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RESUMO

A contaminacgéo cruzada é um problema de saude publica, ao qual toda sociedade
estd exposta, a cada dia, ao comprar um simples analgésico ou qualquer outro
medicamento vendido nas farmécias. Por isso a ANVISA cobra incisivamente a
Validacdo de Limpeza e as empresas se interessam em garantir o atendimento
integral a esta exigéncia, a fim de manter sua licenca de funcionamento e,
principalmente, garantir um medicamento de alta qualidade no mercado. O objetivo
particular da Validacdo de Limpeza € garantir que através do procedimento de
limpeza empregado ndo havera contaminacgéo cruzada significativa entre um produto
e outro da mesma rota. Um fluxograma para sistematizacdo da Validacdo de
Limpeza foi elaborado e utilizado como guia no decorrer do trabalho. Os
procedimentos de limpeza foram avaliados criticamente obtendo resultado positivo.
O produto pior caso foi determinado pela solubilidade e toxicidade do ativo que o
compunha. O limite foi calculado, sendo menor ou igual a 3,66 pg/mL para o
etinilestradiol e menor ou igual a 14,50 ug/mL para o gestodeno. A metodologia
analitica desenvolvida e validada para monitorar a ocorréncia de contaminacéo
cruzada foi a amostragem por “swab” e determinagdo cromatografica simultanea de
residuos de gestodeno e etinilestradiol. O método apresentou limite de deteccdo de
0,004 pg/mL para etinilestradiol e 0,002 pg/mL para gestodeno. Este foi considerado
seletivo, preciso, acurado e robusto de acordo com a Resolucdo n899/2003 da
ANVISA. O fator de recuperagcédo por amostragem com “swab” foi de 90,45% para
etinilestradiol e 83,52 % para gestodeno em superficie de inox e 87,31% para
etinilestradiol e 81,21 % para gestodeno em superficie emborrachada. O método foi
aplicado com sucesso e todos os pontos foram amostrados da superficie dos
equipamentos. Os resultados obtidos nas andlises foram corrigidos pelo fator de
correcdo afim de estimar o pior caso. Todos o0s pontos de amostragem
apresentaram resultados aceitaveis. Um ponto de amostragem do granulador com
superficie emborrachada, no entanto, apresentou resultados discrepantes. Assim
dedicou-se esta peca para cada produto afim de minimizar riscos na rota fabril.
Conclui-se que os procedimentos de limpeza desta rota produtiva sdo eficientes
removendo o0s residuos ativos até niveis aceitaveis, evitando assim uma
contaminacgao cruzada.

Palavras-chave: Validagéo de limpeza. Contaminacao Cruzada. Amostragem por

“swab”. Gestodeno. Etinilestradiol.



ABSTRACT

Cross contamination is a public health problem, to which every society is exposed
every day to buy a simple analgesics or any medicine sold in pharmacies. So the
ANVISA charges pointedly Cleaning Validation and the companies are interested in
ensuring full compliance with this requirement in order to maintain its license to
operate, and especially to ensure a high quality product on the market. The particular
objective of cleaning validation is to ensure that through the cleaning procedure used
there is no significant cross-contamination from one product to another at the same
route. A flowchart for the systematization of Cleaning Validation was developed and
used as a guide during the work. The cleaning procedures were critically evaluated
obtaining a positive result. The worst case product was determined by the solubility
and toxicity of the active composing. The limit was calculated, being less than or
equal to 3,66 pug/mL for ethinylestradiol and less than or equal to 14,50 pg / mL for
gestodene. . A cleaning validation method was developed and validated, based on
swabbing sampling and simultaneous chromatographic determination of gestodene
and ethynilestradiol residues. The method has a detection limit of 0,004 pug/mL for
ethinylestradiol and 0,002 pg/mL to gestodene. This was considered selective,
precise, accurate and robust in accordance with Resolution No. 899/2003 of
ANVISA. The recovery factor by sampling to swab was 90.45% to 83.52% for
ethinylestradiol and gestodene, on the surface of stainless steel respectively, and
87.31% to 81.21% for ethinylestradiol and gestodene rubberized surface
respectively. The method was successfully applied and all points were sampled from
the surface of the equipments. The results obtained in this study were corrected by
the correction factor in order to estimate the worst case. All sampling sites showed
acceptable results, however a single point presented discrepant results of others as a
way to eliminate this point that could potentially pose a risk, was used the strategy to
dedicate this piece to each product in that productive route. This brings to conclusion
that the cleaning procedures are efficient for this productive route, removing active
residual to acceptable levels, thus avoiding cross-contamination.

Keywords: Cleaning Validation. Cross Contamination. Sampling "swab". Gestodene.
Ethinylestradiol.
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1 INTRODUCAO

A constante evolucdo tecnoldgica, particularmente acentuada na indastria
farmacéutica, exige dos profissionais desta area uma busca permanente por
atualizacdo a fim de garantir adequada qualidade e produtividade em suas acdes.
Esta busca por conhecimento € imprescindivel para garantir as Boas Praticas de
Fabricacédo (BPF) no desempenho de suas atividades, de forma a levar ao mercado
produtos com alto grau de qualidade.

Segundo Fiocchi e Miguel (2006) na area de saude, os fatores, como a
qualidade e o desempenho profissional, estdo ligados a garantia da eficacia e
seguranca dos produtos e/ou servi¢os oferecidos aos consumidores.

As BPF é um sistema designado para garantir que 0s produtos sejam
consistentemente produzidos e controlados de acordo com padrbes de qualidade,
visando eliminar riscos envolvidos na producdo (ARAUJO et al, 2008). O
cumprimento das BPF estad direcionado para minimizar os riscos presentes na
producdo farmacéutica, que ndo podem ser detectados com a analise do produto
final: contaminagéo cruzada, contaminacdo com material particulado ou alteracdo ou
mistura de produtos (BOTET, 2006).

As agéncias regulatorias na area sanitaria constantemente publicam normas,
legislacdes, guias a fim de indicar e regular a area de medicamentos para que desta
forma as industrias farmacéuticas levem através de seu produto saude, qualidade e
seguranca a populacdo que o consome. Um dos principais focos no momento da
auditoria e no registro do medicamento séao as Validacoes.

Validacdo é definida como ato documentado que atesta que qualquer
procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema realmente e
consistentemente leva aos resultados esperados, e esta é uma exigéncia regulatoria
no Brasil tanto para métodos, quanto para processos e procedimento de limpeza
(ANVISA, 2010).

O objetivo particular da validacdo de Limpeza é garantir que através do
procedimento de limpeza empregado ndo havera contaminacao cruzada significativa
entre um produto e outros produzidos Nnos mesmos equipamentos.

A contaminagcdo cruzada é um problema de saude publica, ao qual toda

sociedade esta exposta, a cada dia, ao comprar um simples analgésico ou qualquer



19

outro medicamento vendido em qualquer farmécia. Por isso a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cobra incisivamente a validacdo de limpeza e as
empresas se interessam em garantir o atendimento integral a esta exigéncia, a fim
de manter sua licenca de funcionamento e, principalmente, garantir um
medicamento de alta qualidade no mercado (ANVISA, 2010).

Um caso classico que evidencia o quao danoso pode ser uma contaminacao
cruzada em casos extremos foi notificada em 1958 nos Estados Unidos da América,
onde ocorreu uma intoxicagcdo em massa de criancas entre cinco e dez anos que
estavam recebendo tratamento com produto vitaminico para melhorar seu
desenvolvimento. Houve aparecimentos de mamas e outras modificacdes
relacionadas a estrogenos. A investigacdo chegou a conclusdo que as capsulas
estavam contaminadas com estrogenos, ja que nesta planta fabril eram produzidos
produtos hormonais e vitaminicos e a limpeza nao foi eficiente (BRANDAO, 2009).

Outro caso de contaminagdo cruzada na industria farmacéutica relatado na
literatura cientifica ocorreu nos anos 60, quando graves e inesperados efeitos
colaterais foram observados devido a contaminacdo de isoniazida (hidrazida do
acido isonicotinico) com dietilestilbestrol (WEBER et al., 1963). O dietilestilbestrol &
um estilbeno que possui uma atividade estrogénica dez vezes mais potente que 0
estrogeno natural, 17b estradiol (CARDOSO et al.,, 1999). Existem evidéncias
cientificas de que o dietilestilbestrol administrado via oral é absorvido e né&o
destruido prontamente pelo figado (ROE; 1984).Estudos epidemiolégicos realizados
nos Estados Unidos demonstraram o aparecimento de tumores vaginais em filhas de
pacientes que utilizaram dietilestilbestrol como antiabortivo (JUKES, 1974),
indicando que o dano gerado por este ativo poderia ndo sé alterar o organismo do
paciente que o ingere, como também age intrauterinamente no feto levando a
desfechos drasticos. De acordo com o 32° Informe do Comité Mixto do Codex
Alimentarius/FAO/WHO (1988) a ingestao de alimentos contaminados pode levar ao
aparecimento de disturbios enddcrinos tais como, inducéo de puberdade precoce em
criancas, avancos na idade Ossea com repercussfes negativas no crescimento,
modificacdes de caracteres sexuais, entre outros.

