram necessarios os materiais

apresentados na Tabela 3-16: Optou-se por fazer esta apresentacéo pelo fato de a maior parte

dos elementos necessarios serem comuns a ambas.

Tabela 3-16 — Materiais, reagentes e condi¢cdes cromatograficas necessarios na

validagdo do método analitico.

Validacéo do método analitico

para o Produto 1

Validacéo do método analitico

para o Produto 9

Reagentes

- Agua Milli-Q

- Fosfato monobasico de
amaonio

- Metanol HPLC grade

- Metanol p.a.

- Detergente e lixivia
eletrolitica usados na

limpeza dos equipamentos

- Agua Milli-Q

- Acetato de sddio trihdratado

- Acido acético glacial

- Metanol HPLC grade

- Metanol p.a.

- Detergente usado na limpeza

dos equipamentos

Equipamento HPLC

Merck Hitachi Lachrom; Agilent 1100 Series

Condicdes

Cromatograficas

Coluna: Thermo, Betasil C1,

250x4mm, 5um
Fase médvel (620:380):

- Solucdo tampéo de fosfato
monobasico de aménio

- Metanol
Caudal: 1,5 mL/min

Comprimento de onda de

detecdo: 278nm
Volume de Inje¢céo: 10 pL
Tempo de corrida: 20 minutos

Temperatura da coluna:

ambiente

Coluna: LiChrospher C18,

25cm x 4mm, 5um
Fase mével (1564:400:30:6):

- Agua destilada

- Metanol

- Acetato de sdodio 0,5M
- Acido acético 0,7N

Caudal: 1,4 mL/min

Comprimento de onda de
detecao: 254nm

Volume de Injecéo: 20 pL
Tempo de corrida: 15 minutos

Temperatura da coluna:

ambiente
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Tabela 3-16 - Materiais, reagentes e condi¢c8es cromatograficas necessarios na validagao

do método analitico (continuagéo).

Validacéo do método analitico | Validagcdo do método analitico
para o Produto 1 para o Produto 9
Substéncias de Padrédo: SAl Padrdo: SA3
referéncia Comprimidos: Produto 1 Comprimidos: Produto 9
Vials 1,5mL, com septo e capsulados com aluminio
Frascos para fase movel 2000mL ; 2500mL
BalBes volumétricos 10mL, 20mL, 25mL, 50mL, 100mL, 200mL, 250mL, 1000mL
Provetas 25mL, 50mL, 500mL, 1000mL

Volumeétricas diferenciais: 1mL, 2mL, 5mL

Pipetas
Graduadas: 0,5mL, 2mL, 10mL
Micropipetas 2-200 pL ; 100-1000 pL
Filtros 0,45 uym
Placas Ago-in6x polido de 100cm? (10cm x 10 cm)
Frascos de Amostragem 150mL, com tampa Astra
Material de amostragem Swab (“large alpha swab” — Tx714A_Texwipe)
Banho de ultrassons Bandelin Sonorex RK 100; Brandson 5210
Mettler-Toledo AG 204 Mettler-Toledo AG 204
Balancas
Mettler-Toledo MS105DU Mettler-Toledo AT250

3.2.4.Processo de Validacdo do Método Analitico

Preparacdo das solugdes e fase mével utilizadas

e Para o caso do Produto 1:

Fase Movel

Para a solucao tampao de fosfato monobéasico de amanio 0,2M, pesou-se 23,0g de fosfato

monobdsico de amonio para baldo volumétrico de 1000mL, ao qual se adicionou agua.

Para preparar a fase movel, retirou-se 620mL da solucdo tampé&o anterior para um frasco
de 1000mL e adicionou-se 380mL de metanol HPLC grade. Ao longo do estudo para este produto

foi necessaria a preparacgao de varios litros de fase mével.

50



Materiais e Métodos Utilizados

Solucdes

Preparou-se uma solucéo inicial com a substancia ativa padrao SA1 do seguinte modo:
pesou-se 15mg do padrdo para um baldo volumétrico de 50mL ao qual foi adicionado metanol.
A partir desta solucéo inicial, através de diluicbes, preparam-se as 5 solucdes a testar. A
quantidade a transferir da solucéo inicial para as outras solu¢des depende da concentracdo que
se pretende, por exemplo, para a solucdo de concentracdo ao limite analitico (15ug/mL)
transfere-se 5mL da solugédo inicial para baldo volumétrico de 100mL, ao qual se adiciona
metanol. Para as outras 4 solu¢cdes o método é idéntico. As quantidades a transferir consoante
a concentracao que se pretende estdo indicadas na tabela seguinte.

Tabela 3-17 - Solugdes a utilizar no processo de validagdo — produto 1.

Peso da substancia padréo Volume do balao Concentracao
Solugdes
(mg) (mL) (Hg/mL)
Solucao inicial 15,0 50,0 300,0
Transferir da solucgéo inicial
(mL)
LA 50% 5,0 200,0 7,5
LA 75% 7,5 200,0 11,3
LA 5,0 100,0 15,0
LA 150% 1,5 20,0 22,5
LA 200% 2,0 20,0 30,0

Também é necessaria a preparagdo de uma solucdo de contaminacgdo para as placas e
swabs. Esta prepara-se pesando 93,75mg de padrdo de SA1 para baldo volumétrico de 25mL,
ao qual se adicionou metanol. A quantidade a pesar é calculada com base na Equacgéo 3.1, em
que: LA — limite analitico, 15 pg/mL

Va — volume de aplicacdo na placa ou swab ao nivel do LA, 0,2 mL
Vs — volume de solvente na amostra, 50 mL
Vi — volume inicial do baldo, 25 mL
LA X Vg X V; N
Q(mg) = X 1000 Equacéo 3.1
As 7 solucdes apresentadas foram colocadas no frio durante o decorrer da validagdo com

0 objetivo de evitar que a substancia ativa 1 degrada-se.

e Para o caso do Produto 9:

Fase Moével

Para a solucdo de acetato de sédio 0,5M, pesou-se 17,0g de acetato de sédio trihidratado

para baldo volumétrico de 250mL, ao qual se adicionou agua.
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Para a solucdo de &cido acético 0,7N, transferiu-se 4,2mL de acido acético glacial para

baldo volumétrico de 100mL que ja continha 50mL de agua. Perfez-se o volume com agua.

Para preparar a fase mdvel colocou-se, em um frasco de 2500mL, 1564mL de agua e
400mL de metanol HPLC grade. Transferiu-se 30mL da solucao de acetato de sédio 0,5M e 6mL
da solugao de acido acético 0,7N para este frasco. Ao longo do estudo para este produto foi

necessaria a preparacao de mais litros de fase mével.

Solucbes

Preparou-se uma solucéo inicial com a substéncia ativa padrao SA3 do seguinte modo:
pesou-se 20mg do padréo para um baldo volumétrico de 50mL ao qual foi adicionado fase mével.
Tal como para o Produto 1, a partir da solucéo inicial preparam-se as 5 solugfes a testar. O

esquema das diluicbes efetuado encontra-se na Tabela 3-18.

Tabela 3-18 - Soluc¢des a utilizar no processo de validagdo — produto 9.

Solucdes Peso da substancia padrao Volume do balédo Concentracdo
(mg) (mL) (Mg/mL)
Solucéo inicial 20,0 50,0 400,0
Transferir da solucéo inicial
(mL)
LA 50% 5,0 200,0 10,0
LA 80% 8,0 200,0 16,0
LA 5,0 100,0 20,0
LA 150% 1,5 20,0 30,0
LA 200% 2,0 20,0 40,0

Também é necessaria a preparagdo de uma solucéo de contaminacgdo para as placas e
swabs. Esta prepara-se pesando 62,5mg de padrdo de SA3 para baldo volumétrico de 25mL, ao
qual se adicionou fase movel. A quantidade a pesar é calculada com base na Equacao 3.1, em
que para o produto 1I: LA — limite analitico, 20 pg/mL

Va — volume de aplicacao na placa ou swab ao nivel do LA, 0,4 mL
Vs — volume de solvente na amostra, 50 mL

Vi — volume inicial do baldo, 25 mL.

As 7 solucdes apresentadas foram protegidas da luz durante o decorrer da validagéo com

o0 objetivo de evitar que a substancia ativa 3 degrada-se, visto que é fotossensivel.

Método de Amostragem

O modo de amostragem para os passos Seletividade, Repetibilidade do método, Exatidéo e
Estabilidade do analito nas solu¢des analiticas e equipamento foi realizado do seguinte modo:

adicionou-se 0,4 mL de metanol a um swab (cerca de 0,2 mL em cada face). Numa placa de aco-
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inox correspondente a 100 cm? , esfregou-se horizontalmente, com uma das faces do swab,
efetuando cerca de 10 movimentos em zig-zag (Figura 3-8). De seguida esfregou-se
verticalmente, com a outra face do swab, efetuando outros 10 movimentos em zig-zag (Figura
3-8). O swab foi pressionado firmemente de encontro a superficie de forma a assegurar-se o
contacto continuo. De seguida coloca-se o swab fechado num frasco de amostragem de 150 mL,
ao qual é adicionado para o caso do Produto 1, 50mL de metanol, e para o caso do Produto 9,

50 mL de fase movel. Seguidamente coloca-se no ultrassons durante 45min.

Figura 3-8 - Movimentos a efetuar com o swab, aguando da amostragem na placa.

Validacéao

Na validacdo serdo testados os parametros ja enunciados no ponto 2.4.4: Seletividade,
Linearidade, Limite de Quantificacdo, Precisdo, Repetibilidade, Exatiddo, Estabilidade do analito
nas solugbes e equipamento. Como os parametros a testar sdo 0s mesmos para ambas as
validagcbes, apresenta-se apenas uma vez o processo efetuado, enunciando as diferengas
existentes em apenas alguns pontos.

e Seletividade
Pretende-se verificar a capacidade do método para detetar a substancia ativa em presenca

de possiveis interferentes existentes na amostra.

Foram efetuadas analises nos seguintes tipos de amostras:

a) Substancia ativa, preparadas de acordo com o descrito para as solugbes utilizadas na

validagéo; analisou-se uma vez as solucdes padréo LA 50%, LA e LA 200 %;

b) Solvente utilizado na preparacédo das amostras — para o caso do Produto 1 o solvente utilizado

foi metanol, enquanto que para o Produto 9 foi fase mdvel. Analisou-se uma vez cada e
comparou-se a resposta obtida com a resposta de uma solu¢éo do analito na concentracao
correspondente ao LA,;

c) Branco de swab — Esta solucéo foi preparada com um swab novo e o solvente nas mesmas

condicdes da amostra. Neste caso, um swab contendo 0,4 mL de metanol foi colocado num

frasco contendo 50 mL de solvente, procedeu-se a agitagdo em banho de ultrassons 45min
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e analisou-se uma vez. Comparou-se a resposta obtida com a resposta de uma solucéo do

analito na concentracdo correspondente ao LA;

d) Branco de recuperacéo da placa — Preparou-se do seguinte modo: colocou-se um volume pré-

definido, 0,4mL de solvente na placa, deixou-se secar e amostrou-se como descrito no
método de amostragem. Analisou-se uma vez e comparou-se a resposta obtida com a

resposta de uma solucéo do analito na concentragédo correspondente ao LA,

e) Branco de recuperacéo da placa de detergente e/ou de outras solugbes — Neste pardmetro

pretende-se analisar uma solugcdo preparada nas mesmas condi¢cdes que a amostra de
recuperacdo da placa (vide parametro exatiddo, mais a frente), quando se sobrecarregou a
placa com uma solucéo de detergente e/ou de outras solu¢des de lavagem utilizadas, numa
quantidade em que considerando a recuperagdo 100% a solucéo final possua 10 ppm de
concentracao.

Para o caso do Produto 1: prepararam-se duas solu¢des, uma de concentragdo 1000 ppm
de detergente (pesou-se 10 mg de detergente para um baléo volumétrico de 10 mL, e perfez-
se o volume com metanol) e outra de concentracdo 1000 ppm de lixivia eletrolitica (pesou-
se 10 mg de lixivia eletrolitica para um baldo volumétrico de 10 mL e perfez-se o volume
com metanol). De cada uma das solugfes retirou-se 0,5 mL e colocou-se numa placa.
Deixou-se secar, amostrou-se como descrito no método de amostragem e procedeu-se a
andlise.

Para o caso do Produto 9: preparou-se uma solucdo de concentracdo 1000 ppm de
detergente (pesou-se 10 mg de detergente para um bal@o volumétrico de 10 mL, e perfez-
se o volume com fase mével). Retirou-se 0,5 mL e colocou-se huma placa. Deixou-se secar,
amostrou-se como referido no ponto método de amostragem e procedeu-se a andlise.
Para ambos o0s casos, a resposta obtida foi comparada com a resposta de uma solugéo do

analito na concentracdo correspondente ao LA;

f) Solucéo de detergente e/ou de outras solucdes de lavagem utilizadas a 10 ppm — Pretende-

se analisar as solu¢des preparadas no solvente das amostras, a partir das solugdes
utilizadas na limpeza do equipamento considerando a sua pureza de 100 %.

a. Em caso de utilizacdo de varias solucdes de lavagem pode ser avaliada em soluctes

individuais ou em conjunto.

Para o Produto 1: neste caso a andlise foi feita em separado. Da solugao anterior de
concentracdo 1000 ppm de detergente (ponto e)) retirou-se 0,1 mL para baldo
volumétrico de 10 mL e completou-se com metanol. Fez-se 0 mesmo para a lixivia
eletrolitica.

Para o Produto 9: Retirou-se 0,1 mL da solu¢&o anterior de concentracdo 1000 ppm de
detergente (ponto e)) para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se com fase moével.
Analisou-se cada uma destas novas solu¢cdes uma vez e comparou-se as respostas
obtidas com a resposta de uma solucéo do analito ha concentracdo correspondente ao
LA.

54



Materiais e Métodos Utilizados

b. Solucdo de detergente e/ou de outras solucdes de lavagem utilizadas a 10 ppm

contendo o analito na concentracéo correspondente ao LA 50%.

Para o Produto 1: retirou-se 0,1 mL de cada uma das solucdes de concentracdo 1000
ppm (ponto e)) e colocou-se ambos num baldo volumétrico de 10 mL. Perfez-se o
volume com a solugéo de concentracdo padrdo LA 50% e analisou-se.

Para o Produto 9: transferiu-se 0,1 mL da solu¢éo de concentragdo 1000 ppm de
detergente (ponto €)) para baldo volumétrico de 10 mL. Perfez-se o volume com a

solucdo de concentracdo padréo LA 50% e analisou-se.

g) Amostra de recuperacdo do swab — Para esta amostra, a um swab deve-se adicionar uma

quantidade pré-definida correspondente ao LA, da solucdo para contaminacgao.