Nos ultimos anos, varios produtos farmacéuticos foram retirados do mercado
devido a contaminacdo cruzada com outros principios ativos ou substancias
quimicas (PROSEK; KRIZMAN; KOVAC, 2005; WISS; SCHMUCK, 2011).
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No caso especifico de uma rota produtiva hormonal, atualmente a fabrica que
a compreende deve separa-la das rotas ndo hormonais. No entanto, mais de um
horménio podem ser processados nesta rota hormonal e sua contaminacgéo cruzada
poderia ser igualmente drastica, jA que muitos horménios em baixas doses podem
gerar efeitos no sistema biolégico humano. Desta forma, existe a necessidade de
atestar a eficiéncia e efichcia do procedimento de limpeza em rota produtiva
hormonal multiuso.

Os acidentes relatados acima chamam atencéo para o fato de que o controle
da qualidade do produto via de regra € especifico para o ativo do mesmo, ndo sendo
necessariamente sensivel a possiveis contaminantes. Logo, embora o teor de
vitaminas no produto americano causador do problema citado acima fosse adequado
segundo analises do controle de qualidade, o contaminante ndo foi detectado. A
validacéo de limpeza é, portanto, a melhor forma de garantir a seguranca em relagédo
a contaminagdo cruzada do produto, ja que o método analitico utilizado para
liberacdo de lote dos diferentes produtos ndo é necessariamente adequado para a
determinacdo analitica de todos os ativos que passam nhaquela rota de
equipamentos compartilhados.

Com o0s avanc¢os nesta area de conhecimento torna-se necessario explorar e
simplificar a sistematizacao desta pratica, a fim de torna-la mais acessivel e clara a
toda e qualquer empresa farmacéutica. Esta tarefa trara beneficios significativos
para a saude publica uma vez que contribuira para a seguranca da populacdo ao

buscar satde nos medicamentos brasileiros.

1.1VIGILANCIA SANITARIA E VALIDACAO

1.1.1 Da vigilancia sanitaria ao conceito de validacdo de limpeza no Brasil

Afirma-se que a vigilancia sanitaria teve origem na Europa entre os séculos
XVII e XVIII e no Brasil dos séculos XVIII a XIX, quando emergiu a idéia de “policia
sanitaria”, onde seu objetivo era de salvaguardar a cidade da propagacdo de
doencas. No Brasil este conceito entrou em vigor na época da “teoria dos miasmas”.
Com o tempo essa idéia de “policia sanitaria” foi sendo lapidada por tudo que

acontecia naquele tempo, como conceitos bacteriologicos, teorias sistémicas e de
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planejamento e foi maturando até chegar ao ponto de incorporar o conceito de
defesa da cidadania (EDUARDO; MIRANDA, 1998).

Com a constituicdo brasileira ditando a saude como papel do Estado e direito
de todo cidadao brasileiro, o conceito de vigilancia sanitaria passa a ser “um
conjunto de acgbes capazes de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de
intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producédo e
circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse da saude” (BRASIL,
1988).

Com este conceito abrangente a Vigilancia Sanitaria passa a controlar bens
de consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a salde,
compreendendo todas as etapas e processos, da producdo ao consumo, a
prestacao de servicos que se relacionam direta ou indiretamente com a saude. Logo,
0 seu campo de atuacdo é bastante ampliado, j& que se torna uma pratica com
poder de interferir em todos os fatores determinantes do processo saude-doenca.

No Brasil, com o objetivo de facilitar a promocdo da protecdo a saude da
populacao descrita na Constituicdo foi criada, em 1999 a ANVISA, responsavel pelo
controle sanitario da producéo e comercializacdo de produtos e servigos submetidos
a vigilancia sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das
tecnologias a eles relacionados, bem como o controle de portos, aeroportos e de
fronteiras (BRASIL, 1999).

Em 2001, considerando a necessidade de atualizar as Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos objetivando o acompanhamento do desenvolvimento
de novas tecnologias nos ultimos anos e sendo necessario padronizar as a¢des de
Vigilancia Sanitaria, a ANVISA publicou a Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC)
n° 314, onde:

a) Determinava a todos os estabelecimentos fabricantes de medicamentos o

cumprimento das diretrizes estabelecidas no Regulamento Técnico das
Boas Praticas para a Fabricacdo de Medicamentos;

b) Instituia e aprovava a Classificacdo e Critérios de Avaliacdo dos itens
constantes do Roteiro de Inspecdo para Empresas Fabricantes de
Medicamentos, com base no risco potencial de qualidade e seguranca,
inerentes aos processos produtivos de medicamentos;

c) Instituia como norma de inspecéo para fins da verificacdo do cumprimento

das Boas Préticas de Fabricagcdo de Medicamentos, para os orgdos de
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vigilancia sanitaria do Sistema Unico de Salde, o Roteiro de Inspecio
para Empresas Fabricantes de Medicamentos;

d) Determinava que as empresas fabricantes de medicamentos devessem

proceder auto inspecoes.

Cabe destacar que nesta legislacao foi estabelecido que atencédo especial
deva ser dada a validacdo de procedimentos de limpeza dos equipamentos
utilizados na producdo de medicamentos, ou seja, esta € a primeira vez que
oficialmente a validacdo de limpeza foi citada dentro de uma legislacdo (ANVISA,
2001).

Em 2003 foi publicada a RDC n° 210 da ANVISA revogando a RDC n°
314/2001, que possui 0 mesmo objetivo da RDC anterior, no entanto esclarece
algumas questdes, se atualiza em relacdo as novas exigéncias nacionais e
internacionais e é onde se estabelece claramente que a validacdo de limpeza figura
como parte indispensavel do “Plano mestre de validacdo”, onde sao
inequivocamente estabelecidos objetivos, procedimentos, prazos e
responsabilidades relativos a uma determinada producao de medicamento.

O meio farmacéutico, todavia, ndo possuia real entendimento do significado
do termo “validacdo de limpeza”. Somente em 2006, quando a ANVISA lancou
“Guias relacionados a garantia da qualidade”, onde se incluiu um capitulo dedicado
exclusivamente a validacéo de limpeza, foram descritos requisitos minimos sobre a
execucao desta validacdo (ANVISA, 2006).

Atualmente, tem-se em vigor a RDC n° 17/2010, onde a validacéo de limpeza
é claramente definida, onde novamente se reafirma sua extrema importancia para
assegurar Boas Praticas de Fabricacdo e se exige justificativa técnica para cada
uma das etapas que compdem a validacdo em sua totalidade.

De acordo com a RDC n° 17/2010, a validacdo de limpeza é definida como
“Evidéncia documentada que demonstre que os procedimentos de limpeza removem
residuos a niveis pré-determinados de aceitacdo, levando em consideracéo fatores
tais como tamanho do lote, dosagem, dados toxicoldgicos, solubilidade e area de

contato do equipamento com o produto.”.
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1.1.2 Validagao

A validacdo é a evidéncia documentada de que o processo, operado dentro
de parametros estabelecidos, pode executar de forma eficaz e reprodutivel a
producdo de intermediarios ou ingredientes farmacéuticos ativos atendendo suas
especificacdes pré-determinadas e atributos da qualidade.

Baseado nisto a validacdo figura como parte das Boas Préaticas de fabricacao
garantindo a qualidade, a homogeneidade e repetibilidade de um produto ou
processo. Afirmar que algo esta validado significa dizer que ao realizar um processo
da forma descrita sempre teremos produtos e resultados de processo dentro de um
critério pré-estabelecido, ou seja, atendendo as especificacdes regulatorias
atestando a qualidade e a demanda dos clientes oferecendo um produto de
qualidade assegurada.

Conforme a RDC 17/2010 a validacdo deve ser realizada para instalacoes,
utilidades (agua, ar, ar comprimido, vapor,...), sistemas, processos e procedimento
em intervalos periddicos e que quando uma mudanca de grande relevancia for
realizada esta deve ser novamente realizada.

Um processo ou procedimento validado € a garantia que sempre se obtera
um resultado dentro do previsto. Quando ocorre um desvio neste resultado este
deve ser prontamente estudado, resolvido e revalidado a fim de atestar que aquele
desvio ndo se repetira.

Cabe ainda destacar a natureza documental e cientifica da validagdo. Tudo o
que for realizado durante a validacdo deve ser documentado na forma de protocolo
(documento que antecede a validacéo propriamente dita) e o relatério (onde se tem
os resultados, as analises deste e o status de validado ou nédo). Além disto, todos os
testes e analises devem ser pautados no meétodo cientifico, aplicando-se
conhecimentos multidisciplinares que comprovem a repetibilidade de processos,

procedimentos e igualmente seus resultados.
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1.1.3 Validagao de limpeza

O principal objetivo da Validagdo de Limpeza é garantir que através do
procedimento de limpeza empregado ndo havera contaminacao cruzada significativa
entre um produto e outro da mesma rota, isto €, a contaminacdo de determinada
matéria-prima ou produto intermediario por outras substancias durante o processo
de producdo. Desta forma garante-se que, apos a limpeza dos equipamentos, 0
proximo produto a ser fabricado ndo contenha substancia do produto anterior
(PERES, 2001; SAJID; ARAYNE; SULTANA, 2010).

No guia sobre validacdo de limpeza da ANVISA (2006) merece destaque 0
seguinte trecho “E importante estabelecer que n&o existe um Gnico caminho para
executar um processo de validacao de limpeza e que o ponto comum a ser buscado
€ a existéncia de critérios, parametros e metodologias que sejam cientificamente
justificaveis e que demonstrem claramente que o procedimento de limpeza produz
resultados que estdo de acordo com as especificacdes pré-estabelecidas”.

Com esta afirmagdo a ANVISA chama atengdo para a utilizagdo do método
cientifico nas rotinas de validacdo de limpeza, j& que devem ser estabelecidos
através da combinacdo de conhecimentos, critérios, parametros e metodologias que
garantam uma validacdo de limpeza confiavel para seu propésito final, isto €,
assegurar que os medicamentos que cheguem a populacdo ndo tenham sofrido
contaminacgao cruzada.

Muitas metodologias de validagédo de limpeza de equipamentos tém sido
testadas (MAZONAKIS et al, 2002; WESTMAN; KARISSON, 2000), poréem cada
indUstria tem desenvolvido seus proprios critérios e metodologias (AGALLOCO,
1992).

Segundo Akl, Ahmed e Ramadan (2011) a validacdo de limpeza consiste em
duas atividades separadas: a primeira € validar a metodologia analitica para
quantificar os residuos da superficie do equipamento e o segundo é validar o
procedimento de limpeza quanto a sua efetividade.

E notdério que as técnicas analiticas tém evoluindo em uma velocidade
excepcionalmente elevada e que os residuos de ativos ou detergentes podem ser
detectados em quantidades extremamente reduzidas (LA ROCA et al, 2007). No

entanto, ndo detectar um residuo provavel em uma superficie ndo é suficiente para
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afirmar a sua inexisténcia naquela superficie apés uma rotina de limpeza, mas sim
que ndo ha residuo presente em concentragdo superior aquela que o método é
capaz de quantificar. Portanto, os métodos analiticos que serdo utilizados nestas
rotinas devem possuir limite de quantificacdo abaixo do limite residual aceitavel a fim
de que se obtenham resultados confiaveis (ALVES et al, 2010). A valida¢do do
método analitico é, portanto, um requisito fundamental para a execugdo da validacao
de limpeza (GOMES; SOUZA, 2010). Desta forma, os métodos utilizados para
analisar as amostras oriundas da limpeza dos equipamentos de producdo dos
medicamentos devem ser validados pela determinacdo de parametros de
desempenho aplicaveis como linearidade, seletividade, exatidao, precisdo e limites
de deteccdo e quantificacdo. Tais processos sao estruturados em conformidade com
regulamentos, como o Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos
(ANVISA, 2003).

Na maioria das empresas farmacéuticas os equipamentos sao multiuso, ou
seja, em um mesmo equipamento sdo fabricados diferentes produtos, com
diferentes principios ativos, em diferentes concentracdes, diferentes tamanhos de
lote etc. O ideal seria validar a limpeza seguindo procedimento pré-estabelecido
apos a fabricagdo de cada produto. No entanto, quanto maior o “portfélio” de
produtos, maior o numero de possibilidades de sequéncias de fabricagdo. Portanto,
uma quantidade enorme de testes e a avaliacdo de impactos do ativo de um produto
sobre o proximo produto a ser fabricado naquele equipamento, deveriam ser
realizados (ALENCAR et al, 2004). Visando contornar essa dificuldade, foi
desenvolvido e passou-se a utilizar o procedimento denominado Sele¢céo do Pior
Caso, isto €, escolhe-se um produto que, com relagdo a parametros como
solubilidade, toxicidade, dificuldade de limpeza, etc, mostre-se o mais dificil de ser
removido do equipamento; admite-se, entdo, que a eficacia do processo de limpeza
para os demais residuos sera sempre superior aquela demonstrada para o residuo
Pior Caso (ALENCAR et al, 2006a). Sao descritas estratégias como o calculo de um
indice empirico onde se considera simultaneamente solubilidade, toxicidade,
dificuldade e ocupacédo da unidade de producédo para determinagéo deste pior caso
(ALENCAR; CLEMENTINO; ROLIM NETO, 2006).

Dentre as dez atividades que estdo em ampliacdo em 90% da Rede Brasileira

de Producéo Publica de Medicamentos figura a validacdo de limpeza, ja que esta
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garante a qualidade e seguranca do produto (MAGALHAES; ANTUNES; BOECHAT,
2011).

Apesar de sua enorme importancia, muito pouco tem sido publicado na
literatura aberta sobre os métodos adotados nas industrias para validacdo de
processos de limpeza na indastria farmacéutica, o que remonta o carater inovador
de estudos nesta &rea (ALENCAR et al, 2004; ALENCAR et al, 2006b).

1.2 SUBSTANCIAS ATIVAS DA ROTA HORMONAL

Como alvo desta validagcdo de limpeza tem-se procedimentos que visam
eliminar residuos de substancias ativas hormonais, que em caso de contaminacéo
cruzada podem ser considerados desreguladores enddcrinos.

Os desreguladores enddcrinos sdo suspeitos de provocar desenvolvimento de
algumas doencas como cancer de mama, de Utero e de préstata, desenvolvimento
sexual anormal, reducao de fertilidade masculina, aumento de incidéncia de ovarios
policisticos, alteracdo de glandulas tiredides, disturbios nas funcbes do ovario
(crescimento folicular e a ovulacado), na fertilizacdo e gravidez. Em animais podem
desregular a reproducdo e o desenvolvimento dos organismos, assim como,
induzirem, irreversivelmente, caracteristicas sexuais femininas em peixes machos,
podendo levar a esterilizacdo ou reducdo da reproducdo (COLEMAN et al, 2005;
SOUSA et al, 2011).

Véarias sdo as substancias classificadas como desreguladores enddcrinos.
Dentre elas, substancias naturais (fitoestrogénios), substancias quimicas sintéticas
(alquilfendis, pesticidas, ftalatos, bifenilaspolicloradas e bisfenol A), estrogénios
naturais (17B-estradiol, estrona e estriol) e estrogénios sintéticos (17a-etinilestradiol)
(WARING; HARRIS, 2005).

E considerado um desregulador endécrino toda substancia ou mistura de
substancias exégenas capaz de assumir funcéo idéntica de um hormonio natural nos
seres Vivos ou inibir o funcionamento normal do mesmo, alterando as func¢des do
sistema endoécrino e causando efeitos adversos nos organismos ou em Seus
descendentes (WARING&HARRIS, 2005; SOUSA et al., 2011).

A estrogenicidade é a capacidade de uma substancia acoplar-se ao receptor
de estrogénio e levar uma resposta estrogénica, ou seja, similar aquela produzida

pelo horménio enddgeno.
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Os estrogénios, tanto os naturais quanto os sintéticos, possuem efeitos em
niveis de ng/L, enquanto que a maioria dos compostos quimicos apresenta atividade
estrogénica em niveis de ug/L e o sistema hormonal dos organismos é estimulado
por baixissimas concentracfes de esteroides, da ordem de partes por bilhdo (ppb)
ou partes por trilhdo.Os estrogénios tém sido considerados o0s maiores
contribuidores, dentre os desreguladores enddcrinos, em provocar alteracdes
enddocrinas em organismos presentes em aguas superficiais (GOMES et al., 2004;
LAl et al., 2002).