Para o Produtol adiciona-se a um swab 0,2 mL da solu¢éo do analito para contaminacao,
enquanto que para o Produto 9 se adiciona 0,4mL, e coloca-se num frasco contendo 50 mL
de metanol / fase movel. De seguida vai ao banho de ultrassons 45min e analisa-se uma
vez. Compara-se a resposta obtida com a resposta de uma solugdo do analito na
concentracao correspondente ao LA.

h) Amostra de recuperacdo da placa - Para esta amostra, a uma placa deve-se adicionar uma
guantidade pré-definida correspondente ao LA, da solug¢éo para contaminagao.
Para o Produtol adicionou-se a uma placa 0,2 mL da solu¢do do analito para contaminacéao,
enquanto que para o Produto 9 se adicionou 0,4 mL. Deixou-se secar € amostrou-se como
indicado no método de amostragem. Analisou-se uma vez e comparou-se ambas as
respostas obtidas com a resposta de uma solucdo do analito na concentracdo
correspondente ao LA.

e Linearidade

Neste ponto pretende-se testar a linearidade do processo, para tal utilizaram-se as
solucdes de concentracdes correspondentes a cerca de 50 % (LA 50%), 75 % (LA 75%), 100 %
(LA), 150 % (LA 150%) e 200 % (LA 200 %) da concentragdo do limite analitico para o Produto
1, sendo que para o Produto 9 em vez da solugéo de concentracdo LA 75%, se utilizou a LA 80%.

Efetuou-se duas leituras a cada solugéo.

ApOs a analise, constréi-se a curva de calibragdo entre concentragdes e areas; determina-
se o declive e a ordenada na origem da reta obtida por regressédo linear, além do respetivo
coeficiente de correlagdo. Paralelamente também se determina o desvio observado entre o fator-
resposta associado a cada solugdo e o fator-resposta associado a concentracdo alvo

(concentracdo ao nivel do LA).
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e Limite de Quantificacéo

Consoante a reta de calibracdo obtida, assim se tera o valor do limite de quantificacéo.
Como ja foi referido em 2.4.4-Limite de Detecéo e Limite de Quantificacdo, ambos os limites sédo

calculados com base na curva de calibrag&o obtida no parametro linearidade.

Deste modo, apos obter o valor do LQ, prepara-se uma solugdo de concentragdo ao nivel

do LQ (vide Tabela 3-19) e analisa-se seis vezes.

Tabela 3-19 - Preparagao das solugdes ao nivel LQ.

Concentracéo )
; Transferir da Volume do | Concentragéo
obtida através da
Solugbes ; solugéo LA50% baldo real
curva de calibracao
(mL) (mL) (Hg/mL)
(Hg/mL)
LQ
2,978 2 20 0,75 (*)
(Produto 1)
L
E 1,075 1 10 1
(Produto 9)

(*) esta solucao foi analisada num aparelho de HPLC que tem uma sensibilidade melhor que o HPLC
utilizado no restante processo de validagdo do método analitico para o produto 1. Deste modo optou-
se por analisar uma solugdo em que a concentracdo do analito fosse mais baixa que o obtido

teoricamente.

e Precisdo do sistema

Para avaliar este parametro, coloca-se para analisar uma amostra da solugdo de
concentracdo ao nivel LA50%, LA e LA200%. As amostras de concentracdo LA50% e LA200%
foram analisadas seis vezes, enquanto que a amostra de concentracdo ao nivel LA foi analisada

dez vezes.

e Repetibilidade do método
Para avaliar a repetibilidade do método, realizou-se 2 conjuntos de 6 determina¢Bes para

amostragem com swabs:

- Contaminou-se 6 swabs com uma quantidade de analito que seja apés preparacgdo da
amostra o correspondente ao LA.
Para o Produto 1 a cada swab adicionou-se 0,2 mL da solugdo do analito para
contaminacgédo, e para o cado do Produto 9 adicionou-se 0,4mL. De seguida colocou-se
o swab num frasco contendo 50 mL de metanol / fase movel e foi ao banho de ultrassons

cerca de 45 min. Analisou-se duas vezes;
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- Contaminou-se 6 placas com uma quantidade de analito que seja apds preparacao da
amostra o correspondente ao LA.
Para o Produto 1 a cada placa adicionou-se 0,2 mL da solucdo do analito para
contaminacdo e para o produto 9 adicionou-se a cada placa 0,4 mL Deixou-se secar e

amostrou-se como indicado no método de amostragem. Analisou-se duas vezes.

e Exatidao

A exatidao foi verificada a dois niveis:

1 — Recuperacédo Swab — Solvente

Adicionou-se aos swabs em ftriplicado, quantidades de solugcdo do analito para
contaminacgdo, correspondentes aos niveis LA 50 %, LA e de LA 200%.

No caso do Produto 1 para o nivel LA adicionou-se 0,2 mL da solugcdo para contaminagéo
ao swab e de seguida colocou-se o swab contaminado num frasco. Fez-se 0 mesmo para 0s
outros 2 swabs. Introduziu-se em cada frasco 50 mL de metanol e de seguida agitou-se em banho
de ultrassons 45 min. Fez-se os mesmos passos para o nivel LA 50% (adicionou-se 0,1 mL ao
swab) e para o nivel LA 200% (adicionou-se 0,4 mL ao swab).

No caso do Produto 9, os passos foram os mesmos, mas para o nivel LA adicionou-se 0,4

mL, para o nivel LA50% 0,2 mL e para o nivel LA200% adicionou-se 0,8 mL.

2 — Recuperacao do método de amostragem Placa — Swab — Solvente

Adicionou-se as placas em triplicado, quantidades de solugdo do analito para contaminagéo,
correspondentes aos niveis LA 50 %, LA e de LA 200% (0,1 mL, 0,2 mL e 0,4 mL respetivamente
para o Produto 1, e 0,2 mL, 0,4 mL e 0,8 mL respetivamente para o Produto 9). Ap6s secagem,
procede-se como indicado no método de amostragem, e introduz-se cada swab em 50mL de

metanol ou fase movel (consoante o produto) e agita-se durante 45min em banho de ultrassons.

Procedeu-se a quantificacdo dos analitos face as solugBes padrdo de concentracdo

correspondente ao LA, LA 50% e LA 200%, respetivamente.

e Estabilidade do analito nas solu¢cdes e no equipamento

- Estabilidade da solucdo problema e padréo

Pretende-se avaliar a estabilidade da solugdo padrdo de concentracdo ao nivel LA e da

solugédo problema (solugao de contaminagdo) no momento e apds 24h.

A primeira solucao padrdo ao nivel LA foi preparada conforme descrito anteriormente.
Desta solucao foi guardada uma amostra que ficou a temperatura ambiente e exposicédo a luz e
outra amostra que ficou guardada no frio e ao abrigo da luz. A avaliacdo da solug&o problema,

foi efetuada a partir de uma amostra da sobrecarga de uma placa ao nivel LA (uma das amostras
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do ponto 2 do pardmetro exatiddo), a qual se retirou do frasco de amostragem duas amostras,
sendo que uma ficou a temperatura ambiente e exposicéo da luz 24h, enquanto que a outra ficou

no frio e resguardada da luz também por 24h.

Determinou-se o teor das solucdes obtidas imediatamente apds a sua preparacao e apds
24 horas de conservacao nas condigOes ja especificadas. Apds as 24h, ou seja no dia seguinte,
foi preparada no dia uma solugéo ao nivel do LA para ser utilizada como padrdo do dia. Neste
segundo dia foram analisadas para além da solugédo ao nivel do LA, todas as solugbes que

ficaram guardadas por 24h. Todas as anélises deste ponto foram efetuadas em duplicado.

- Estabilidade da substancia no equipamento

Neste ponto pretende-se verificar qual a estabilidade da substancia ativa no equipamento.
Para tal, sobrecarrega-se uma placa ao nivel LA com a solu¢édo de contaminacéo, tal como no
parametro de repetibilidade, recuperacdo placa —» swab — solvente. Esta placa ficou 24h
exposta a temperatura ambiente e com exposi¢do da luz. No dia seguinte, fez-se a amostragem
com o swab e analisou-se duas vezes. Neste ponto a estabilidade é determinada pela diferenga

do resultado médio obtido na repetibilidade e o resultado obtido apés 24h.

- Estabilidade do produto no equipamento

Neste estudo avalia-se a estabilidade do pé (granulado) exposto em placas. Uma placa é
contaminada com o granulado (p6 intermédio correspondente ao produto final) e é armazenada
em condicdes de temperatura ambiente e exposi¢do a luz conforme o equipamento em estudo.
A determinacgéo da estabilidade é efetuada pela diferenga do resultado do tempo inicial (tempo 0
dias), do resultado obtido apés X dias.

Para o Produto 1:

Preparam-se as seguintes solugdes:

- Solucdo padrao stock: pesou-se, 62 mg de padrao da SA1 para baldo volumétrico

de 50 mL. Dissolveu-se em cerca de 35 mL de metanol, com o auxilio do ultrassons, e

completou-se o volume com metanol.

- Solucao padrao: pipetou-se 10 mL de solugéo padréo stock e 3,8 mL de metanol
para balao volumétrico de 50 mL, completou-se o volume com solvente (solu¢ao tampéo
fosfato monobasico de aménio 0,2M) e misturou-se. Filtrou-se cerca de 2 mL através de
filtro de 0,45 pm.

- Solucao amostra: A 5 comprimidos do Produto 1A, retirou-se o revestimento e

reduziu-se a p6 num almofariz. Este p6 foi espalhado aleatoriamente por uma placa de
aco-inox. Transferiu-se cerca de 92 mg do pd (granulado) da placa, para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionou-se 13 mL de metanol e levou-se ao banho de ultrassons
30 minutos. Deixou-se atingir a temperatura ambiente e completou-se o volume com

metanol. Centrifugou-se cerca de 10 mL desta solucdo a 2500 r.p.m. durante 10 min.
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Pipetou-se cerca de 5 mL da solucdo centrifugada para baldo volumétrico de 50 mL,
adicionou-se 8,8 mL de metanol, diluiu-se o volume com solvente (solucdo tampéo
fosfato monobasico de amonio 0,2M) e misturou-se. Filtrou-se cerca de 2 mL através de
filtro de 0,45 um.

Avaliou-se através de 2 injec6es a solugdo padrdo e a solugdo amostra. Nos dias em
se efetuaram andlises ao po exposto na placa, sao refeitas estas trés solugbes, sendo que
para a solugdo amostra as 92 mg de Produtol foram retiradas da placa exposta a temperatura

ambiente e exposi¢éo da luz.

Para o Produto 9:

Preparam-se as seguintes solugdes:

- Solucéo padréo: Para baldao volumétrico de 50 mL, transferiu-se cerca de 25 mg
de padrdo da SA3, pesado com exatiddo; juntou-se cerca de 40 mL de fase médvel e
dissolveu-se durante 15 minutos, alternando a agitacdo mecénica e o banho de
ultrassons; completou-se o volume com o mesmo solvente. Tomou-se 5,0 mL da solugéo

obtida atras para baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com fase mével.

- Solucdo amostra: A 5 comprimidos do Produto 9, retirou-se o revestimento, e

trituraram-se num almofariz até obter um po6 fino. Este pé foi espalhado aleatoriamente
por uma placa de ago-inox. Transferiu-se 32,5 mg da placa, para baldo volumétrico de
25 mL; adicionou-se cerca de 20 mL de fase médvel e agitou-se durante 15 minutos
alternando a agitacdo mecénica e o banho de ultrassons; completou-se o volume com
fase mével. Filtrou-se 5,0 mL desta solug&o por filtro de 0,45 um para baldo volumétrico

de 50 mL e completou-se o volume com fase mével.

Avaliou-se atraveés de 2 inje¢Oes a solucao padréo e a solugdo amostra. Nos dias em que
foram efetuadas andlises, sao refeitas estas duas solugdes, sendo que para a solugdo

amostra as 32,5 mg de Produto 9 foram retiradas da placa exposta.

3.3. Validacéo de Limpeza dos Equipamentos

No anexo A.l apresenta-se os protocolos/relatérios desenvolvidos para a validacdo de

limpeza de cada equipamento..

3.3.1.Testes a Efetuar a Cada Equipamento

A validacao de limpeza consiste na avaliagdo da existéncia de residuos apés a limpeza
dos equipamentos, em quantidades que ndo comprometam a qualidade do produto seguinte.
Assim, uma validacao é constituida por quatro testes (Tabela 3-20) que se apresentam de

seguida.
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Tabela 3-20 - Testes a realizar no processo de Validagdo da Limpeza.

Teste n.° Descricdo

VLO1 Inspecao Visual

VLO02 Determinacao de Residuos de Agente de Limpeza

VLO3 Determinacao da Atividade Microbiana

VLO4 Determinacao de Residuos da Substéncia Ativa

Teste de Validagdo de Limpeza n®1 - Inspecgéo Visual

Material Utilizado

Para este teste ndo foram necessarios materiais, no entanto caso existissem zonas de

dificil acesso e mais escuras poder-se-ia utilizado uma lanterna.

Amostragem

Este teste foi realizado sempre em primeiro lugar e apds a secagem total do equipamento.
Inicialmente verificou-se que a area de trabalho estava limpa, arrumada e sem odores. De
seguida verificou-se se 0 equipamento apresentava todos 0s seus componentes desmontados,

limpos e secos, verificando-se a auséncia de residuos de pé e manchas em toda a area, bem

como auséncia de escoria¢cdes mecénicas, fibras, borracha, restos de gordura e humidade.

Critério de Aceitacédo

Caso algum dos pontos anteriores ndo se verifique, implica a ndo conformidade do teste
e por consequéncia impede a continuacdo da validacdo de limpeza. Teria de ser efetuada uma

limpeza do equipamento/zona e sé depois se procederia a uma nova inspecao visual.

Teste de Validacdo de Limpeza n° 2 — Determinacdo de Residuos de

Agente de Limpeza

Material Utilizado

Para cada equipamento foram necessarios 3 frascos previamente tratados para analise
TOC (amostra A, B e Branco, ver Figura 3-9) e devidamente rotulados da seguinte forma:
designacdo “Amostra para validagdo de limpeza — Residuo de Detergente”, designacdo do
equipamento e produto, identificacdo da amostra e data da amostragem. Também foi necessério
maéscara, luvas e um recipiente de recolha devidamente higienizado. Consoante o nimero de
pecas ou equipamento a amostrar a quantidade de agua com baixo nivel TOC necessaria varia
entre os 5L e os 6L.
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Amostragem

Para a amostragem colocou-se mascara e
luvas, utilizou-se sempre agua corrente e evitou-se
mergulhar os frascos no recipiente. Colocou-se um
pouco de agua no recipiente de recolha de modo a
lavar o seu interior e descartou-se a agua no final.
Colocou-se novamente &agua no recipiente.
Encheu-se o frasco destinado ao Branco trés vezes
consecutivas, descartando as aguas da primeira e

segunda vez. Recolheu-se a 32 4gua e fechou-se o

frasco. De seguida, mergulharam-se as pecas a

Figura 3-9 - Frascos para analise TOC.

amostrar no recipiente. Nos casos em que nao foi
possivel mergulhar as pecas, quando estas eram maiores que o recipiente por exemplo, optou-
se por verter a agua sobre a area selecionada, recolhendo-se a dgua do recipiente de recolha.
Os frascos destinados as amostras, foram cheios duas vezes consecutivas e descartou-se estas

aguas, apenas a terceira dgua foi recolhida tal como na amostra Branco.