Estrogénios naturais e sintéticos exibem atividade estrogénica na faixa de
cem a um milhdo de vezes maior que a apresentada por compostos quimicos
(ROUTLEDGE, SUMPTER, 1996; TANAKA et al.,, 2001), razdo pela qual esses
estrogénios causam anomalias em organismos aquaticos em baixissimas
concentracoes. (ppt) (NOGUEIRA, 2003).

No ambiente observa-se que estes desreguladores enddécrinos podem
diminuir a taxa de reproducdo de peixes, aumentar a mortalidade precoce e a
nidificacdo com o0 mesmo sexo em algumas espécies de aves, gerar
pseudohermafrodismo e “imposex” em espécies marinhas, ocasionar mal formagdes
ao nivel genital de répteis e acarretar o declinio e extincdo de espécies marinhas
costeiras (NOGUEIRA, 2003). Baseado nisto pode-se exemplificar que uma
contaminacdo desta natureza € capaz de alterar significativamente boa parte dos
organismaos Vivos.

Abaixo se tem os ativos que s&o utilizados na rota que foi validada.

i Etinilestradiol

O 17a-etinilestradiol é o principal estrogénio sintético, encontrado nas pilulas
anticoncepcionais e aplicado nas terapias de reposicdo hormonal. A ligacdo ao
receptor da tiroide pode desregular o sistema neuroenddcrino. Recentemente, foi
mostrado que esses compostos podem alterar a sintese e o0 metabolismo de
estrogénios (WARING & HARRIS, 2005).

Todos os hormdnios esteroides exercem sua acdo pela passagem atraves da

membrana plasmatica e ligando-se a receptores intracelulares (YING et al., 2002).
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Os hormaonios esteroides sdo um grupo de compostos biologicamente ativos que séao
sintetizados a partir do colesterol e ttm em comum uma estrutura constituida de trés
aneéis hexagonais e um anel pentagonal. Os estrogénios sao caracterizados por seu
anel fendlico, o qual tem um grupamento hidroxila responsavel pela atividade

bioldgica, ou seja, pela atividade estrogénica (FENG et al., 2005).

Figura 1: Estrutura molecular do Etinilestradiol

HO C=—=CH
HaC

\

HO

Fonte: FLOREZ, 1999

ii. Gestodeno

7

O gestodeno é uma das mais novas moléculas progestogenicas sintéticas
usadas na contracepc¢do; leva a um menor niumero de efeitos adversos sobre os
lipideos do que os estrogénicos, no entanto eleva o risco de doenca tromboembdlica
(RANG et al., 2007).

Os progestagenos agem em receptores nucleares, receptores estes que tem
sua densidade modulada positivamente por hormoénios estrogénicos. Ja os
receptores estrogénicos sofrem modulacdo negativa em interacdo com
progestagenos (RANG et al., 2007).
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Figura 2: Estrutura Molecular do Gestodeno
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Fonte:FLOREZ, 1999

iii. Tibolona

A tibolona é um farmaco usado para reposicdo hormonal feminina apds a
menopausa e na prevencéo da osteoporose; embora cause a diminuicdo do HDL,
ndo aumenta os riscos da mulher sofrer problemas nos vasos cardiacos
(GALLAGHER et al.,, 2001). Também se verificou que a tibolona pode prevenir
cancer em mulheres pés-menopausa (HANIFI-MOGHADDAM et al., 2005). Depois
da administracdo oral ela é rapidamente convertida em trés metabdlitos, sendo dois

estrogénicos e o terceiro progesténico (HAMMAR et al., 2007).

Figura 3: Estrutura molecular da Tibolona
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2 RELEVANCIA

No Guia de assuntos relacionados a garantia da qualidade (ANVISA, 2006)
atenta-se que a validacao de limpeza ndo tem um Unico caminho para ser executada,
no entanto o ponto comum a ser buscado é a existéncia de critérios, parametros e
metodologias que sejam cientificamente justificaveis e que demonstrem claramente que o
procedimento de limpeza produz resultados que estao de acordo com as especificacbes pré-

estabelecidas.

Este trabalho visa exatamente estabelecer um modelo cientificamente
justificavel para gerenciar as praticas de validacao de limpeza.

Embora estejam descritas na literatura as etapas que compdem a validacao
de limpeza, para a sua correta execucao € imprescindivel desenvolver, um modelo
l6gico-sistematico para gerir esta pratica no que concerne a plantas de solidos
hormonais. Aquelas plantas podem ser consideradas de alto risco, uma vez que
uma contaminacao cruzada de origem hormonal pode alterar significativamente o

organismo do paciente.
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3 OBJETIVOS

a. OBJETIVOS GERAIS

. Sistematizar as etapas que constituem a validacdo de limpeza para uma
planta de soélidos hormonais de forma a deixar claro suas relagbes de
interdependéncia temporal

. Desenvolver a validacdo de limpeza utilizando a sistematizacdo proposta a

fim de testar sua efetividade para a planta de sdlidos hormonais estudada.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Elaborar uma lista de checagem de itens que devem ser descritos em um
procedimento de limpeza para avaliacdo destes

 Realizar uma andlise critica das estratégias descritas na literatura para
determinacao de pior caso

» Elucidar o calculo utilizado para determinacao de residuo aceitavel

» Validar uma metodologia analitica para detec¢ao de residuos de ativos

» Estabelecer os parametros adequados para o0 ensaio de recuperagao de ativo

* Proceder ao acompanhamento do procedimento de limpeza, inspecao visual,
amostragem e andlise das amostras apos limpeza

* Analisar o impacto da inclusdo de um novo produto ou da inclusédo/substituicao

de um equipamento na rota de producao
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4 MATERIAIS E METODOS

a. SISTEMATIZACAO DAS ESTAPAS DA VALIDACAO DE LIMPEZA

As etapas descritas na literatura e preconizadas nos guias relacionados a
garantia da qualidade (ANVISA, 2006) foram dispostas e inter-relacionadas via
fluxograma levando em consideracdo as acdes de forma temporal. Esta
sistematizacdo teoricamente proposta foi testada com o desenvolvimento da

validacéo de limpeza em planta de sélidos hormonais.

b. DESENVOLVIMENTO DA VALIDACAO DE LIMPEZA

Foi validada a limpeza de uma planta de sélidos hormonais de uma empresa
estabelecida no estado do Rio de Janeiro, contendo uma rota com sete
equipamentos, por onde o0s constituintes da formulacdo passam de forma

cronoldgica respeitando a sequencia disponivel na Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma da sequencia cronolégica de equipamentos da rota produtiva dos

medicamentos

Misturador Granulador Estufa Moinho
— > —
|
\%
Compressora Desempoeirador Blisterizadora
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i. Lista de Checagem para Avaliacado do Procedimento de Limpeza

A lista de checagem foi elaborada na forma de quadro pontuando os
requisitos, buscando ser o mais indutiva possivel a fim de facilitar o preenchimento.
Esta foi baseada em itens recomendados pelo guia relacionado a garantia da
qualidade (ANVISA, 2006) especifico da validacdo de Limpeza, tais como, entre
outros: procedimentos de limpeza escritos, aprovados e com seus respectivos
registros de treinamento anexados, pontos criticos do equipamento, a maneira como
cada ponto deste deve ser limpo, solventes e detergentes utilizados, métodos
empregados na limpeza, ou seja, quantas vezes uma determinada area deve ser

esfregada.

ii. Analise Critica das Estratégias para Determinacao de Pior Caso

Foi realizado um levantamento das estratégias de Determinacéo de Pior Caso
descritas na literatura, evidenciando os pontos negativos e positivos de cada e
optando por uma destas ou criando uma nova estratégia associando o0 maior nimero

de pontos positivos possiveis/menor numero de pontos negativos.

iii. Elucidacdo do Calculo Utilizado para a Determinagdo de

Residuo Aceitavel e Calculo

O célculo utilizado para determinacdo do limite de residuo aceitavel foi
realizado conforme guia relacionado a garantia da qualidade especifico para
validacdo de Limpeza (ANVISA, 2006), onde se utilizou o mais conservador entre o

limite “0,1% da dose limite” e “10 ppm”, ou seja, o menor valor encontrado. As
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etapas da formula foram logicamente justificadas correlacionando com o objetivo de
projetar o efeito sobre a contaminagao cruzada no produto final.

Para realizar este calculo foram utillizadas a area total da rota de
equipamentos em cm? (calculada usando o programa Geometry), o menor lote que
pode passar pela rota (independente de a qual produto ele pertenca), 0 maior peso
médio de comprimido que pode passar pela rota (hovamente independente de a qual
produto ele pertenca), a minima dose diaria do contaminante (termo que se refere ao
ativo que foi determinado anteriormente como pior caso), area amostrada em cm? e

o volume que foi utilizado para ressuspender a amostra.

iv. Validacdo da Metodologia Analitica para Deteccdo de Residuo

Ativo

A metodologia analitica foi validada conforme Resolucdo Especifica (RE) n°
899/2003 (ANVISA, 2003), sendo realizados os testes de linearidade, preciséao,
seletividade, especificidade, exatiddo, robustez, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo (LQ). Estabeleceu-se que se o limite de quantificacdo fosse menor do
que o residuo aceitdvel o método poderia ser utilizado para quantificacdo de
amostras; em caso negativo seria desenvolvido novo método que atendesse esta
necessidade. Foi utilizada Cromatografia em Fase Liquida de Alta Resolucéo
(HPLC) a fim de estabelecer resultados com alta precisdo no menor tempo possivel.
Um cromatografo de fabricacdo Agilent foi utilizado com os componentes descritos

na Tabela 1.

Tabela 1 — Componentes do HPLC Agilent

Componente Modelo
Degasser G1322A
Bomba G1311A
Interface G1329A
Detector G1314B
Forno G1316A
Software EZ Chrom Elite

O método analitico foi avaliado para as seguintes condi¢cdes cromatograficas:
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- Fluxo: 1,0 ml/min

- Comprimento de onda: 205 nm

- Temperatura: 25T

- Volume de injecdo: 20 microlitros

- Fase moével: 60% Acetonitrila para HPLC: 40% Agua purificada
- Coluna: Lichrospher RP-8, 125 X 4,6 mm, 100-5 mm

Os reagentes utilizados estdo apresentados na Tabela 2, os demais materiais

e equipamentos na Tabela 3 e os padrbes na Tabela 4.

Tabela 2 — Reagentes utilizados nos testes

Nome do Reagente Lote Fabricante
Agua Ultra Pura (Milli-Q) | - | = —eeee
Acetonitrila grau HPLC B02C52 J.T.Baker
Detergente All Clean JS392 Johnson Diversey
Alcool Etilico PA RT001937 J.T.Baker

Tabela 3 — Materiais e equipamentos utilizados nos testes

Descrigcéo Fabricante
Balanca Analitica Adventurer Ohaus AR2140 | OhausCorp. USA

Ultra-som Unique

Milli Q Academic Millipore

Baldo volumétrico de 100,0 ml Classe A

Baldo volumétrico de 50,0mL Classe A

Pipeta volumétrica de 5,0mL Classe A

Pipeta volumétrica de 2,0mL Classe A

Tabela 4 - Padroes utilizados nos testes

Descricao Procedéncia Lote
Etinilestradiol UsP Q0C162
Gestodeno EP 1
Tibolona BP 3053

1. Ensaio de Especificidade/Seletividade

Este ensaio avalia a capacidade que o método possui de medir exatamente

um composto em presenca de outros componentes sem que haja interferéncia. Para
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este teste foram preparadas nove amostras doseadas pelo método a ser avaliado:
Amostra  100%  Etinilestradiol, = Amostra  100%  Gestodeno,  Amostra
100%eEtinilestradiol e Gestodeno, Diluente puro, Diluente com presenca de swab
(possivel interferente se escolhido em item posterior como forma de amostragem),
Amostra 100% combinada com presenca de swab (possivel interferente se escolhido
em item posterior como forma de amostragem), Placebo com todos excipientes
possiveis, Amostra 100% Tibolona, Amostra 100% Detergente (MILENOVIC;
TODOROVIC, 2009). As amostras de Etinilestradiol e Gestodeno devem apresentar
resultado de 100 + 1% para o método e as demais amostras devem apresentar
resultado de 0 a 1% para aceitagdo do método.

2. Ensaio de Linearidade (Curva de calibrac&o)

Este ensaio avalia a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sé@o diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro do intervalo especificado. Para esta avaliagdo foram preparadas
trés solugdes de cinco concentragdes conhecidas e crescentes, nomeadas de 80,
90, 100, 110 e 120% (1,60; 1,80; 2,00; 2,20 e 2,40 pg/mL para etinilestradiol e 6,02;
6,77; 7,52; 8,27 e 9,02 ug/mL para gestodeno), aléem destas foram injetadas 3
solucdes placebos que é referente ao 0% (MILENOVIC; TODOROVIC, 2009;
DHOKA et al., 2010). Para que o método seja aceito o R? das duas retas (de

etinilestradiol e de gestodeno) devem ser maior ou igual a 0,990.

3. Ensaio de Precisao inter e intra corrida / Exatidao

A preciséo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Determina-se a

repetibilidade do método, com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao (precisao
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intracorrida) e também a precisao intercorrida através de analises em dias diferentes
com analistas diferentes.

A exatidao € a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relacdo ao valor verdadeiro.

Para avaliar ambas as caracteristicas simultaneamente foram preparadas por
dois analistas diferentes em dois dias diferentes 3 solucbes de 3 concentracdes
diferentes e crescentes, sendo estas 80, 100 e 120% (concentracbes conforme item
4.2.4.2) (MILENOVIC; TODOROVIC, 2009; DHOKA et al., 2010). Para aprova¢o no
ensaio de precisao os resultados dos analistas devem ser lineares e a avaliagdo dos
desvios padrdes intra e intercorridas devem ser menores ou iguais a 1,00. Para
aprovacao no ensaio de exatiddo todos os resultados de recuperacdo (Recuperado

= Valor encontrado / Valor tedrico X 100) devem ser iguais a 100,00 £ 2,00%.

4. Ensaio de Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variac6es dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Foram variados o fluxo, proporcdo acetonitrila: agua,
temperatura e coluna na analise de duas amostras. Os resultados obtidos foram
confrontados com os resultados observados nas condi¢cdes propostas pelo método
(MILENOVIC; TODOROVIC, 2009). Para aprovacdo no ensaio de robustez os

desvios padrdes devem ser menor ou igual a 1,00 e doseamento de 100,00 + 1,00%.

5. Ensaio para Limite de Quantificacdo e Detecgao

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) representam
respectivamente a menor concentragédo do analito que pode ser detectada e a menor

concentracéo do analito que pode ser medida.
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A determinacdo matematica de LD e LQ foi realizada conforme indicado na
Figura 5 onde s é o desvio padrdo da resposta do branco de 10 amostras e S é a
inclinacdo da curva de calibracdo (DHOKA et al., 2010).

Figura 5 — Formula para célculo de Limite de Deteccao e limite de Quantificacao.
LD =33 x {s/8)
LOQ = 10x(s/S)

Fonte: DHOKA et al., 2010

Também foi realizada a determinacdo experimental, onde 3 solu¢bes de cada
concentracéo decrescente foram preparadas e injetadas conforme metodologia a ser
avaliada. O limite de quantificacédo foi a concentracdo onde a recuperacao for 100,00
+ 2,00% e o desvio padrdo menor ou igual a 1,00.

O limite de detecgéo foi a concentracdo onde o Ultimo sinal € detectado no

tempo de retencdo onde o pico € visualizado em concentragfes maiores.

v. Estabelecimento de parametros adequados para ensaio de
recuperacéo de ativo

1. Determinacéo do procedimento de amostragem

Foi estabelecido o procedimento de amostragem mais adequado levando-se
em consideracdo as vantagens e desvantagens de cada procedimento, como

ilustrado no Quadro 1.



Quadro 1 - Vantagens e Desvantagens entre a amostragem por esfregaco e agua de rinsagem

METODO

VANTAGENS

DESVANTAGENS

AMOSTRAGEM
DIRETA DA
SUPERFICIE
(SWABING)

Residuos secos e
insollveis podem ser
retirados.

Permite o
estabelecimento do nivel
de contaminacéo por
area, estabelecendo
onde o procedimento
precisa ser melhorado e
se realmente os pontos
criticos correspondem as
expectativas.

Permite a recuperacéo
do contaminante a partir
de areas onde a agua de

rinsagem teve contato

deficiente.

A area a ser amostrada deve permitir livre
acesso ao operador, o que é impraticavel
em muitos equipamentos.