As amostras foram analisadas no aparelho de andlise TOC Shimadzu TOC-V CSH do

Departamento de Quimica da FCT-UNL e também no aparelho de andlise TOC LabToc da Cipan.

Critério de Aceitacdo

Tendo em conta trabalhos ja efetuados sobre este tipo de pesquisa de residuos, o limite

analitico da anélise TOC néo devera exceder os 10 ppm.

Se os resultados obtidos se revelarem superiores ao esperado ou caso o valor do Branco
seja superior ao valor da Amostra, entdo esta-se perante uma nao-conformidade e o teste tem

de ser repetido.

Teste de Validacdo de Limpeza n® 3 — Determinacédo de Atividade

Microbiana

Material Utilizado

Para a realizac8o desta amostragem utilizou-se méscara,
luvas, um pano esterilizado, alcool a 70% (Ipasept 70, Gamma-
irradiated 15kGy, VWR Chemicals Prolabo), fita-cola, marcador
de acetato, placas de contato descartaveis com 25 cm? (Thermo
Scientific, Oxoid - Contact | Tryptic Soy Agar com Lecithin)

contendo meio de cultura TSA, zaragatoas estéreis embebidas

Figura 3-10 - Placa de
contato da Oxoid.

em tampao fosfato pH=7,0 e estufas.
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Para os ensaios laboratoriais relativos as zaragatoas, também foi necessario: placas de
petri com meio de cultura TSA preparadas no laborat6rio de microbiologia, solucdo de lavagem

DFA, filtros de 0,45 um e camara de fluxo laminar.

Amostragem

Para a recolha das amostras microbioldgicas colocou-se méascara e luvas. Para o caso
das placas de contato, abriu-se uma placa colocando o meio de cultura em contato com a area
a amostrar (pontos criticos, ponto 3.1.1) durante cerca de 10 seg. Fechou-se logo de seguida e
identificou-se a placa. Para o caso das zaragatoas, retirou-se a mesma da embalagem que
continha o algodao embebido na solucéo tampéao fosfato pH=7,0 e passou-se nas superficies a

amostrar fazendo presséao ao longo das mesmas numa area de cerca de 25 cm?2.

Apé6s todas as amostragens limpou-se o local de recolha de amostra com um pano

esterilizado embebido em alcool a 70%.

Para o processo de contagem da atividade microbiana para as zaragatoas procedeu-se
do seguinte modo: colocou-se na estufa cerca de 30 min a 35-37°C. De seguida, j& na camara
de fluxo laminar, filtrou-se o tampéao fosfato a pH=7,0 que estava na embalagem da zaragatoa.
Lavou-se o filtro com a solucéo de DFA (solvente de fluido A de peptona) 3 vezes com 100 mL.

Colocou-se o filtro sobre uma placa de Petri com TSA.

As placas de contato e as placas de Petri sdo colocadas entre 5-7 dias numa estufa a 20-

25°C e posteriormente séo colocadas noutra estufa 5-7 dias a 30-35°C.

Critério de Aceitacado

Tal como ja foi descrito (ponto 2.5 - Pesquisa de Atividade MicrobiolGgica), para este teste
o limite de UFCs por placa é de 50, isto para cumprir com a especificagdo das GMPs para salas
estéreis. Caso, por algum motivo, o limite for ultrapassado ou a contagem seja impercetivel tem
de ser avaliado o valor obtido e determinada a possivel causa. Consoante o resultado dessa

investigacdo, podera ou nao ser necessaria uma nova amostragem.

Teste de Validacéo de Limpeza n°® 4 — Determinacdo de Residuos de

Substancia Ativa

Material Utilizado

Para este teste foram necessarios 0s seguintes materiais: balanca analitica (Mettler-
Toledo AG 204; Mettler-Toledo AT250), banho de ultrassons (Bandelin Sonorex RK 100;
Brandson 5210), equipamento HPLC com detetor de UV (Merck Lanchrom Hitachi; Agilent 1100),

frascos de amostragem de 150 mL com tampa e devidamente rotulados (ver Figura 3-12), swabs
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(large alpha swab — Tx714A_ Texwipe, Figura 3-11), metanol (reagente p.a.), micropipeta de 2-

200pL e respetivas pontas, janela de silicone de 100cm? limpa e desinfetada.

st Wdaco iy
Subitingis A"

Sacia de Revesummo pacia de Revesllmemu
Ponto 1 Ponto 1

Amostra A Amostra B

Figura 3-11 - Swab.

__112/2014 __I12/214

Figura 3-12 - Frascos de amostragem de 150mL com tampa Astra devidamente rotulados.

Amostragem

Para a realizacdo desta amostragem foi necessario o uso de luvas e da janela de silicone
de 100cm?. Nos locais de amostragem (pontos criticos, ponto 3.1.1) onde ndo era possivel a
aplicacdo da janela, a amostragem foi efetuada numa area semelhante a 100cm?. O processo
de amostragem foi idéntico ao ja apresentado no ponto 3.2.4 Processo de Validagdo — Método
de Amostragem.

Analise das amostras

As condi¢gbes cromatogréficas e os materiais utilizados na andlise das amostras de

validagcdo de limpeza encontram-se na Tabela 3-21.

Tabela 3-21 - Condi¢cdes cromatograficas e materiais usados na andlise das amostras de validacao

de limpeza.
Para o Produto 1 Para o Produto 9

_ _ _ Agilent 1100 Series;

Equipamento HPLC Agilent 1100 Series ) .
Merck Hitachi Lachrom

Coluna: Thermo, Betasil C1, Coluna: LiChrospher C18,

250x4mm, 5um 25cm x 4mm, 5um
. Fase mével (620:380): Fase médvel (1564:400:30:6):
Condicdes
Cromatograficas - Solucéo tampéo de fosfato - Agua destilada
monobasico de amoénio - Metanol
- Metanol - Acetato de sédio 0,5M
- Acido acético 0,7N
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Tabela 3-21 - Condi¢cdes cromatograficas e materiais usados na andlise das amostras de validagao

Materiais e Métodos Utilizados

de limpeza (continuacé&o).

Para o Produto 1

Para o Produto 9

Condicdes

Cromatograficas

Coluna: Thermo, Betasil C1,

250x4mm, 5pum
Fase movel (620:380):

- Solucéo tampao de fosfato
monobasico de amonio

- Metanol
Caudal: 1,5 mL/min

Comprimento de onda de
detecdo: 278nm

Volume de Injecéo: 10 uL
Tempo de corrida: 20 minutos

Temperatura da coluna:

Coluna: LiChrospher C18,

25cm x 4mm, 5um
Fase movel (1564:400:30:6):

- Agua destilada

- Metanol

- Acetato de so6dio 0,5M
- Acido acético 0,7N

Caudal: 1,4 mL/min

Comprimento de onda de

detecdo: 254nm
Volume de Injecéo: 20 pL

Tempo de corrida: 15 minutos

ambiente Temperatura da coluna:
ambiente
Substéncias de
. Padréo: SAl Padréo: SA3
referéncia
Vials 1,5mL, com septo e capsulados com aluminio

Frascos para fase mével

2500mL

Baldes volumétricos

20mL, 25mL, 50mL

Provetas

50mL, 500mL, 1000mL

Pipetas

Volumétricas diferenciais: 1mL, 2mL, 5mL ; Graduadas: 10mL

Banho de ultrassons

Bandelin Sonorex RK 100; Brandson 5210

Balancas

Mettler-Toledo AG 204 ; Mettler-Toledo AT250

A preparagdo das fases movel ja foi descrita no ponto 3.2.4-Processo de Validagéo.

Relativamente a preparacdo das solucdes padrdo e amostra para analise, 0 modo de proceder

€ o seguinte:

Para o Produto 1:

Solucdo amostra — Adicionou-se 50 mL de metanol a cada amostra. Colocou-se as

amostras em agitacdo no banho de ultrassons durante 45 min. No final deste tempo arrefeceu a

temperatura ambiente.
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Solugéo padréo — Pesou-se 15 mg de padrdo de SA1 para baldo volumétrico de 50 mL e
adicionou-se 40 mL de metanol. Agitou-se até completa dissolucdo e completou-se o volume
com o0 mesmo solvente. Transferiu-se 1 mL desta solucéo para baldo volumétrico de 20 mL com
metanol. (Concentracdo proxima do limite analitico (LA) de 15 pug/mL).

Para o Produto 9:

Solugdo amostra — Adicionou-se 50 mL de fase movel a cada amostra e colocou-se as
mesmas em agita¢do no banho de ultrassons durante 45 min. No final deste tempo arrefeceu-se
a temperatura ambiente.

Solucéo padrdao — Pesou-se 20 mg de padrao de SA3 para baldo volumétrico de 50 mL,
adicionou-se 40 mL de fase mével e agitou-se até completa dissolucdo. Completou-se o volume
com o0 mesmo solvente. Transferiu-se 1 mL desta solu¢céo para baldo volumétrico de 20 mL com

fase movel. (Concentragdo proxima do limite analitico (LA) de 20 pg/mL).

Em ambos os casos, a solucdo padrdo e as amostras foram colocadas em vials e
colocaram-se os mesmos no HPLC para andlise: a solucdo padrdo foi a analisar duas vezes e
cada amostra também foi analisada duas vezes.

Apbs obter os resultados das amostras analisadas no HPLC, o objetivo é determinar o teor
da substancia ativa presente e compara-lo com o valor do padréo. Deste modo a féormula a utilizar

éu

Ty X P x A, X 1000

Equacao 3.2
Vo X Ap quag

em que:
T — Teor de SA1 ou SA3, em pg/mL

Tp — Toma de ensaio padrdo, em mg (para a SA1 15mg, para a SA3 20mg)

P — Atividade do padrédo de SA (0,83 para a SAL - 83% - e 0,938 para a SA3 — 93,8%)
Aa — Area do pico correspondente a SA1 ou SA2 no cromatograma da solug&o amostra

Vp — Volume total de diluicdo do padrdo, em mL (1000mL, tanto para a SA1 como para a
SA3)

Ap — Area do pico correspondente a SA1 ou SA2 no cromatograma da solucdo padrao

Critério de Aceitacdo

O critério de aceitacdo para este teste baseia-se no limite analitico calculado para cada
equipamento, com base no valor encontrado para o fator de recuperac¢ao na validagdo do método
analitico (os célculos dos fatores de recuperacdo sdo apresentados no capitulo seguinte:
Resultados e Discusséo). O teor encontrado em cada amostra, seja para a SA1 como para a

SA3, tem de ser inferior ao limite analitico.

Deste modo, para os dois produtos estudados, os limites analiticos impostos sdo os

apresentados na Tabela 3-22.
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Tabela 3-22 - Critérios de aceitacdo para a determinacgédo de substancia ativa.

LA (ug /mL)
Para o Produto 1 Para o Produto 9
Misturador Biconico 17,0 19,8
Camara de Pesagem 12,8 -
Tamisador 62,2 72,3
Compactadora 74,4 86,5
Maquina de Comprimir e Despoeirador 105,5 117,3
Bacias de Revestimento 39,5 -
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4.1. Validacédo do Método Analitico

Os resultados e respetiva discussao apresentam-se de seguida para cada produto
estudado separadamente.

4.1.1.Apresentacdo e Discussao de Resultados do Método

Analitico Validado para o Produto 1
Seletividade:

Os cromatogramas obtidos nos varios pontos de estudo da seletividade para o produto 1,
encontram-se de seguida da Figura 4-1 & Figura 4-11.

0,0

-0,5

-1,5

Intensity (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Retention Time (min)

Figura 4-1 - Cromatograma correspondente a solucédo a 50% do limite analitico (substancia ativa).

Intensity (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Retention Time (min)

Figura 4-2 - Cromatograma correspondente a solugdo ao limite analitico (substancia ativa).

Intensity (aV)

0 2. 4 6 8 10 12 14 16 18

Retention Time (min)

Figura 4-3 - Cromatograma correspondente a solucéo a 200% do limite analitico (substéncia ativa).
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Retention Time (min)

Figura 4-4 - Cromatograma correspondente ao solvente utilizado na preparacdo das amostras
(metanol).

Intensity (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Retention Time (min)

Figura 4-5 - Cromatograma correspondente ao “branco” de swab.

Intensity (mV)
M
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Retention Time (min)

Figura 4-6 - Cromatograma correspondente ao “branco” de recuperagao da placa.

Intensity (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Retention Time (min)

Figura 4-7 - Cromatograma correspondente ao “branco” de recuperacgao da placa e/ou outras solugées.
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-2,10 Solucgédo de detergente

/25

Intensity (mV)
~»
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Retention Time (min)

Solucéo de lixivia eletrolitica
-2,10

-2,15
-2,20

-2,25
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Figura 4-8 - Cromatogramas correspondentes as solucdes de detergente e/ou de outras solucdes
de lavagem utilizadas a 10 ppm.

Intensity (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Retention Time (min)

Figura 4-9 - Cromatograma correspondente a solucdo de detergente e/ou outras solugdes de
lavagem utilizadas a 10 ppm contendo o analito na concentracdo correspondente ao LA50%.
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ntensity (mV)
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Figura 4-10 - Cromatograma correspondente a amostra de recuperagao do swab.

Intensity (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Retention Time (min)

Figura 4-11 - Cromatograma correspondente a amostra de recuperacao da placa.

As solucdes padrédo LA 50%, LA e LA 200% (Figura 4-1, Figura 4-2, Figura 4-3) apresentam
0S mesmos picos que vdo aumentando conforme a concentracdo também aumenta, tal como
esperado.

Comparando o solvente utilizado na preparacdo das amostras (Figura 4-4) com o branco
de swab (Figura 4-5) e o branco de recuperagdo da placa (Figura 4-6) verifica-se que tém o
mesmo pico cromatografico, sendo que no branco de swab e no branco de recuperacgao da placa
0 pico é maior. No entanto pode-se concluir que ndo existem possiveis interferéncias com os
picos cromatograficos de SA1, visto que este pico aparece perto dos 2,3 min e os dois picos de
SA1 aparecem perto dos 11 e 12 min.

Relativamente ao detergente e/ou outras solu¢cdes de lavagem, observando o branco
(Figura 4-7) e as solugfes de detergente e lixivia (Figura 4-8) verifica-se que todas apresentam
um pico semelhante, de modo a que se pode concluir que nem o detergente nem a lixivia
electrolitica interferem com o aparecimento do analito. Analogamente, ao se comparar a solugao
de detergente e/ou outras solucbes de lavagem utilizadas a 10 ppm contendo o analito na
concentracdo LA 50% (Figura 4-9) com a solucdo padrao de LA 50% (Figura 4-1), verifica-se que
0s picos cromatograficos existentes no cromatograma da solugdo LA50% sé&o idénticos aos que

aparecem no cromatogramas da Figura 4-9.
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A solucdo amostra de recuperacdo do swab (Figura 4-10) e a solucdo amostra de
recuperacao da placa (Figura 4-11) apresentam respostas semelhantes as da solucdo padréo LA
(Figura 4-2) tal como era esperado. Deste modo, pode-se concluir que o0 método analitico por

HPLC tem uma boa seletividade.

Precisdo do sistema:
Este parametro é avaliado através dos valores obtidos para os coeficientes de variacao

(CV). Os resultados obtidos para a precisdo do sistema encontram-se na Tabela 4-1 e os CV
obtidos para as trés solugfes analisadas séo inferiores os limites maximos estipulados, pelo que
se conclui que o sistema tem uma boa precisao e é adequado. O valor maximo de CV para o

nivel do LA50% é de 15%, enquanto que para o nivel LA e LA200% o valor maximo é de 10%.

Tabela 4-1 - Resultados da preciséo do sistema — Validacdo do método analitico para a SA1L.

Leitura | LA 50% (Area) | LA (Area) | LA 200% (Area)
1 87 151 223 648 381 958
2 87 338 218 984 399 072
3 87 561 196 578 383 882
4 85934 202 862 411 527
5 87 925 202 816 393993
6 93 533 203 159 387 288
7 - 199 832 -
8 - 188 318 -
9 - 198 759 -
10 - 197 142 -
Média 88 240 203 210 392 953
Maximo 93 533 223 648 411 527
Minimo 85934 188 318 381 958
DP 2679 10 544 11125
CV (%) 3,04 5,19 2,83

Repetibilidade do método:
Também este parametro é avaliado através dos coeficientes de variagdo. Os CV’s obtidos

encontram-se abaixo do limite maximo estipulado (15%) para este parametro, sendo que deste
modo € possivel concluir que este método tem uma repetibilidade adequada para a finalidade.
As areas dos picos dos cromatogramas, bem como os teores em SA1 calculados encontram-se
na Tabela 4-2.
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Tabela 4-2 - Resultados da repetibilidade do método - Validagdo do método analitico para a SA1.

Recuperacdo dos Swabs Recuperacao das Placas
Amostras p p
— Area Teor (%) Area Teor (%)
Padrao (inj 1) 237 087 - 231 961 -
Padréo (inj 2) 235 537 - 215749 -
1 193 593 81,96 196 534 87,83
2 162 125 68,64 193 863 86,64
3 156 477 66,24 196 939 88,01
4 147 227 62,33 203 414 90,91
5 153 363 64,93 217 781 97,33
6 171 304 72,52 186 924 83,54
Média - 69,44 - 89,04
Maximo - 81,96 - 97,33
Minimo - 62,33 - 83,54
DP - 7,04 - 4,71
CV (%) - 10,14 - 5,29
Exatiddo:

Como ja foi referido anteriormente, a exatiddo do método é testada de duas formas. Os
resultados obtidos para este pardmetro estdo na Tabela 4-3 e Tabela 4-4.

1 — Recuperacédo Swab — Solvente

Tabela 4-3 - Resultados da exatidao - Validagdo do método analitico para a SA1.

) Toma p Média por Desvio do
Nivel Area | Teor (%) .,
(mg) nivel LAem %
LA 0,0062| 87372 91,22
0,0062| 77182 80,59 91,32 26,34
50%

0,0062| 97827| 102,14
0,0124| 193593 81,96
LA 0,0124| 162 125 68,64 72,28 -
0,0124| 156 477 66,24
0,0248| 309 949 88,15

LA 200% | 0,0248| 340 005 96,70 88,43 22,34
0,0248| 282 836 80,44
Média - - 84,01 - -
Maximo - - 102,14 - -
Minimo - - 66,24 - -
DP - - 11,93 - -
CV (%) - - 14,21 - -
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Na recuperacdo Swab — Solvente os valores médios obtidos para o conjunto de
percentagens de recuperacdo das amostras analisadas ao nivel LA 50%, LA e LA 200% foram
de 91,32%, 72,28% e 88,43%, respetivamente. A percentagem de recuperacéo para o LA 50%
devera encontrar-se entre 80-120%, o que se verifica. A percentagem de recuperagéo para o LA
e LA 200% devera estar entre 90-110%, o que ndo acontece. De qualquer modo para este
estudo, o importante € avaliar qual a percentagem de recuperacgao da Placa — Swab — Solvente,

pois na fase de amostragem nos equipamentos apos limpeza sera este 0 método aplicado.

2 — Recuperagao do método de amostragem Placa —» Swab — Solvente

Tabela 4-4 - Resultados da exatid&o - Validagcdo do método analitico para a SAL.

) Toma ; Média por Desvio do
Nivel Area | Teor (%) .
(mg) nivel LAem %
LA 0,0062 | 97 960 74,35
0,0062 | 106 162 80,58 85,31 -2,49
50%

0,0062| 133088| 101,01
0,0124 | 196 534 87,83
LA 0,0124| 193 863 86,64 87,50 -
0,0124| 196 939 88,01
0,0248 | 372401 78,63

LA 200% | 0,0248| 353 160 74,57 74,53 -14,82
0,0248 | 333 385 70,39
Média - - 82,45 - -
Maximo - -| 101,01 - -
Minimo - - 70,39 - -
DP - - 9,44 - -
CV (%) - - 11,45 - -

Na recuperacdo Placa —» Swab — Solvente, os valores médios obtidos para as
amostragens efetuadas ao nivel do LA 50%, LA e LA 200% foram, respetivamente, 85,31%,
87,50% e 74,53%. O desvio do LA 50% relativamente ao LA foi de 2,49, inferior ao limite maximo
de 25%. O desvio do LA 200% relativamente ao LA foi de 14,82, que apesar de estar perto do
limite maximo, se encontra baixo deste, 15%.

Tendo em conta estes resultados, a percentagem de recuperacdo encontrada foi de
82,45%, o que implica que o fator de recuperagédo € de 0,8245. Deste modo o LA real sera de
12,3675 pg/ml.

Linearidade:

Os resultados para o pardmetro da linearidade apresentam-se na Tabela 4-5 e o respetivo
grafico com a curva de linearidade na Figura 4-12.
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Tabela 4-5 - Resultados da linearidade - Validagdo do método analitico para a SAL.

o C Areas Areas Cc L Fatores | Desvio
Diluicédo _ . Viés
(ug/ml) | (média) | corrigidas | (ug/ml) Resposta %
D1 6,203 | 116 118,0| 114 612,647 | 6,276 1,19 [18721,16| -6,49
D2 9,304 |170410,0|178 082,552 | 8,929 -4,03 |18 316,27 | -8,51
D3 12,405 | 248 361,0 | 241 552,457 | 12,738 2,68 |20021,04| 0,00
D4 18,608 | 369 540,5 | 368 492,267 | 18,659 0,28 |19859,76 | -0,81
D5 24,810 | 493 742,5| 495 432,078 | 24,727 -0,33 |19900,95| -0,60
C = Concentracéo da solucao final (ug/ml) Média -0,04 |19363,84| -3,28
Cc = Concentracdo corrigida da solucédo final DP 786.89
(Hg/ml)
Viés = (Cc-C) x 100/ C C.V. - 4,06 -

Fatores resposta = Areas / C Desvio = (fact.resp. — fact.resp.alvo) x 100 / fact.resp.alvo.

D.P. = Desvio padrdo C.V. = coeficiente de variacédo

Curva de Calibracao

600 000 +
©
S
@ 500000 +
(o)
e)
< 400000 +
5
& 300000 +
o ® Valor obs
T 200000 + ---- Lim. Inf.
g - --- Lim. Sup.
«<C 100 000 Linear (Valor obs)
0 1 1 1 1 f {
0 5 10 15 20 25 30

Concentracao (pug/ml)

Figura 4-12 - Resultados da linearidade - Validagdo do método analitico para a SA1.

Pela observacao da tabela e curva de calibracdo, pode-se concluir que o0 método aplicado
tem uma linearidade adequada a sua finalidade, tendo em conta as concentrac¢des estudadas. O
valor do coeficiente de correlacéo da reta de regressao linear é de 0,9994, valor este superior ao
limite minimo para este parametro (0,99); os pontos representados na curva de calibragdo
encontram-se bem alinhados com a reta, verificando-se que apenas um ponto (D2) se encontra

ligeiramente afastado.

Limite de Quantificacdo e Limite de Detecéo:

O limite de quantificag&o e o limite de detec¢éo foram ambos estimados com base na curva

de calibracdo do analito (parametro da linearidade), através da Equacédo 2.9 e da Equacéo 2.10:

3,30

100
LD = —— = 0,9831 pg/mlL, LQ = ——=2,978 pg/mlL
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A analise confirmatéria do LQ néo foi efetuada para a concentracéo de 2,978 ug/mL como
era suposto mas para uma concentracdo menor, de 0,75 pg/mL, valor inferior ao limite de
detecdo. Esta analise de confirmacdo foi realizada num aparelho de HPLC com uma
sensibilidade melhor que o HPLC utilizado na restante validacdo do método analitico, pelo que
se optou por analisar uma solucéo em que a concentragao fosse mais baixa que o obtido através
da curva de calibragédo. Deste modo foi possivel identificar que o aparelho HPLC consegue
detetar uma concentracao ainda mais baixa que o valor tedrico do LD. Os resultados para a

analise confirmatéria do LQ encontram-se na Tabela 4-6.

Tabela 4-6 - Resultados do limite de quantificagdo- Validagdo do método analitico para a SAL.

Leitura Area
1 10,48923
2 10,00762
3 10,41475
4 10,04603
5 10,42378
6 10,35534
Média 10,28946
Maxima 10,48923
Minima 10,00762
DP 0,20817
CV (%) 2,02

Com esta concentragdo, verifica-se que o método possui um grau de precisdo adequado,

pois o coeficiente de variagéo obtido, 2,02%, € inferior ao valor maximo estipulado de 15%.

Estabilidades:

- Estabilidade da solugado problema e padrao

Os resultados da estabilidade da solucdo problema e solugéo padréo encontram-se na
Tabela 4-7.

Tabela 4-7 - Resultados da estabilidade da solugéo problema e padrao - Validagdo do método
analitico para a SAL.

A - Temperatura ambiente com exposi¢éo a luz
Tipo de solugéo Tempo (h) Teor (%) Variacéo (%)
N 0 97,00 -
Padréo
24 103,45 6,65
0 78,18 -
Problema

24 51,11 -34,63
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Tabela 4-7 - Resultados da estabilidade da solugéo problema e padréo - Validagdo do método
analitico para a SA1 (continuacgao).

B - Temperatura de frigorifico e ao abrigo da luz
Tipo de solucéo Tempo (h) Teor (%) Variacao (%)
. 0 97,00 -
Padréo
24 101,81 4,96
0 78,18 -
Problema

24 79,73 1,97

No estudo efetuado a temperatura ambiente com exposi¢do a luz foi verificado que tanto
a solucédo padrao como a solugdo problema néo sao estaveis durante as 24h, pois a variagcao de

ambas as respostas sado superiores ao limite maximo para este parametro (5%).

No estudo efetuado a temperatura de frigorifico e ao abrigo da luz verifica-se que ambas
as solugBes sdo estaveis durante pelo menos 24h, visto que o limite maximo para este pardmetro

€ de 5% e ambas as varia¢bes séo inferiores a este valor.

- Estabilidade da substancia no equipamento

Os resultados obtidos para este estudo de estabilidade estédo indicados na Tabela 4-8. A
variacdo encontrada para este caso foi superior ao limite de 15%, pelo que se conclui que a
substancia ativa 1 ndo é estavel durante 24h. Deste modo a amostragem para validagédo de
limpeza para cada equipamento tera de ser efetuada logo apds a limpeza do mesmo.

Tabela 4-8 - Resultados da estabilidade da substancia no equipamento - Validagdo do método
analitico para a SAL.

Amostras / Nivel Tempo (h) Teor (%) Variacéo (%)
0 89,04 -
LA
24 66,13 -25,73

- Estabilidade do produto no equipamento
O estudo para esta estabilidade foi efetuado durante 67 dias, sendo que foram realizadas

quatro analises ao longo deste tempo. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4-9.

Tabela 4-9 - Resultados da estabilidade do produto no equipamento - Validagdo do método
analitico para a SAL.

Dia 0 Dia 7 Dia 20 Dia 67

A - soma das areas dos picos de

~ 5187 865 4 386 797 3 224,850 | 3 268,473
SA1 na solugdo amostra

B - média da soma das areas dos

. ~ ~ 5064 711 4 252 690 3511,424 | 3434,519
picos de SA1 na solucdo padréo
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Tabela 4-9 - Resultados da estabilidade do produto no equipamento - Validagdo do método
analitico para a SA1 (continuacgao).

0 (%)

Dia 0 Dia 7 Dia 20 Dia 67
Ws - peso padréo de SA1, em mg 62,06 62,06 62,90 62,00
Wt- peso da amostra, em mg 92,29 92,33 92,26 92,05

L- Quantidadrﬁggosm,éi)ll rotulada, em 500 500 500 500
Aw - massa mggiastgcl)s comprimidos 921.7 9217 921.7 921.7
P - poténcia de padrdo de SA1 0,827 0,827 0,827 0,830
Teor em SA1 (%) 105,007 105,701 95,453 98,072
Variacdo de teor em relagdo ao dia _ 0,661 -9,008 6,604

Durante a realizacdo deste estudo foi possivel verificar que com o passar do tempo o

produto vai perdendo teor em SAL. A Ultima analise efetuada ao p6 exposto na placa revelou

uma variacao de teor menor do que a analise realizada aos 20 dias possivelmente devido a um

erro no meétodo, pois teoricamente a amostra deveria ir perdendo teor ao longo do tempo e nao

mantendo ou reduzindo essa variagao.

No entanto, apesar desta variacao de teor ter ficado abaixo do limite estipulado de 20%,

ao longo deste estudo constatou-se que apos a analise dos 20 dias, o produto exposto na placa

tornou-se amarelo (vide Figura 4-13).
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4.1.2.Apresentacéo e Discussédo de Resultados do Método

Analitico Validado para o Produto 9

Seletividade:

Os cromatogramas obtidos nos varios pontos de estudo da seletividade para o produto 9,

encontram-se de seguida da Figura 4-14 a Figura 4-24.
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Figura 4-14 - Cromatograma correspondente a solu¢do a 50% do limite analitico (substéncia ativa).
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Figura 4-15 - Cromatograma correspondente a solucéo ao limite analitico (substéncia ativa).
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Figura 4-16 - Cromatograma correspondente a solucéo a 200% do limite analitico (substéncia ativa).
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Figura 4-17 - Cromatograma correspondente ao solvente utilizado na preparagdo das amostras
(fase movel).
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Figura 4-19 - Cromatograma correspondente ao “branco” de recuperagao da placa.
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Figura 4-20 - Cromatograma correspondente a solucéo de detergente a 10 ppm.