O solvente e 0 material do Swab n&o deve
ser fonte de contaminacéo adicional ou
interferir na metodologia analitica.

A porcentagem de recuperacéo do ativo
por parte do Swab deve ser estabelecida
utilizando um estudo de recuperacédo que
mimetiza exatamente o procedimento
utilizado na pratica. (mesmo Swab, placa
com o mesmo tipo de aco do equipamento,
definicao da area).

Possivel interferéncia do material de
construcdo do Swab deve ser avaliada
durante o estudo de validacéo da
metodologia analitica.

AMOSTRAGEM
INDIRETA DA
SUPERFICIE
(AMOSTRAS

DE
RINSAGEM)

Permite a amostragem de
grandes areas.

Permite a amostragem de
areas de dificil acesso
como bicos de
envase, tubulagdes e
pequenas pecas.

Causa a diluicdo do contaminante, o que
as vezes compromete ou impossibilita o
desempenho da metodologia analitica.

O contaminante pode nao ser solavel no
solvente utilizado.

O contaminante pode estar ocluido ou
aderido em alguma superficie, de modo
gue a simples rinsagem néo é capaz de

retira-lo.

A metodologia analitica utilizada deve ser
especifica para o contaminante, métodos
nao especificos como a adogéo do critério
farmacopéico para a agua utilizada na
rinsagem ndo séo aceitaveis.

Em alguns casos, como por exemplo, com
bicos de envase, as primeiras porcfes
extraidas sempre serdo as mais
contaminadas. Portanto a uniformizacéo
com todo o contelido deve ser feita.

39

Fonte: ANVISA, 2006
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2. Recuperacao de ativo

Foram determinados os niveis de recuperacdo do ativo em superficie de Ago-
inox 316L (que é o material de fabricagdo da maior parte dos equipamentos) e em
superficie emborrachada (que é o material de fabricacdo de conectores e vedantes),
isto é, a porcentagem de residuo que pode ser recuperado no meio em que esta
aderido, bem como a consisténcia, isto é, a dispersdo entre os resultados
encontrados.

Apesar de alguns autores considerarem como critério de utilizacdo do método
que a eficiéncia de remocdo do analito pelo “swab” de diferentes superficies deve
ser apenas maior que 50% para garantir que o analito pode ser extraido do material
(JAIN; HEISER; VENTER, 2011; MILENOVIC; TODOROVIC, 2009), segundo a
ANVISA (2006) a recuperacdo de ativo deve ser maior ou igual a 75%e o desvio

padrdao menor ou igual a 1,00.

vi. Acompanhamento do processo de limpeza, inspecéo visual,

amostragem e analise das amostras apos limpeza

Para o processo de limpeza alcancar o status de validado, os testes abaixo
foram realizados em limpezas realizadas apés a passagem do produto Pior Caso,
utilizando-se o critério de no minimo trés limpezas apos lotes produzidos aprovadas

em todos os testes.

1. Determinagao dos pontos de amostragem

Os pontos de amostragem devem ser identificados de forma clara e
inequivoca incluindo a justificativa técnica de sua escolha. Com esta finalidade foi

construido um album de cada equipamento onde consta a referencia do
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procedimento de limpeza e do registro do equipamento, a foto do equipamento a
distancia e a foto de cada um dos pontos de amostragem numerados de ordem
crescente. A escolha destes pontos foi determinada pela escolha de pontos
representativos da superficie, pontos onde exista diferenca de material de
construcédo (borracha, por exemplo), ranhuras, fissuras, quinas e qualquer outro
ponto onde a limpeza seja considerada dificil pelo operador (todos os pontos criticos

descritos no procedimento de limpeza devem ser amostrados).

2. Acompanhamento do processo

Nesta etapa o experimento foi realizado na rota de fabricacdo, quando foi
avaliado se a limpeza era executada em conformidade com o procedimento
aprovado. Quando foi encontrado algum desvio o operador foi re-treinado ou o
procedimento atualizado. N&o se constatando desvio no processo de limpeza,

iniciou-se a inspec¢ao visual.

3. Inspecéo Visual

A inspecdo visual do equipamento é o primeiro critério na validacdo de
limpeza. O equipamento é considerado “Visualmente Limpo”, quando nao for
encontrado a olho nu qualquer vestigio de residuo (ANVISA, 2006). Caso ocorra
desvio neste critério o procedimento de limpeza deve ser atualizado citando este
ponto como critico na limpeza do equipamento, passando a dar atencdo especial a
sua limpeza. Quando a inspecéo visual foi considerada satisfatéria, iniciou-se a

Amostragem e Analise de amostras.
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4. Amostragem e Analise das Amostras

A amostragem foi realizada conforme descrito no item 4.2.5.2, nos pontos
determinados no item 4.2.6.1. Os resultados obtidos apos a injecdo em HPLC foram
corrigidos pelo nivel de recuperacdo encontrado no mesmo item 4.2.5.2 e entéo
confrontados com o limite determinado no item 4.2.3. Quando os resultados foram
inferiores aquele limite esta limpeza foi considerada aprovada. Quando reprovada
foram realizadas alterac6es no procedimento de limpeza ou elaborada estratégia

alternativa.

vii. Analise de impacto da inclusdo de novo produto na rota de
producdo ou inclusao/substituicdo de equipamento diferente na

rota

Quando uma rota de equipamentos encontra-se com 0s procedimentos de
limpeza validados, isto é, para os produtos inicialmente avaliados para eleicdo do
pior caso, para o tamanho de lote minimo estabelecido e para o peso medio maximo
fixado, a limpeza atinge resultados que ndo colocam em risco o produto
subsequente.

Logo, o acréscimo de um novo produto naquela rota deve ser
minuciosamente avaliado para permanéncia ou ndo do status de validado. Neste
trabalho esta analise foi feita avaliando a solubilidade e a toxicidade do ativo do novo
produto, tamanho do lote e peso médio do comprimido.

A inclusdo ou substituicio de um equipamento na rota também impacta
diretamente na permanéncia ou ndo deste status. Neste caso a analise foi realizada

avaliando-se a area do equipamento e seus pontos criticos de limpeza.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

a. SISTEMATIZACAO DAS ETAPAS DA VALIDACAO DE LIMPEZA

Chegou-se a seguinte proposicao de fluxograma padréo apresentada na Figura



Figura 6 - Fluxograma légico-sistematico para validacdo de limpeza

Avaliagao dos
‘ procedimentos de
limpeza

Revisao dos
procedimentos V

Os procedimentos
atendem aos requisitos
minimos?

SIM
Determinagao do pior
caso

V

Determinagao do
limite de residuo
aceitavel

v

Valida¢ao do Método
| Analitico com Limite

de Quantificagao

Desenvolver novo
Método Analitico W

O limite de quantificagao é
menor que o limite de
residuo aceitavel?

Desenvolver método
para recuperagao de
ativo

A recuperagao do ativo
foi maior que 75%?
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SIM V]

Figura 6 (Continuacao) - Fluxograma légico-sis
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b. DESENVOLVIMENTO DA VALIDACAO DE LIMPEZA

i. Lista de Checagem para Avaliacado do Procedimento de Limpeza

Para avaliacdo dos procedimentos de limpeza foi elaborada a lista de

checagem da Figura 7.

Figura 7 - Lista de checagem para avaliacéo do procedimento de limpeza

LISTA DE CHECAGEM — AVALIACAO DE EQUIPAMENTO:
PROCEDIMENTO DE LIMPEZA

DATA:

Pergunta Sim | Niao Obs:
Existe procedimento delimpeza escrito e aprovado?

Haregistro detreinamento no procedimento de
limpeza para todos possivels operadores?

O procedimento detalha a forma delimpeza de
pontos de dificil limpeza (critico)?

O tempo de esfregacio/enxdgiie ¢ definido?

A quantidade de vezes que a esfregacio/enxagiie €
realizada é definida?

E claro qual o solvente e o detergente (com sua
concentracio) que devem ser usados?

E determinado o sentido da esfregacio?
Hametodologia detalhada e documentada para
preparo do detergente e outras solugdes utilizadas?
O procedimento define quantos dias o equipamento
pode ficar sujo?

O procedimento define por quantos dias o
equipamento pode ficar limpo sem ser usado?

O procedimento deixa o equipamento seco ao seu
termino (sem residuo de dgua)?

Caso o equipamento possua filtros, este é dedicado?

Caso a resposta a todos os itens sejam “Sim” o procedimento esta adequado
para dar prosseguimento ao processo, caso algum item tenha resposta “N&o” este
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deve ser reavaliado e ajustado para que em futura avaliagdo obtenha respostas
positivas em todos os itens.