80



Resultados e Discusséao
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Figura 4-21 - Cromatograma correspondente ao “branco” de recuperagao da placa de detergente e/ou
de outras solucgdes de lavagem.
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Figura 4-22 - Cromatograma correspondente a solucéo de detergente a 10 ppm contendo o analito
na concentracéo correspondente ao LA50%.
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Figura 4-23 - Cromatograma correspondente a amostra de recuperagao do swab.
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Figura 4-24 - Cromatograma correspondente a amostra de recuperacao da placa.
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As solucBes padrdo LA 50% (Figura 4-14), LA (Figura 4-15) e LA 200% (Figura 4-16)
apresentam os mesmos picos que vao aumentando conforme a concentragdo também aumenta,
tal como era esperado. Relativamente aos resultados obtidos na analise ao solvente utilizado na
preparacao das amostras - fase movel (Figura 4-17), branco de swab (Figura 4-18) e branco de
recuperacdo da placa (Figura 4-19) verifica-se a inexisténcia de resposta, pelo que € possivel
concluir que nem o solvente, nem o swab ou o0 processo de recuperagéo da placa intervém com

0 pico cromatografico da SA3.

No que diz respeito ao detergente, observando o branco (Figura 4-21) e a solucéo de
detergente ( Figura 4-20) pode-se concluir que 0 mesmo nao interfere com o analito. Igualmente,
ao se comparar a solucdo de detergente e/ou outras solucbes de lavagem utilizadas a 10 ppm
contendo o analito na concentracdo LA 50% (Figura 4-22) com a solucdo padréo de LA 50%
(Figura 4-14), verifica-se que o pico cromatografico de SA3 existente no cromatograma da

solucdo LA50% é idéntico ao que aparece no cromatograma da Figura 4-22.

A solucdo amostra de recuperacdo do swab (Figura 4-23) e a solucdo amostra de
recuperacao da placa (Figura 4-24) apresentam respostas semelhantes as da solu¢éo padréo LA
(Figura 4-15).

Por observacéo dos cromatogramas apresentados, verifica-se que o método é seletivo para a
substancia ativa relativamente aos outros possiveis interferentes existentes na amostra. Nas
condi¢des cromatograficas apresentadas, o pico correspondente & SA3 é obtido com tempo de

reten¢do de cerca de 10 min.

Precisdo do sistema:

Como ja referido anteriormente, este parametro é avaliado através dos valores obtidos
para os coeficientes de variagdo (CV). Os resultados deste parametro estdo na Tabela 4-10.

Tabela 4-10 - Resultados da precisdo do sistema - Validagdo do método analitico para a SA3.

Leitura | LA 50% (Area) LA (Area) |LA200% (Area)
1 142,8933 296,8210 608,9684
2 143,0051 296,0605 608,0243
3 142,7025 296,9167 608,1215
4 142,7703 295,9903 606,9311
5 142,4669 296,1890 607,0380
6 142,4691 295,7706 607,2499
7 - 295,4157 -

8 - 295,6689 -
9 - 295,6976 -
10 - 295,5578 -

Média 142,7179 296,0088 607,7222
Maximo 143,0051 296,9167 608,9684
Minimo 142,4669 295,4157 606,9311

DP 0,22 0,51 0,79

CV (%) 0,15 0,17 0,13
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Os CV obtidos na precisdo do sistema para as trés solucfes analisadas séo inferiores os
limites méaximos estipulados. Deste modo para o nivel do LA 50% o valor maximo para o CV é
de 15%, enquanto que para o nivel LA e LA200% o valor maximo é de 10%. Conclui-se assim,
tendo em conta os bons resultados, que o sistema tem uma boa preciséo, e que é adequada a
finalidade do método.

Repetibilidade do método:

A repetibilidade do método é avaliada através da percentagem de recuperacéao obtida para
0s swabs e para as placas. Os resultados estao na Tabela 4-11.

Tabela 4-11 - Resultados da repetibilidade do método - Validagdo do método analitico para a SA3.

Recuperacao dos Swabs Recuperacgao das Placas
Amostras p p
A Area Teor (%) Area Teor (%)
Padréo (inj1) 292,79770 - 294,56537 -
Padréao (inj2) 292,56439 - - -
1 316,01582 109,34 293,88165 101,04
2 316,81432 109,62 297,39626 102,24
3 315,51488 109,17 278,92497 95,89
4 308,32991 106,69 282,73169 97,20
S 313,66851 108,53 284,07590 97,66
6 315,05026 109,01 237,38007 81,61
Média - 108,73 - 95,94
Maximo - 109,62 - 102,24
Minimo - 106,69 - 81,61
DP - 1,06 - 7,42
CV (%) - 0,98 - 7,74

Os valores obtidos encontram-se abaixo do limite sendo que se obteve para os swabs um
CV de 0,98%, e para as placas um CV de 7,74%, valores inferiores a 15%. Deste modo é possivel

concluir que este método tem uma repetibilidade adequada para a finalidade.

Exatidao:

Os resultados obtidos para o parametro da exatiddo estdo presentes na Tabela 4-12 e
Tabela 4-13.

1 — Recuperacdo Swab — Solvente

Na recuperacdo Swab — Solvente os valores médios obtidos para o conjunto de
percentagens de recuperagdo das amostras analisadas ao nivel LA 50%, LA e LA 200% foram
de 110,94%, 109,38% e 106,92%, respetivamente. A percentagem de recuperagdo para o LA
50% deveréa encontrar-se entre 80-120%, e a percentagem de recuperacdo para o LA e LA 200%

deverda estar entre 90-110%, o que aconteceu como se pode ver na Tabela 4-12.
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Nivel T(r(:]rg? Area | Teor (%) Mer(]iil\flerlmf ?j:\élr?] f)j/;)
0,00939 | 152208| 110,18
LA 50% | 0,00939 | 155436| 112,51 110,94 1,43
0,00939 | 152 147| 110,13
0,01878 | 316,016 | 109,34
LA 0,01878 | 316,814 | 109,62 109,38 0
0,01878 | 315,515| 109,17
0,03757 | 654,725| 110,47
LA 200% | 0,03757 | 607,000| 102,42 106,92 -2,25
0,03757 | 639,351 | 107,88
Média - -| 109,08 - -
Méximo - -1 112,51 - -
Minimo - -| 102,42 - -
DP - - 2,79 - -
CV (%) - - 2,56 - -

Tabela 4-13 - Resultados da exatid&o - Validagdo do método analitico para a SA3.

2 — Recuperacgéo do método de amostragem Placa —» Swab — Solvente

Nivel 'I;&rg;i Area | Teor (%) Mé:i'\?ef)or IID_eAS\é'r?] ?A?
0,00939 | 140,19 100,59
LA50% | 0,00939 | 14513 104,76 101,54 1,82
0,00939 142,34 | 99,27
0,01878 293,88 | 101,04
LA 0,01878 297,40 | 102,24 99,72 0
0,01878 278,92 | 95,89
0,03757 507,13 | 84,78
LA 200% | 0,03757 607,30 | 101,53 86,43 -13,33
0,03757 436,64 | 73,00
Média - - 95,90 - -
Méximo - - 104,76 - -
Minimo - - 73,00 - -
DP - - 10,36 - -
CV (%) - - 10,80 - -

Na recuperacdo Placa —» Swab — Solvente, os valores médios obtidos para as
amostragens efetuadas ao nivel do LA 50%, LA e LA 200% foram, respetivamente, 101,54%,
99,72% e 86,43%. O desvio do LA 50% relativamente ao LA foi de 1,82, inferior ao limite méximo
de 25%. O desvio do LA 200% relativamente ao LA foi de -13,33, que também se encontra abaixo

do limite deste, 15%.
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Tendo em conta os resultados obtidos, a percentagem de recuperacéo encontrada foi de

95,90%, o que implica que o fator de recuperacdo é de 0,9590. Deste modo o LA real sera de

19,18 pg/ml.

Relativamente a alguns dos valores obtidos serem superiores a 100%, tal pode ser
justificado pelo fato de os volumes a medir serem muito baixos o que pode ter introduzido algum
erro na contaminacao dos swabs e das placas.

Linearidade:

Os dados utilizados e os resultados obtidos para o parédmetro de linearidade estéo
presentes na Tabela 4-14 e na Figura 4-25.

Tabela 4-14 - Resultados da linearidade - Validagdo do método analitico para a SA3.

o C Areas Areas Cc » Fatores | Desvio
Diluigdo — — Viés
(ug/mL) | (média) | corrigida | (ug/mL) Resposta %
D1 9,511 141,805 141,658 9,520 0,09 14,91 -4,33
D2 15,218 235,819 234,729 15,285 0,44 15,50 -0,56
D3 19,023 296,441 296,776 19,002 -0,11 15,58 0,00
D4 28,534 449,507 451,894 28,388| -0,51 15,75 1,09
D5 38,045 608,496 607,012 38,136 0,24 15,99 2,63
C = Concentracdo da solucéo final (ug/mL) Média 0,03 15,55 -0,23
Cc = Concentracdo corrigida da solugéo final DP. 0.40
(ng/mL)
Viés = (Cc-C) x 100/ C C.v. --- 2,60 ---

Fatores resposta = Areas / C D.P. = Desvio padrao

Desvio = (fact.resp. - fact.resp.alvo) x 100 / fact.resp.alvo C.V. = Coeficiente de variagédo

Curva de Calibracao

700 +

©

g€ 600 +
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g 500 + ® Valor obs
g 400 + - === Lim. Inf.
o) - - -- Lim. Sup.
©) 300 Linear (Valor obs)
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8 100
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0 10 20 30 40

Concentracao (pug/ml)

Figura 4-25 - Resultados da linearidade - Validacdo do método analitico para a SA3.

Pela observacdo da tabela e curva de calibracdo anteriores, pode-se concluir que o
método aplicado tem uma linearidade adequada a sua finalidade, tendo em conta as
concentracdes estudadas. Esta conclusao é sustentada pelo valor do coeficiente de correlagéo
da reta de regressédo linear € de 0,99996, valor este superior ao limite minimo para este
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parametro (0,99); os pontos representados na curva de calibracdo encontram-se bem alinhados
com a reta e o rigor da linearizacéo é de 99,96954.

Limite de Quantificacdo e Limite de Detecéo:
O limite de quantificag&o e o limite de detec¢éo foram ambos estimados com base na curva

de calibracdo do analito (parametro da linearidade), através da Equacédo 2.9 e da Equacéo 2.10:

3,30 100

LD = == = 0,3548 pg/mL LQ = <~ =1,0751 png/mL

Este parametro é avaliado com base na analise confirmatéria do limite de quantificagéo.
Esta andlise foi efetuada 6 vezes para uma concentragéo de 1 pg/ml e os resultados encontram-

se na Tabela 4-15.

Tabela 4-15 - Resultados do Limite de Quantificagéo - Validagcdo do método analitico para a SA3

Leitura Area
1 13,58720
2 13,69031
3 13,69944
4 13,66995
5 13,57852
6 13,88265
Média 13,68468
Méxima 13,88265
Minima 13,57852
DP 0,10994
CV (%) 0,80336

Mais uma vez, os resultados sao avaliados com base no coeficiente de variacdo. Para esta
concentracao, verifica-se que o método possui um grau de preciséo adequado, pois o coeficiente
de variacéo obtido, 0,80%, é bastante inferior ao valor maximo admitido para o CV (< 15%).

Estabilidades:

- Estabilidade da solugcado problema e padrédo
A estabilidade da solucao problema e da solucéo padrdo foram avaliadas e os resultados
encontram-se na Tabela 4-16.

Tabela 4-16 - Resultados da estabilidade da solugédo problema e padréo - Validagdo do método
analitico para a SA3.

A - Temperatura ambiente com exposi¢éo a luz
Tipo de solugéo Tempo (h) Teor (%) Variacéo (%)
N 0 98,92 -
Padréo
24 101,56 2,67
0 99,31 -
Problema

24 82,60 -16,83
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Tabela 4-16 - Resultados da estabilidade da solugdo problema e padréo - Validagdo do método
analitico para a SA3 (continuagdao).

B - Temperatura de frigorifico e ao abrigo da luz
Tipo de solucéo Tempo (h) Teor (%) Variacao (%)
. 0 98,92 -
Padréo
24 103,10 4,23
0 99,31 -
Problema

24 84,50 -14,92

No estudo efetuado verificou-se que a solugdo padrdo € estavel tanto a temperatura
ambiente com exposicdo a luz como a temperatura de frigorifico e ao abrigo da luz, visto que o

limite para a variacdo é de 5% e os resultados obtidos foram inferiores a este valor.

Relativamente a solugdo problema, esta nédo é estavel em ambos os ambientes testados,

pois as variacdes de teor encontradas séo superiores ao limite méximo estipulado de 5%.

- Estabilidade da substancia no equipamento

A avaliacdo da estabilidade da substéncia no equipamento revelou que a SA3 é estavel
durante pelo menos 24h no equipamento. Os resultados estdo na Tabela 4-17, onde se verifica
que a variacao para este caso foi inferior ao limite de 15%.

Tabela 4-17 - Resultados da estabilidade da substancia no equipamento - Validagcdo do método
analitico para a SA3.

Amostras / Nivel Tempo (h) Teor (%) Variacao (%)
0 95,94 -
LA
24 96,57 0,66

- Estabilidade do produto no equipamento

Para o estudo desta estabilidade foram efetuadas quatro andlises ao longo do tempo. A
andlise 1 corresponde ao dia 0 da placa exposta a temperatura ambiente mas sem exposigdo a
luz. A analise 2 e a andlise 3 foram realizadas passados 15 e 21 dias, respetivamente. Apés
estes 21 dias, expbs-se a placa a luz, sendo a andlise 4 efetuada apds 41 dias da placa exposta
a temperatura ambiente e exposicao a luz. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4-18.

Tabela 4-18 - Resultados da estabilidade do produto no equipamento - Validagdo do método
analitico para a SA3.

Placa a temperatura
ambiente mas com
exposicéo a luz

Placa a temperatura ambiente mas
sem exposicao a luz

Analise 1 | Analise 2 | Anélise 3 Analise 4
Tp - Toma de ensaio da
substancia quimica de referéncia 25,37 25,50 25,14 24,61
utilizada, expressa em mg
P — Conteddo de SA3 na
substancia quimica de referéncia 0,938 0,938 0,938 0,938
utilizada (%)
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Tabela 4-18 - Resultados da estabilidade do produto no equipamento - Validagdo do método

analitico para a SA3.

Placa a temperatura ambiente mas
sem exposicao a luz

Placa a temperatura
ambiente mas com
exposicédo a luz

Analise 1 | Analise 2 | Anélise 3 Analise 4

PM — Peso médio do comprimido, 13749 13749 1374.9 1374.9
em mg
Aa — Area do pico correspondente
a SA3 nos cromatogramas obtidos | 1 555,556 | 1409 745| 1 543,007 1238 667
com a’solugéo problema
Ap — Area do pico correspondente
a SA3 nos cromatogramas obtidos | 1 567,559 | 1405716 | 1519,461 1273593
com a solucdo padrdo
Ta — Toma de ensaio da amostra, 32.48 32,67 3252 32.66
expressa em mg
D - Dosagem da forma
farmacéutica em analise, expressa 1000 1000 1000 1000
em mg

Teor em SA3 (%) 99,963 100,950 101,243 94,513
Variacdo de teor em relagao "

a0 dia 0 (%) - 0,988 1,281 -6,647 (*)

(*) Variacéo de teor em relacéo a andlise 3.

Durante a realizacdo da primeira parte deste estudo (andlise 1, 2 e 3) foi possivel verificar

que com o passar do tempo, 21 dias, o produto perde pouco teor em SA3. Durante a segunda

parte do estudo, identificou-se que apés 41 dias de exposi¢do a luz a perda de teor de SA3 é

cerca de 6,6%, no entanto este valor ainda se encontra dentro do limite estipulado de 20% para

a variagao de teor.

No entanto, apesar desta variacao de teor ter ficado abaixo do limite constatou-se que

apos a andlise 4, ou seja apos a exposi¢ao da placa a luz, o produto exposto na placa tornou-se

ligeiramente amarelado (vide Figura 4-26).

Andlise 1

Figura 4-26 - Resultados da estabilidade do produto no equipamento - Validagdo do método

analitico para a SA3.
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4.2. Validacao de Limpeza dos Equipamentos

4.2.1.Apresentacao de Resultados

No seguimento de todas as amostragens efetuadas a todos os equipamentos
mencionados anteriormente, apresentam-se de seguida os resultados obtidos. A partir da Tabela
4-19 até a Tabela 4-25 encontram-se as datas de produgéo, limpeza e amostragem para cada
caso estudado e respetivos lotes de cada produto. Também séo apresentados os resultados
obtidos apds as analises efetuadas as amostras recolhidas para cada teste de validade de
limpeza.

No anexo A.2 mostram-se 0s resultados da cromatografia em HPLC. Neste anexo sédo
apresentados os resultados obtidos por equipamento e por produto das analises efetuadas no
HPLC.

Tabela 4-19 - Resultados obtidos para a Camara de Pesagem.

N° da Amostragem 1 2
Produto Produto 1
Lote Co004 D001
Producédo 06/12/2014 | 18/02/2015
c [Limpeza 06/12/2014 | 19/02/2015
g Inspecéo Visual 09/12/2014 | 20/02/2015
Amostragem microbiol6gica 09/12/2014 | 20/02/2015
Amostragem de residuos de SA 09/12/2014 | 20/02/2015
Inspecéo Visual
Teste
Se os componentes desmontados foram c c
lavados e secos
Auséncia de residuos de pé em toda a éarea,
nas soldaduras, nos rebordos e sulcos c C
Auséncia de manchas em toda a area, nas
soldaduras, nos rebordos e sulcos c C
Auséncia de odores C C
A area de trabalho (sala) esta limpa e c C
arrumada
Auséncia de escoriagcbes mecanicas C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos C C
Auséncia de dedadas ou restos de gordura C C
Auséncia de humidade C C
Determinacéo da Atividade Microbiana (n° de UFCs)
Ponto da amostragem
Prato da balanca de chédo 0 8
Lamelas 7 6
Determinacdo de Residuos de Substancia Ativa (ug/mL)
Ponto da amostragem
Prato da balanca de chao 0,78985 ND
Lamelas ND ND
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Tabela 4-20 - Resultados obtidos para o Tamisador.

N° da Amostragem 1 2 1 2
Produto Produto 1 Produto 9
Lote C004 D001 D003 D006

Producéo 05/12/2014 | 18/02/2015 [ 07/01/2015 | 02/03/2015

Limpeza 06/12/2014 | 19/02/2015 | 08/01/2015 | 03/03/2015
% Inspecao Visual 09/12/2014 | 20/02/2015 | 09/01/2015 | 06/03/2015
O | Amostragem de residuos de detergente 09/12/2014 | 20/02/2015 | 09/01/2015 | 06/03/2015

Amostragem microbiolégica 09/12/2014 | 20/02/2015 | 09/01/2015 | 06/03/2015

Amostragem de residuos de SA 09/12/2014 | 20/02/2015 [ 09/01/2015 | 06/03/2015

Inspecéo Visual
Teste
Z(\a/ aodsocso(;n Sp(;)cnoesntes desmontados foram C C C C
Auséncia de residuos de pé em toda a area,
nas soldaduras, nos rebordos e sulcos c c c c
Auséncia de manchas em toda a area, nas
soldaduras, nos rebordos e sulcos C C ¢ C
Auséncia de odores C C C C
:ﬂﬁ%ﬂg trabalho (sala) esté limpa e C C C C
Auséncia de escoriagbes mecéanicas C C C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos C C C C
Auséncia de dedadas ou restos de gordura C C C C
Auséncia de humidade C C C C
Determinacédo de Residuos de Agentes de Limpeza (ppm)
Amostra: Branco 0,3476 0,11662 0,85066 0,11132
Amostra: A 0,3952 0,37873 3,17200 0,50772
Resultado TOC (Amostra A — Branco) 0,0476 0,26211 2,32134 0,39640
Determinacdo da Atividade Microbiana (n° de UFCs)
Ponto da amostragem
Rede 0 4 1
Rebordo interno do cone cilindrico 7 0 8
Saida de pé 0 0 2 0
Determinacdo de Residuos de Substancia Ativa (ng/mL)
Ponto da amostragem
Rede ND ND ND ND
Rebordo interno do cone cilindrico ND ND ND ND
Saida de p6 ND ND ND ND
Tabela 4-21 - Resultados obtidos para o Misturador Bicénico.
N° da Amostragem 1 2 1 2
Produto Produto 1 Produto 9
Lote C004 D001 D003 D006

% Producéo 05/12/2014 | 18/02/2015 | 07/01/2015 | 03/03/2015
O |Limpeza 06/12/2014 | 19/02/2015 | 07/01/2015 | 05/03/2015
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Tabela 4-21 - Resultados obtidos para o Misturador Bicénico (continuagao).

N° da Amostragem 1 2 1 ‘ 2
Produto Produto 1 Produto 9
Lote C004 D001 D003 D006

Inspecao Visual 09/12/2014 | 20/02/2015 | 09/01/2015 | 06/03/2015
% Amostragem de residuos de detergente 09/12/2014 | 20/02/2015 | 09/01/2015 | 06/03/2015
O | Amostragem microbiol6gica 09/12/2014 | 20/02/2015 | 09/01/2015 | 06/03/2015

Amostragem de residuos de SA 09/12/2014 | 20/02/2015 | 09/01/2015 | 06/03/2015

Inspecéo Visual
Teste
;3 :Cisozo‘;nsr)é)cnoezsntes desmontados foram c C c c
Auséncia de residuos de p6 em toda a area, nas c c c c
soldaduras, nos rebordos e sulcos
Auséncia de manchas em toda a &rea, nas
soldaduras, nos rebordos e sulcos c c C C
Auséncia de odores C C C C
A éarea de trabalho (sala) esta limpa e arrumada C C C C
Auséncia de escoriagbes mecéanicas C C C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos C C C C
Auséncia de dedadas ou restos de gordura C C C C
Auséncia de humidade C C C C
Determinacado de Residuos de Agentes de Limpeza (ppm)
Amostra: Branco 0,2823 0,50947 0,58852 0,69569
Amostra: A 44,4967 1,49831 4,84800 2,67300
Resultado TOC (Amostra A — Branco) 442144 | 0,98884| 4,25948 1,97731
Determinacéo da Atividade Microbiana (n° de UFCs)
Ponto da amostragem
Rebordo interno da abertura larga com tampa
amovivel 0 10 0 1
Borracha amovivel da tampa 0 1 0 5
Bisel a meio do equipamento (superficie lisa
com uma curvatura) 0 5 0 0
Ponto central entre os biséis (lado esquerdo) 0 0 0 0
Ponto central entre os biséis (lado direito) 0 0 0 0
Tampa pequena 0 8 2 1
Tampa grande 0 0 0 2
Determinacdo de Residuos de Substancia Ativa (ug/mL)

Ponto da amostragem
Rebordo interno da abertura larga com tampa
amovivel ND ND ND ND
Borracha amovivel da tampa ND ND ND ND
Bisel a meio do equipamento (superficie lisa
com uma curvatura) ND ND ND ND
Ponto central entre os biséis (lado esquerdo) ND ND ND ND
Ponto central entre os biséis (lado direito) ND ND ND ND
Tampa pequena ND ND ND ND
Tampa grande ND ND ND ND
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Tabela 4-22 - Resultados obtidos para a Compactadora.

N° da Amostragem 1 2 1 2
Produto Produto 1 Produto 9
Lote Co04 D001 D003 D006
Producéo 04/12/2014 | 18/02/2015 | 13/01/2015 | 03/03/2015
Limpeza 12/12/2014 | 24/02/2015 | 14/01/2015 | 05/03/2015
% Inspecédo Visual 15/12/2014 | 25/02/2015 | 28/01/2015 | 06/03/2015
0O | Amostragem de residuos de detergente 15/12/2014 | 25/02/2015 | 28/01/2015 | 06/03/2015
Amostragem microbiol6gica 15/12/2014 | 25/02/2015 | 28/01/2015 | 06/03/2015
Amostragem de residuos de SA 15/12/2014 | 25/02/2015 | 28/01/2015 | 06/03/2015
Inspecéo Visual
Teste
Z(\a/ aodsocso(;n Sp(;)cnoesntes desmontados foram C C C C
Auséncia de residuos de pé em toda a area,
nas soldaduras, nos rebordos e sulcos C C c C
Auséncia de manchas em toda a area, nas
soldaduras, nos rebordos e sulcos C C c C
Auséncia de odores C C C C
eraurrenzglz trabalho (sala) esté limpa e c c c c
Auséncia de escoriagcbes mecéanicas C C C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos C C C C
Auséncia de dedadas ou restos de gordura C C C C
Auséncia de humidade C C C C
Determinacé&o de Residuos de Agentes de Limpeza (ppm)
Amostra: Branco 0,2628 0,00305 0,54883 0,13900
Amostra: A 1,0297 0,21844 2,47800 0,30561
Resultado TOC (Amostra A — Branco) 0,7669 0,21539 1,92917 0,16661
Determinacéo da Atividade Microbiana (n° de UFCs)
Ponto da amostragem
Rolos 66 1 11 0
Depésito 26 0 0 8
Sem-fim 3 0 0 0
Granulador 12 0 0 0
Rede 2 0 0 0
Determinacdo de Residuos de Substancia Ativa (ug/mL)
Ponto da amostragem
Rolos ND 14,33505 ND ND
Deposito ND ND ND ND
Sem-fim ND ND ND ND
Granulador ND ND ND ND
Rede ND ND ND ND
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Tabela 4-23 - Resultados obtidos para a Maquina de Comprimir e Despoeirador.

N° da Amostragem 1 2 1 2
Produto Produto 1 Produto 9
Lote Co04 D001 D003 D006
Producéo 11/12/2014 | 20/02/2015 | 13/01/2015 | 04/03/2015
Limpeza 17/12/2014 | 23/02/2015 | 21/01/2015 | 06/03/2015
% Inspecédo Visual 18/12/2014 | 25/02/2015 | 28/01/2015 | 09/03/2015
O | Amostragem de residuos de detergente 18/12/2014 | 25/02/2015 | 28/01/2015 | 09/03/2015
Amostragem microbiol6gica 18/12/2014 | 25/02/2015 | 28/01/2015 | 09/03/2015
Amostragem de residuos de SA 18/12/2014 | 25/02/2015 | 28/01/2015 | 09/03/2015
Inspecéo Visual
Teste
E(\a/ ;jozoemsgcnointes desmontados foram c C C C
Auséncia de residuos de p6 em toda a area,
nas soldaduras, nos rebordos e sulcos C c c C
Auséncia de manchas em toda a area, nas
soldaduras, nos rebordos e sulcos C c c C
Auséncia de odores C C C C
A é&rea de trabalho (sala) esta limpa e arrumada C C C C
Auséncia de escoriagfes mecéanicas C C C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos C C C C
Auséncia de dedadas ou restos de gordura C C C C
Auséncia de humidade C C C C
Determinacéo de Residuos de Agentes de Limpeza (ppm)
Amostra: Branco 1,0297 0,00305 0,47321 0,00130
Amostra: A 1,9130 0,08197 1,91050 0,06340
Resultado TOC (Amostra A — Branco) 0,8833 0,07892 1,43729 0,06210
Determinacéo da Atividade Microbiana (n° de UFCs)
Ponto da amostragem
Base do sistema de alimentagéo das aranhas NA NA 22 0
Prato da maquina 2 7 4 14
Depdsito de carregamento 10 0 2 0
Rampa de saida dos comprimidos 8 3 28 0
Duas matrizes 1 1 3 21
Disco intermédio 3 29 1
Disco inferior 19 11 22 4
Determinacdo de Residuos de Substancia Ativa (ug/mL)
Ponto da amostragem
Base do sistema de alimentag&o das aranhas NA (*) NA (*) ND ND
Prato da méquina ND ND 2,88449 3,85849
Depdsito de carregamento ND ND ND ND
Rampa de saida dos comprimidos ND ND ND ND
Duas matrizes ND ND ND ND
Disco intermédio ND ND ND ND
Disco inferior ND ND ND ND

(*) Estes lotes foram amostrados numa maquina de comprimir que néo tinha esta base.
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Tabela 4-24 - Resultados obtidos para as Bacias de Revestimento.

N° da Amostragem 1 2
Produto | Produto 1 | Produto 1
Lote Cco04 D001
Producéo 12/12/2014 | 23/02/2015
Limpeza 15/12/2014 | 25/02/2015
% Inspecao Visual 17/12/2014 | 26/02/2015
O | Amostragem de residuos de detergente 17/12/2014 | 26/02/2015
Amostragem microbiol6gica 17/12/2014 | 26/02/2015
Amostragem de residuos de SA 17/12/2014 | 26/02/2015
Inspecéo Visual
Teste
Se os componentes desmontados foram C C
lavados e secos
Auséncia de residuos de pé em toda a area,
C C
nas soldaduras, nos rebordos e sulcos
Auséncia de manchas em toda a area, nas
C C
soldaduras, nos rebordos e sulcos
Auséncia de odores C C
A é&rea de trabalho (sala) est4 limpa e arrumada C C
Auséncia de escoriagbes mecanicas C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos C C
Auséncia de dedadas ou restos de gordura C C
Auséncia de humidade C C

Determinacédo de Residuos de Agentes de Limpeza (ppm)

Amostra: Branco 0,2445 0,00305
Amostra: A 0,9383 0,40005
Resultado TOC (Amostra A — Branco) 0,6938 0,39700

Determinacdo da Atividade Microbiana (n° de UFCs)

Ponto da amostragem

No interior da bacia de revestimento

0

5

Rebordo da abertura da bacia de revestimento

0

0

Determinacdo de Residuos de Substancia Ativa (ug/mL)

Ponto da amostragem

No interior da bacia de revestimento

ND

ND

Rebordo da abertura da bacia de revestimento

ND

ND

Tabela 4-25 - Resultados obtidos para a Maquina de Blisterar.

N° da Amostragem 1 2 3
Produto | Produto 1 | Produto 11 | Produto 1
Lote C004 C006 D001

Producéo 19/12/2014 | 10/02/2015 | 27/02/2015

< [Limpeza 19/12/2014 | 10/02/2015 | 27/02/2015
g Inspecéo Visual 05/01/2015 | 11/02/2015 | 09/03/2015
Amostragem de residuos de detergente 06/01/2015 | 11/02/2015 | 09/03/2015
Amostragem microbiol6gica 05/01/2015 | 11/02/2015 | 09/03/2015
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Tabela 4-25 - Resultados obtidos para a Maquina de Blisterar (continuacéo).