No caso dos procedimentos de limpeza dos sete equipamentos (figura 4)
todos obtiveram respostas positivas no formulario e puderam seguir adiante na

validagéo de limpeza.

ii. Andlise Critica das Estratégias para Determinacéo de Pior Caso

Grande parte dos artigos disponiveis na literatura utiliza metodologia proposta
por Alencar, Clementino e Rolim Neto (2006) onde é calculado um indice baseado
em fatores empiricos que remetem a toxicidade, dificuldade de limpeza, ocupacao
dos equipamentos e solubilidade. O ativo que alcancar o maior indice sera
considerado o pior caso.

A Figura 8 mostra como este indice € calculado; o quadro 2 mostra os valores
empiricos que geram o fator de toxicidade; o quadro 3 mostra os valores empiricos
gue geram o fator de solubilidade em agua; o quadro 4 mostra os valores empiricos
que geram o fator de dificuldade e o quadro 5 mostra os valores empiricos que

geram o fator de ocupacao.

Figura 8 - Calculo do indice para escolha do pior caso

Fator de Fator de
Toxicidade | |Dificuldade
v v
INDICE = {T x fO x fD/ fS

7 o
Fator de Fator de
Ocupacdo| | Solubilidade

Fonte: ALENCAR; CLEMENTINO; ROLIM NETO, 2006
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Quadro 2 — Fator toxicidade (fT) em func&o da DLsg

DLsy (oral-ratos) — mg/kg Classifica¢do Pontos - T
DLsp =< 200 Ala toxicidade 3
200 = DLey= 2000 Moderada toxicidade 2
DLse> 2000 Baixa toxicidade 1

Fonte: ALENCAR; CLEMENTINO; ROLIM NETO, 2006

Quadro 3 — Fator solubilidade em agua (fS) em PPM

= ... Solubilidade (S) em dgua ol
IFermo Descritivo (5) = Classificacao Pontos - IS
(em ppm)
Muito soldvel S = 1.000.000
Facilmente solivel 100,000 <5 < 1.000.000 Alta Solubilidade k]
Solavel 33.000 < 5 < 100,000
Ligeiramente solivel 10,000 <8 < 33.000 _
: Muoederada solubilidade 2
Pouco solivel 1.000 < 8 < 10.000
Muito pouco solivel 100 <5 < 1.000
Praticamente insolivel Baixa Solubilidade 1
) ) S< 100
o insoluvel

Fonte: ALENCAR; CLEMENTINO; ROLIM NETO, 2006

Quadro 4 — Fator dificuldade (fD)

Dificuldade de limpar Pontos — D

Muito dificil de limpar 4

Dificil de limpar

[E¥ ) Lak

Dificuldade média de limpar

Facil de limpar |

Fonte: ALENCAR; CLEMENTINO; ROLIM NETO, 2006

Quadro 5 — Fator Ocupacéo (fO)

Quantidade (lotes/ano) Pontos - fO

Acima de 200 lotes 5

Entre 151 e 200 lotes

Entre 101 e 150 lotes

Entre 51 e 100 lotes

RN w] b

Até 50 lotes

Fonte: ALENCAR et al., 2006
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No quadro 4 tem-se o nivel de dificuldade de limpeza sendo uma avaliacao
totalmente particular do operador; com a alteracdo do operador pode haver uma
variacdo da pontuacao.

No quadro 5 cita-se a taxa de ocupacao que leva em consideracédo quanto do
produto que tem em sua formulacdo determinado ativo € fabricado, ou seja, quanto
tempo determinado produto ocupa o equipamento ou a produgcdo. Note-se que a
demanda de producéo de produtos pode variar com o decorrer dos anos fazendo
este indice variar conforme comportamento do mercado consumidor.

Baseado nisto os pontos provenientes dos quadros 4 e 5 podem levar a uma
escolha que ndo necessariamente remeta a um produto que seja o real pior caso, ja
que o ativo menos soluvel (quadro 3) e mais toxico (quadro 2) seriam muito mais
criticos. Estes dois itens sdo capazes de, sozinhos,representar a capacidade do
solvente da limpeza (normalmente agua):

a) Dissolver o ativo gerando uma possivel avaliacao de dificuldade;

b) Se um residuo em outro produto da rota poderia levar a algum efeito
indesejavel.

Logo, o uso somente dos quadros 2 e 3 seria 0 mais recomendavel pensando
numa escolha acertada que remeta ao potencial risco de uma contaminacao
cruzada.

Além disso, 0 uso da DLsg (Dose Letal 50%) como indicador de toxicidade do
residuo de ativo que pode existir em uma contaminacao cruzada néo é — certamente
- 0 mais adequado quando se trata da avaliagdo em uma planta de solidos
hormonais, como é o caso do estudo em questao.

Geralmente, o primeiro teste de toxicidade realizado em uma nova entidade
quimica é o teste de toxicidade aguda, conduzido via de regra a partir da
administracdo em dose Unica da substancia de interesse a fim de identificar
possiveis 6rgdos-alvo e estabelecer o valor de DLsy (CASARETT, KLAASSEN,;
2007).

A DLsp e outros efeitos toxicos agudos sao determinados apdés administracédo
em dose Unica ou fracionada num periodo maximo de 24 horas. A administracdo
pode se dar em uma ou mais espécies de roedores e a via de administracdo pode
ser a oral ou qualquer outra que se mostre relevante para o tipo de exposicéo
esperada. No caso de estudo de DLsg oral, a racdo € suspensa na noite anterior a

administracdo, garantindo assim jejum prévio de todos os animais em estudo e
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minimizando variaveis associadas a absorc¢do por via géstrica. O namero de 0Obitos
observados em um periodo de 14 dias ap6s administracdo € tabulado, e a partir
deste registro, calcula-se a DLso. Em adic&o ao registro de mortalidade e ganho de
peso corpéreo, exames diarios devem ser realizados para avaliar alteracbes
comportamentais e possiveis sinais de intoxicacdo, letargia e morbidade
(CASARETT, KLAASSEN; 2007).

No entanto, é importante ter claro que a DL50 ndo € uma constante bioldgica,
e que as informacgbes provenientes dos estudos de toxicidade de dose Unica, tais
como as descritas acima, sdo somente relevantes para substancias que apresentam
potencial de risco agudo, como por exemplo, aquelas presentes em situagdo de
exposicdo ocupacional (e.g. agrotéxicos, substancias quimicas etc), conforme Figura
9. Esse, certamente ndo € o caso de exposicdes como aquelas esperadas para a
populacdo em geral (e.g. via residuos e contaminantes em agua, alimentos e
poluicdo ambiental) e nem através do uso de medicamentos. Por essa razdo, 0s
testes de DL50 ja foram banidos para esta classe de produtos desde a década de
1990 (ICH, 2000).

Figura 9 — Relagéo tedrica de dose-efeito para toxicidade aguda comparando o potencial da

exposi¢cdo em termos de ocupacao, nivel de exposicao e possiveis efeitos biolégicos

Envenenamento
Acidentes
Suicidios \/
Exposicdo ocupacional 2 ¢
QOperadores !
Trabalhadores rurais %
Aplicadores BT
Manipuladores T o g

Espectador da exposigdo

Efeitos bioldgicos

Populagdo Geral

Alimentos, dgua, ar /_)/

Exposigio em casa (familiares)

————  Dosagem em Log (mg/kg de peso do corpo) E—

Adaptado de CASARETT, KLAASSEN; 2007

Assim, para fins de determinacédo do Pior Caso o conceito mais conveniente
seria aquele relacionado ao NOAEL (nivel maximo de dose onde nao se observa

efeito adverso). Neste caso, deve-se observar o desfecho mais critico, por exemplo,
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a partir de estudo de toxicidade cronica, e o NOAEL estabelecido a partir desse tipo
de estudo deveria ser usado para o calculo do Pior Caso.

Apesar desse indicador de toxicidade remeter a uma realidade mais proxima
a situacédo de risco associado a uma possivel exposicao via contaminacéo cruzada,
valores de NOAEL dos ativos estudadas ndo foram encontrados na literatura
cientifica. Esta informagéo foi solicitada entdo a ANVISA, contudo ndo se obteve
resposta até o momento de fechamento da presente dissertacao.

Foi realizada entdo uma busca acerca de informacdes publicadas pela
ANVISA sobre NOAEL, NOEL (nivel maximo de dose onde ndo se observa efeito) e
DLso € encontrou-se a equagdo matematica apresentada na Figura 10 e indicada
pela ANVISA (2006).