N° da Amostragem 1 2 3
Produto | Produto 1 | Produto 11 | Produto 1
Lote C004 C006 D001
Inspecéo Visual
Teste
Se os componentes desmontados foram c C c
lavados e secos
Auséncia de residuos de p6é em toda a area, c C c
nas soldaduras, nos rebordos e sulcos
Auséncia de manchas em toda a area, nas c c c
soldaduras, nos rebordos e sulcos
Auséncia de odores C C C
A éarea de trabalho (sala) esta limpa e arrumada C C C
Auséncia de escoriagdes mecéanicas C C C
Auséncia de fibras, borracha ou tecidos C C C
Auséncia de dedadas ou restos de gordura C C C
Auséncia de humidade C C C
Determinacéo de Residuos de Agentes de Limpeza (ppm)
Amostra: Branco 0,40288 1,21629 0,0013
Amostra: A 3,6335 2,2685 0,20685
Resultado TOC (Amostra A — Branco) 3,23062 1,05221 0,20555
Determinacdo da Atividade Microbiana (n° de UFCs)

Ponto da amostragem
Distribuidor 32 5 15
1° Tabuleiro 88 4 5
2° Tabuleiro >50 5 3
Roda/Cilindro 127/30 4/1 11/1
3° Tabuleiro 9 0 0

4.2.2.Interpretacao dos Resultados

A interpretagdo dos resultados encontra-se dividida pelos diferentes testes efetuados a
cada equipamento. Optou-se por discutir os resultados separadamente, de modo a que fosse
mais facil a interpretacé@o dos testes por produto. Com base nas tabelas apresentadas no ponto
anterior, construiram-se diversos gréaficos nos quais € possivel identificar os resultados obtidos
em cada amostragem por equipamento, ponto de amostragem e produto.

A validade de limpeza determinada para cada equipamento é resultado de apenas duas
amostragens para validacdo. No entanto, como ja referido anteriormente, o processo de
validacé@o de limpeza e respetiva validade da mesma apenas podem ser identificados apds a
amostragem a trés lotes.
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Intervalo de Dias entre a Producéo, Limpeza e Amostragens

Para o Produto 1:

Observando a Figura 4-27 verifica-se que maioritariamente a limpeza dos equipamentos
foi efetuada no proprio dia em que terminou a producao ou nos dias seguintes ao término desta.
Apenas no caso da Compactadora, Maquina de Comprimir e Despoeirador é que a limpeza foi
efetuada uns dias apés a producéo, sendo de 8 e 6 dias para a Compactadora — lote C004 e
D001, e de 6 dias para a Maquina de Comprimir e Despoeirador — lote C004. Com este intervalo
pode-se identificar estas limpezas como as piores, visto que sdo o intervalo maximo entre a
producéo e respetiva limpeza destes dois equipamentos.

Relativamente as amostragens e inspecéo visual, estas foram todas realizadas no mesmo
dia a excec¢do das recolhas das amostras para determinacdo de residuos de detergente na
Méaquina de Blisterar. A amostragem para determinacdo do TOC para o lote C004 teve de ser
realizada no dia seguinte as outras amostragens pelo fato de naquele dia ndo ser possivel a
utilizac@o da agua visto que estava em fase de sanitizacdo. As recolhas das diferentes amostras
foram efetuadas apds 2/3 dias da limpeza, sendo que para a Maquina de Blisterar o tempo de
recolha foi de 17/18 dias para o lote C004.

Para o Produto 9:

Cada equipamento foi limpo no préprio dia ou no dia seguinte a finalizacdo da producéo
com excecao da Maquina de Comprimir e Despoeirador — lote DO03. Assim, para a Maquina de
Comprimir e Despoeirador — lote D003, os 8 dias de intervalo entre a utilizacdo e a limpeza sédo
contabilizados como sendo a pior-caso de limpeza.

As amostragens foram efetuadas no dia seguinte a limpeza ou passados 2/3 dias,
excetuando para a Compactadora e Maquina de Comprimir — ambos para o lote D003.

Os resultados podem ser visualizados na Figura 4-28.

Teste de Validacdo de Limpeza n® 1 — Inspecéo Visual

No que diz respeito a inspec¢do visual efetuada a cada equipamento antes da realizacédo
dos testes de validacao seguintes, os resultados obtidos foram excelentes na medida em que
para todos os lotes, independentemente do produto, o resultado de cada teste de inspec¢éo visual
foi conforme. O ser conforme indica a auséncia de manchas, odores, escoriacdes mecanicas,
fibras, borracha, mas também indica que os componentes do equipamento e a &rea de trabalho
se encontravam limpos.
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Teste de Validacéo de Limpeza n°® 2 — Determinacdo de Residuos de

Agente de Limpeza

Para o Produto 1:

A analise efetuada a cada amostra demonstrou que na maioria dos casos, a quantidade
de carbono organico total presente nos equipamentos apos a limpeza é baixa.

No caso do lote C004 do misturador bicénico, identificou-se uma quantidade elevada de
TOC ultrapassando o limite de aceitacao de 10 ppm. Os elevados residuos presentes podem ser
justificados com um mau enxaguamento, ou seja o tempo de rotacdo do misturador com agua
purificada ou mesmo a quantidade de agua adicionada pode ter sido insuficiente. No entanto na
analise ao lote seguinte, o valor obtido ja foi mais baixo e aceitavel.

Observando a Figura 4-29 verifica-se que para o lote C004 da maquina de blisterar o valor
de TOC, apesar de estar bastante abaixo do limite, se destaca. A amostragem para este caso foi
efetuada apos a paragem da maquina durante 18 dias, pelo que durante este tempo existiu
crescimento microbiano (como especificado na Tabela 4-25) e consequentemente produgéo
carbono.

De um modo geral, avaliando todos os outros resultados é possivel concluir que a
presenca de residuos de limpeza é baixa, ndo comprometendo a produ¢do do medicamento
seguinte.

Determinacdo de Residuos de Agente de Limpeza - Produto 1

e
(SN

TOC (ppm)
=
OFRNWMUIUITONOOOO

C004 DO0O1 C004 DOO1 CO004 DOO1 CO004 D001 CO004 D001 C004 CO006 D001
TOC 0,0476 0,26211 44,2144 0,98884 0,7669 0,21539 0,8833 0,07892 0,6938 0,397 3,23062 1,05221 0,20555

\ J \ J \ J\ J \ J J

Y Y Y Y Y Y
Tamisador Misturador ~ Compactadora Maquina de Bacias de Maquina de Blisterar
Bicénico Comprimir  Revestimento

e Despoeirador
~ =~ - Limite de Aceitacdo: 10ppm

Figura 4-29 - Analise dos resultados da pesquisa de residuos de agente de limpeza — Produto 1.

Para o Produto 9:

Observando a Figura 4-30, sdo notérios os baixos niveis de TOC obtidos em cada
amostragem.
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Verifica-se que nas quatro amostragens efetuadas apods a producao do lote D003, os
valores de TOC foram mais elevados do que se estaria a espera. No entanto, estas amostragens
foram realizadas com um cheiro intenso a acetato de etilo, o que influenciou os resultados finais.
Apesar desta influéncia, os residuos de agente de limpeza encontrados ficaram longe do limite
de aceitacao de 10ppm, sendo que o valor mais elevado corresponde ao lote DO03 do misturador
biconico e o valor mais baixo corresponde ao lote D006 da maquina de comprimir e despoeirador.

Determinacado de Residuos de Agente de Limpeza - Produto 9
12

=Y
o

TOC (ppm)
N A OO

D003 D006 D003 D006 D003 D006 D003 D006
TOC 2,32134 0,3964 4,25948 1,97731 1,92917 0,16661 1,43729 0,0621

\ J \ J \ J J
Y

Y Y Y
Tamisador Misturador Compactadora Maquina de
Bicoénico Comprimir
e Despoeirador

= = Limite de Aceitagdo: 10ppm

Figura 4-30 - Analise dos resultados da pesquisa de residuos de agente de limpeza — Produto 9.

Teste de Validacdo de Limpeza n° 3 — Determinacédo de Atividade

Microbiana

Primeiramente é importante referir que neste setor os dias de paragem dos equipamentos
entre producBes sdo poucos, pelo que nem sempre se conseguiu fazer a amostragem
microbiolégica apés varios dias da realizacdo da limpeza do equipamento.

Para o Produto 1:

Na determinacdo da atividade microbiana, verificou-se que para a amostragem apoés a
producdo do lote C004 da compactadora e também da maquina de blisterar as colbnias
encontradas em algumas placas excedem o valor de aceitagao de 50 UFC’s.

No caso da compactadora, identificaram-se 66 coldnias no ponto critico de amostragem 1.
Este ponto corresponde aos rolos de compactacdo e como a zona onde se efetua a amostragem
€ uma zona rugosa pode levar a proliferagdo microbiana.

Relativamente a maquina de blisterar, os valores obtidos em 3 dos 5 pontos criticos
excederam o limite de 50 UFC’s. Esta amostragem foi realizada apés 17 dias de paragem da
maquina o que leva a concluir que neste intervalo de tempo o ambiente da sala proporcionou o
crescimento microbiano. Deste modo, a validade de limpeza deste equipamento tera de ser
inferior a 17 dias.

Para os restantes equipamentos, os resultados obtidos por placa por ponto critico foram
conformes, permanecendo o nimero de colbnias abaixo do limite de aceitagdo (vide Figura 4-31).
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Assim, avaliando todos os resultados microbioldgicos e também o intervalo de dias entre
a limpeza e amostragens é possivel concluir que a validade de limpeza para a camara de
pesagem, tamisador e misturador bicénico é de 3 dias, para a maquina de comprimir e
despoeirador e bacias de revestimento é de 2 dias, para a maquina de blisterar € de 10 dias.

Para a compactadora nao foi possivel concluir sobre a validade da sua limpeza.

Andlise de Atividade Microbiolégica — Produto 1

Incontavel
130
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110
100
n 90
£ =80
g 70
- 60
S B -
40
30
20
10 ¥ 5
0 r &
0 1 3 4 5 6 7
Ponto de Amostragem
O Camara de Pesagem - C004 X Camara de Pesagem - D001
O Tamisador - C004 ¥ Tamisador - D001
Misturador Bicénico - C004 Misturador Biconico - D001
Compactadora - C004 Compactadora - D001
Maquina de Comprimir e Despoeirador - C004 Magquina de Comprimir e Despoeirador - D001
O Bacias de Revestimento - C004 » Bacias de Revestimento - D001
Méaquina de Blisterar - C004 Magquina de Blisterar - C006
Maquina de Blisterar - D001 - = = Critério de Aceitagéo < 50 UFC's

Figura 4-31 - Analise dos resultados da atividade microbiana - caso do produto 1.

Andlise de Atividade Microbiolégica - Produto 9
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N° de UFCs
w
o

20
10
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Ponto de Amostragem

O  Tamisador - D003 % Tamisador - D006
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Compactadora - D003 Compactadora - D006
Maquina de Comprimir e Despoeirador - D003 Maquina de Comprimir e Despoeirador - D006

= = = Critério de Aceitagdo < 50 UFC's

Figura 4-32 - Analise dos resultados da atividade microbiana - caso do produto 9.
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Para o produto 9:

Relativamente as amostragens efetuadas para este produto verificou-se que os resultados
foram conformes visto que nenhum caso excedeu o limite de 50 UFC’s por placa.

Deste modo, pode-se concluir sobre a validade de limpeza dos equipamentos amostrados:
para o tamisador sera de 3 dias, para o misturador biconico sera 2 dias, para a compactadora
serdo 14 dias e para a maquina de comprimir e despoeirador serdo 7 dias.

Teste de Validacéo de Limpeza n°® 4 — Determinacdo de Residuos de
Substancia Ativa

Para o Produto 1:

Na determinacdo de residuos de substancia ativa apés a producdo do produto 1, foi
encontrada a SA em apenas dois pontos criticos. Na cAmara de pesagem foi detetada uma
pequena concentragdo de substancia ativa no prato da balanca de chdo na amostragem apds a
a producao do lote C004. O aparecimento desta deve-se ao fato de apos a limpeza da camara
de pesagem, os operadores terem utilizado a balanga para a pesagem de barricas, barricas
essas que podiam ter no fundo ou nas laterais residuos da substancia ativa em pesquisa. No
ponto de amostragem 1 da compactadora foi identificada uma quantidade de SA que ficou muito
perto do limite analitico de 15 pg/mL. No entanto este ponto corresponde ao rolo da
compactadora que tem uma superficie rugosa e por esse motivo torna a sua limpeza um pouco
mais dificil.

No geral, verifica-se a ndo existéncia de substancia ativa na maior parte dos pontos criticos
amostrados, 0 que € bastante satisfatorio visto que esta SA é de dificil limpeza mesmo em
superficies mais planas. Todos os resultados obtidos através da anélise em HPLC encontram-
se na Figura 4-33.

Determinacdo da Presenca de Substancia Ativa - Produto 1

16
- 14
E 12
(2]
= 10
X 8
3 6
c 4
(0]
= 2
0 K =
0 1 2 3 4 5 6 7
Pontos de Amostragem
O Céamara de Pesagem - C004 X  Camara de Pesagem - D001
O  Tamisador - C004 % Tamisador - DO01
Misturador Biconico - C004 Misturador Biconico - D001
Compactadora - C004 Compactadora - D001
Maquina de Comprimir e Despoeirador - C004 Maquina de Comprimir e Despoeirador - D001
O  Bacias de Revestimento - C004 x  Bacias de Revestimento - D001

= = = Critério de Aceitagdo

Figura 4-33 - Analise dos resultados da pesquisa de substéncia ativa — caso do Produto 1
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Para o Produto 9:

No caso deste produto, a pesquisa de substancia ativa revelou a ndo existéncia da mesma
em grande parte dos pontos amostrados. Apenas no prato da maquina de comprimir foi
encontrada substéncia ativa. O prato da maquina ndo é desmontavel e tem de ser lavado e limpo
no local por um operador, logo acrescenta alguma dificuldade ao processo de limpeza. Apesar
disto, os teores encontrados desta substéncia ativa ndo sdo preocupantes pois encontram-se
abaixo do limite analitico de 20 pg/mL.

Os resultados podem ser visualizados na Figura 4-34.

Anélise da Presenca de Substéncia Ativa - Produto 9
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Figura 4-34 - Analise dos resultados da pesquisa de substancia ativa— caso do Produto 9.
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Conclusoes

Face aos resultados obtidos nas duas valida¢cdes do método analitico, é possivel concluir
que o método de determinacédo de residuos de substancia ativa por HPLC é adequado e fiavel
em ambos os casos testados. No entanto tal sé pode ser garantido quando: os equipamentos
possuem superficie de aco inoxidavel, o produto 1 ou o produto 9 sejam o pior-caso e os LA
estejam incluidos na gama de trabalho das valida¢oes (6,203 a 24,810 pug/ml paraa SAl e 9,511
a 38,045 pg/ml para a SA3). Validado o método analitico, passou-se as amostragens para avaliar

a limpeza dos equipamentos.

Para realizar com sucesso a validacdo de limpeza, deveriam ter sido efetuadas trés
amostragens para cada teste de validacao. Devido aos planos de producdo nado foi possivel

realizar as terceiras amostragens para a validacao durante o decorrer desta dissertacao.

Foram entdo efetuadas duas amostragens por produto para cada teste: inspecéo visual,
determinacé@o de residuos de agente de limpeza, determinacdo de atividade microbiana e
determinacdo de residuos de substancia ativa. Estes testes foram aplicados a todos os
equipamentos em validagdo, cé&mara de pesagem, tamisador, misturador bicdnico,
compactadora, maquina de comprimir e despoeirador, bacias de revestimento e maquina de
blisterar.

Tendo em conta os resultados obtidos, pode-se concluir que os equipamentos estao a ser
bem limpos, verificando-se deste modo que as instru¢des técnicas de limpeza sao adequadas e
que estdo a ser bem aplicadas pelos operadores. Apds toda a andlise efetuada anteriormente,
verifica-se que a maior parte dos resultados estdo conformes, situando-se abaixo dos limites de

aceitacdo impostos.

Relativamente aos desvios encontrados, para a analise ao TOC para o misturador bicénico
ndo foi possivel identificar qual a causa mais provavel do elevado valor encontrado na
amostragem ao lote C004 do produto 1, talvez se devesse a um mau enxaguamento.
Comparativamente, para o desvio encontrado na analise microbioldgica, o nimero elevado de
colénias na amostragem ao lote C004 da compactadora e maquina de blisterar para o Produto 1
pode ser justificado com o intervalo de dias entre a limpeza e a amostragem. Para o caso da
pesquisa de residuos de substancia ativa, foi encontrado um valor elevado para a amostragem
do lote D001 da compactadora para o Produto 1. Apesar de o valor se encontrar bastante proximo
do limite analitico, mas abaixo deste, ira ser efetuada uma acéo corretiva interna e sera
transmitido aos operadores o resultado obtido neste teste. Como forma de aperfeicoar a limpeza
deste equipamento, a instrugdo de limpeza da compactadora ira ser revista e a limpeza da
mesma sera acompanhada por um elemento da Garantia da Qualidade para verificar in loco os

passos efetuados.

As amostragens efetuadas possibilitaram ao setor da Garantia da Qualidade verificar que
0 modo de limpeza dos seus equipamentos é adequado, 0 que previne as contaminacdes
cruzadas que possam existir e consequentemente permita que a qualidade exigida pelas

entidades reguladoras continue.
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Trabalho Futuro

Ap6és a realizagdo desta dissertacdo, ficam alguns pontos por concluir, pelo que poderéo
ser realizados no futuro:

- Para que a validagdo de limpeza a este setor fique terminada € necessério realizar pelo
menos mais uma amostragem apés a limpeza dos equipamentos para cada um dos produtos
estudados. Com essa Ultima amostragem ja serd possivel concluir com certeza sobre a

validade da limpeza em cada equipamento para cada produto;

- Como forma de revalidar o trabalho desenvolvido, pode-se posteriormente realizar uma
revalidacéo de limpeza para avaliar se todos os pardmetros testados anteriormente continuam

conformes;

- No caso em que o setor venha a sofrer alteracBes, como por exemplo aquisicdo de
novos equipamentos, podera e devera ser efetuada uma nova validagéo de limpeza para apurar

a conformidade da mesma,;

- Também se podera avaliar ou reavaliar a limpeza dos equipamentos de outros setores

de produgédo do Atral, através da realizacdo dos mesmos testes efetuados no setor do FSO3.
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Anexos

A.1l. Protocolos e Relatérios Desenvolvidos

Neste anexo, apresentam-se todos os protocolos e respetivos relatérios elaborados para as
validacdes de método analitico tanto para o Produto 1 como para o Produto 9 (para cada um dos
produtos foi elaborado um protocolo e um relatério da validagdo do método analitico). Também
se apresenta de seguida todos os protocolo/relatério de validacéo de limpeza gerados para cada
produto estudado (para o Produto 1 foram elaborados 7 protocolo/relatério, enquanto que para o
Produto 9 foram elaborados 4).

Por motivos de confidencialidade, estes protocolos e protocolos/relatérios ndo ficardo
disponiveis.
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A.2. Resultados da cromatografia em HPLC

Da tabela A.2-1 até a tabela A.2-4 apresentam-se os resultados obtidos por equipamento e
por produto das andlises efetuadas no HPLC para determinagéo de residuos de substancia ativa.
Apresenta-se as areas dos cromatogramas, bem como os dados utilizados para efetuar o calculo
do teor de substéancia ativa.

Tabela A.2-1 - Resultados da cromatografia e respetivos dados para o célculo de teor -
Produto 1 lote C004.

< L Volume
Equipamento Produto Andlise Leitura Aregs do Meglas das Toma | Atividade | total de
- Lote pico areas diIuigéo
1 197,23205
) Padréo 198,53326
8 e ] 2 199,83447
o @ ! 1
53 < | Amostra1 12,74725 1 15 59544 | 15 083 1000
ES £ 2 12,44362
o S 1
g_ Amostra 2 0,00000 0,00000
2 0,00000
~ 1 197,23205
Padréo 198,53326
g 2 199,83447
o Q 1
‘,% © Amostra 1 > g*ggggg 0,00000
g 2 I 0'00000 15 0,83 1000
T 3 Amostra 2 : 0,00000
= 8 2 0,00000
o 1
Amostra 3 0,00000 0,00000
2 0,00000
1 197,23205
Padréo 198,53326
2 199,83447
1
Amostra 1 0,00000 0,00000
2 0,00000
1
o Amostra 2 0,00000 0,00000
2 s 2 0,00000
o) o 1
s Q| Amostra3 — g’ggggg 0,00000
5 2 n . 15 0,83 1000
he) =
© 2 Amostra 4 0,00000 0,00000
= ) 2 0,00000
B & 1
= Amostra 5 0,00000 0,00000
2 0,00000
1
Amostra 6 0,00000 0,00000
2 0,00000
1
Amostra 7 0,00000 0,00000
2 0,00000
. 1 184,39197
Padréo 185,69857
2 187,00516
1
Amostra 1 0,00000 0,00000
. < 2 0,00000
S S 1 0,00000
3 O Amostra 2 > 0000 0,00000
8 - : 15 0,83 1000
S ] 1 0,00000
S 3 Amostra 3 0,00000
8 3 2 0,00000
o 1
Amostra 4 0,00000 0,00000
2 0,00000
1
Amostra 5 0,00000 0,00000
2 0,00000
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Tabela A.2-2 - Resultados da cromatografia e respetivos dados para o céalculo de teor -
Produto 1 lote C004 (continuac&o).

N 1 184,54113
. Padréo 184,43576
s 2 184,33039
©
@ 1
‘© Amostra 2 0,00000 0,00000
S 2 0,00000
]
) 1
a S | Amostra3 0,00000 0,00000
@ o 2 0,00000
= - 1
£ = Amostra 4 0,00000 0,00000 | 15 0,83 1000
5 8 2 0,00000
o =] 1
o 2 Amostra 5 0,00000 0,00000
3 2 0,00000
© 1
% Amostra 6 0,00000 0,00000
z 2 0,00000
1
= Amostra 7 0,00000 0,00000
2 0,00000
< _ 1 184,54113
) S Padréo 184,43576
= 8 2 184,33039
€ ' 1
3 2 “‘ Amostra 1 0,00000 0,00000 | 15 0,83 1000
c 8 8 2 0,00000
m g o 1
14 g_ Amostra 2 0,00000 0,00000
2 0,00000

Tabela A.2-3 - Resultados da cromatografia e respetivos dados para o célculo de teor -
Produto 1 lote DOO1.

o - Volume
Equipamento ProLduto Analise Leitura Al it Megjlas i Toma | Atividade | total de
- Lote pico areas S
diluicdo
c 1 171,69294
& - Padréo 171,85099
2 = 2 172,00903
4 [a)
o ' 1 0,00000
@ : Amostra 1 0,00000 | 14,97 0,83 1000
2 =] 2 0,00000
5 8
IS & 1 0,00000
‘8 Amostra 2 0,00000
2 0,00000
1 174,54531
Padrao 173,17988
2 171,81444
—
=] 1 0,00000
S a Amostra 1 0,00000
kS ' 2 0,00000
i) : 14,97 0,83 1000
% =] 1 0,00000
- 3 Amostra 2 0,00000
S 2 0,00000
1 0,00000
Amostra 3 0,00000
2 0,00000
1 171,25105
Padrao 172,23960
2 173,22815
8 o
i= = 1 0,00000
'8 a Amostra 1 0,00000
s} ] 2 0,00000
5 ;‘ 14,97 0,83 1000
B =] 1 0,00000
5 K] Amostra 2 0,00000
® S 2 0,00000
=
1 0,00000
Amostra 3 0,00000
2 0,00000
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Tabela A.2-4 - Resultados da cromatografia e respetivos dados para o calculo de teor -
Produto 1 lote D001 (continuag&o).

1 0,00000
Amostra 4 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 5 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 6 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 7 0,00000
2 0,00000
1 170,56393
Padrao 172,64480
2 174,72567
1 199,95361
Amostra 1 199,18325
2 198,41289
© 3 1 0,00000
8 o Amostra 2 0,00000
kel ' 2 0,00000
8 : 14,97 0,83 1000
=3 £ 1 0,00000
g g Amostra 3 0,00000
o & 2 0,00000
1 0,00000
Amostra 4 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 5 0,00000
2 0,00000
1 174,59072
Padréo 173,26842
2 171,94612
. 1 0,00000
8 Amostra 2 0,00000
o 2 0,00000
[}
<] 1 0,00000
4] - Amostra 3 0,00000
o} S 2 0,00000
o o
’g ' 1 0,00000
= ‘; Amostra 4 0,00000 | 14,97 0,83 1000
g— 5 2 0,00000
o) o
o g_ 1 0,00000
2 Amostra 5 0,00000
@ 2 0,00000
E 1 0,00000
“E“ Amostra 6 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 7 0,00000
2 0,00000
g 1 178,14983
3] - Padréo 174,77916
E 8 2 171,40849
I a
g ' 1 0,00000
& ‘; Amostra 1 0,00000 | 14,97 0,83 1000
@ ] 2 0,00000
© o
@ g_ 1 0,00000
'g Amostra 2 0,00000
m 2 0,00000
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Tabela A.2-5 - Resultados da cromatografia e respetivos dados para o calculo de teor -
Produto 9 lote DOO1.

B . Volume
Equipamento ProLduto Andlise Leitura SIS Gl Meglas s Toma | Atividade total de
- Lote pico areas diluicdo
1 283,34274
Padrao 283,66965
2 283,99655
—
S 1 0,00000
5 a Amostra 1 0,00000
< ! 2 0,00000
K 2 20,28 0,938 1000
E £ 1 0,00000
— K] Amostra 2 0,00000
= 2 0,00000
a
1 0,00000
Amostra 3 0,00000
2 0,00000
1 283,37436
Padréo 283,33646
2 283,29855
1 0,00000
Amostra 1 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 2 0,00000
2 0,00000
3 o
= S 1 0,00000
8 a Amostra 3 0,00000
m ! 2 0,00000
S o(; 20,28 0,938 1000
g £ 1 0,00000
5 5 Amostra 4 0,00000
@ & 2 0,00000
=
1 0,00000
Amostra 5 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 6 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 7 0,00000
2 0,00000
1 292,30353
Padrao 291,39014
2 290,47675
1 0,00000
Amostra 1 0,00000
2 0,00000
-
o 8 1 0,00000
8 a Amostra 2 0,00000
& ! 2 0,00000
b o(; 20,28 0,938 1000
=3 = 1 0,00000
g = Amostra 3 0,00000
O = 2 0,00000
a
1 0,00000
Amostra 4 0,00000
2 0,00000
1 0,00000
Amostra 5 0,00000
2 0,00000
- Padréo 1 289,56015 | 289,56015
- o
823 a 1 0,00000
s €S . Amostra 1 0,00000
=53 ¢ 2 0,00000 20,28 0,938 1000
gEa £
2359 3 1 43,93561
o S Amostra 2 43,82091
2 43,70621
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1 0,00000

Amostra 3 0,00000
2 0,00000
1 0,00000

Amostra 4 0,00000
2 0,00000
1 0,00000

Amostra 5 0,00000
2 0,00000
1 0,00000

Amostra 6 0,00000
2 0,00000
1 0,00000

Amostra 7 0,00000
2 0,00000

Tabela A.2-6 - Resultados da cromatografia e respetivos dados para o calculo de teor -
Produto 9 lote DOO6.

< - Volume
. Produto A q Areas do | Médias -
Equipamento | " Lote Analise Leitura pico das areas Toma | Atividade tc_)ta_l c~ie
diluicdo
1 273878,0
Padrédo 275970,5
2 278063,0
(=]
S 1 0,0
< la) Amostra 1 0,0
< ' 2 0,0
2 o 20,47 0,938 1000
E = 1 0,0
= 3 Amostra 2 0,0
= 2 0,0
o
1 0,0
Amostra 3 0,0
2 0,0
1 273454,0
Padrao 273037,0
2 272620,0
1 0,0
Amostra 1 0,0
2 0,0
1 0,0
Amostra 2 0,0
2 0,0
3 ©
c = 1 0,0
8 a Amostra 3 0,0
m ! 2 0,0
5 2 20,47 0,938 1000
i 5 1 0,0
5 3 Amostra 4 0,0
® S 2 0,0
=
1 0,0
Amostra 5 0,0
2 0,0
1 0,0
Amostra 6 0,0
2 0,0
1 0,0
Amostra 7 0,0
2 0,0
© 1 283072,0
) 8 Padrédo 274568,5
3 la) 2 266065,0
o] '
& % 1 0,0 20,47 0,938 1000
= < Amostra 1 0,0
g 3 2 0,0
O <4
o Amostra 2 1 0,0 0,0
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Tabela A.2-7 - Resultados da cromatografia e respetivos dados para o calculo de teor -
Produto 9 lote D006 (continuag&o).

2 0,0
1 0,0
Amostra 3 0,0
2 0,0
1 0,0
Amostra 4 0,0
2 0,0
1 0,0
Amostra 5 0,0
2 0,0
1 267332,0
Padréo 266961,5
2 266591,0
1 0,0
Amostra 1 0,0
. 2 0,0
o
e]
8 1 52169,0
2 Amostra 2 53721,5
a 2 55274,0
[} ©
[a] 8 1 0,0
o a Amostra 3 0,0
€ ' 2 0,0
= 2 20,47 0,938 1000
g' = 1 0,0
) K] Amostra 4 0,0
O = 2 0,0
[} o
=]
© 1 0,0
£ Amostra 5 0,0
T 2 0,0
®
= 1 0,0
Amostra 6 0,0
2 0,0
1 0,0
Amostra 7 0,0
2 0,0
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