Figura 10 - Férmula para estimativa do NOEL

LDs; expressa

em mg/ kg
NOEL expresso »NOEL: LDsp x 70
em mg. 20004 Constante
Empirica.

Fonte: ANVISA, 2006

7

Conforme discutido anteriormente, a DL50 ndo € um bom parametro para
avaliacdo de residuos de ativos presentes em medicamentos, assim como nao seria
adequada - para esse tipo de situacdo - a utilizacdo da férmula apresentada pela
ANVISA (Figura 10). Além disso, DL50 e NOEL n&o apresentam nenhuma relacéo
linear, como pressuposto pela férmula acima.

Assim, mediante auséncia de informacfes adicionais, este trabalho utilizou a
DLso para avaliagéo de pior caso, mesmo considerando que o NOAEL teria sido o
indicador mais adequado para a avaliagdo da toxicidade e entendendo que para
avaliacdes futuras (de outros ativos) esta deva ser a opgéo de escolha.

Na tabela 5 pode se observar a solubilidade em agua (solvente comumente

utilizado na limpeza) e a DLso de cada ativo.
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Tabela 5 — Avaliagdo da solubilidade em &gua e toxicidade (DLsy) para os ativos da Rota de

Fabricacéo
Solubilidade em agua DL 5o
Etinilestradiol Insoltvel* 1200 mg/kg®
Gestodeno Insoltve'l 4000 mg/kg®
Tibolona Insolavel' 1980 mg/kg®

Fonte: *USP 34, 2010; ’Index Merck, 2001

Baseado nisto o pior caso escolhido foi o Etinilestradiol. Como o produto que
0 contem € a associagao entre este e o Gestodeno e 0 método analitico é capaz de
detectar ambos, tanto a validacdo metodoldgica quanto a de limpeza sera realizada

para estes dois ativos.

iii. Elucidacdo do Calculo Utilizado para a Determinacdo de

Residuo Aceitavel e Calculo

O calculo utilizado para determinacdo do limite de residuo aceitavel foi
realizado conforme guia relacionado a garantia da qualidade especifico para
validacédo de limpeza, onde se utilizou o mais conservador entre o limite “0,1% da
dose limite” e “10 ppm”.

Na Figura 11 pode-se observar como é a recomendacdo da agéncia

reguladora brasileira a cerca do critério 0,1% da dose limite.



53

Figura 11 - Critério de 0,1% da dose limite

Passo A: Determinacio do limite de aceitagdo no produto subseqiiente.

Fator de Seguranca: 0,001, milésima parte, 0,1%.
Obs: Em alguns casos, podem ser usados fatores)
diferentes. Exemplo: Produtos Toépicos (0,01 ou 1%)
Parenterais ou de elevada atividade (0,0001 ou 0,01%)

Minima Dose Diaria| Tamanho Minimo do
. do Contaminante Lote do Subseqiente
! em mg em g ou mL

Fator de Converséo

/A =0.001 x MTDop X MBS x 1000 mg para jg

Limite Maximo do
Contaminante noj MaXTDWb%\ Maxima dose Diaria
Subsequente em ug do Subseqiiente na

mesma unidade do
MBS

Passo B: Determinacgado do limite de aceitagao por area.

Limite de Aceitacédo
do Contaminante > Area Compartilhada pelos Produtos
por cm® de Area B=A em cmg
compartilhada em SRSA +—
pg/ cm’
Passo C: Determinacio do limite de aceitacdo na amostra analisada.
Limite d_e Aceitacdo do » C=Bx AREA Toda a area
Contaminante por mL - compartilhada no caso de
da solucdo a ser Vplume agua de rinsagem ou a
analisada. Em pg/mL. area amostrada no caso
Volume Utlizado na de Swab em cm’
Rinsagem ou Volume
Utilizado na
Recuperacéo do Swab
em mL

Fonte: ANVISA, 2006

No passo A da Figura 11 tem-se os seguintes termos fazendo parte do
calculo:

. Minima dose diaria do contaminante — Busca-se a informacdo da
quantidade minima de ativo utilizada em um tratamento com o ativo considerado pior
caso;

. Tamanho minimo do lote do subsequente — Busca-se de todos os
produtos que passam naquela rota de equipamentos aquele que tiver menor
tamanho de lote, afinal, uma quantidade de residuo X em um lote pequeno tem
maior chance de ser toxico® do que quando diluido em lote maior;

. Méaxima dose diaria do subsequente — Busca-se de todos os produtos
gue passam naquela rota de equipamentos aquele que tiver maior produto entre
peso médio e posologia, afinal, ao ingerir um comprimido com alto peso médio e
muitas vezes ao dia tem-se chance de ingerir maior quantidade de contaminante.

No passo B da Figura 11 tem-se o seguinte termo fazendo parte do calculo:

'Exceto na avaliacdo de equipamentos onde sejam produzidos antineoplasicos, ja que nestes casos a relacéo
dose X efeito ndo é aplicavel
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. Area compartilhada pelos produtos — Deve ser o somatério da area de
todos os equipamentos que compdem a rota produtiva, afinal, o produto passa em
todos estes equipamentos e a quantidade de contaminante que encontramos no
produto final € o somatério do residuo encontrado em cada equipamento (estas
areas foram calculadas com o programa Geometry 1.0).

No passo C da Figura 11 tem-se os seguintes termos fazendo parte do

calculo:

. Area amostrada — Utilizou-se a area de 100 cm? para aumentar a
superficie amostrada, no entanto este valor varia muito entre autores (COUTINHO et
al., 2009; MILENOVIC; TODOROVIC, 2009; DHOKA et al, 2010; LEWEN, NUGENT;
2010)

. O volume utilizado deve ser o menor possivel, a fim deste atingir um
valor para alcancar um C compativel com a metodologia analitica utilizada.

Na Figura 12 pode-se observar como é a recomendacdo da Agencia

reguladora brasileira a cerca do critério 10 ppm.

Figura 12 - Critério de 10 ppm

A=

x MBS & Emgou
mL

Em ppm
(ug/ mL ou
Ho/ g)

Fonte: ANVISA, 2006

Os passos B e C séo iguais ao do Critério 0,1% da dose limite (Figura 11).

O critério 10 ppm s6 deve ser usado quando o critério 0,1% da dose limite for
muito alto (o que ocorre quando a minima dose terapéutica é alta). No entanto este
critério ndo € cientificamente justificavel, ja que ndo ha nenhum elemento em seu
calculo que considere efeito terapéutico ou até mesmo toxicidade.

O programa Geometry 1.0 (Figura 13) citado anteriormente é um programa
gue baseado nas formas geométricas e medidas simples como raio, diametro, altura
e comprimento é capaz de fornecer a area de superficie e o volume desta forma na
grandeza desejada. Com isto as diferentes partes dos equipamentos sé&o

correlacionadas por similaridade de forma as formas geométricas e por sequencia as
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medidas necessarias sdo aferidas e inseridas no software a fim de obter uma area
superficial estimada. Cabe sempre ressaltar que toda estimativa deve ser
arredondada para cima, ja que quanto maior a area menor o residuo aceitavel por
cm?, sendo desta forma a mais conservadora possivel evitando um eventual risco ao

paciente.

Figura 13 -Tela inicial do software Geometry 1.0

[ [B]X]
3D Figures
| Rectangular Prism |
2D Figures | Triangular Prism |
| Circle | | Trapezoidal Prism |
Information | Rectangle || Cylinder |
[ Aboutthe Author | | Triangle || Cone |
| Software [ Trapezoid | | Rectangular Pyramid |
| Exit | | RegularHexagon | | Sphere |

Fonte: Geometry 1.0

Como exemplo podem-se tomar o Calculo da area de uma peca do Moinho
Comasa (Figura 14), a descarga (Figura 15), que faz parte da Rota produtiva em
guestdo. A descarga entra em contato com o produto pela face interna e esta possui
a forma de um cilindro logo na Figura 13 sera clicada na tecla “Cylinder” e abrira a

tela mostrada na Figura 16.
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Figura 14 -Moinho Comasa da Rota Produtiva

Figura 15 - Descarga — Parte do Moinho Comasa

3 — Descarga
(Parede interna)

File Edit
,f-ﬂ_ﬂ_ﬁ_———_—_—_"‘-\-.___
9 <U Yolume
Volume = 1" *h 34500 5705154 cobio oits
Height : ]ﬁ
Surface Area
R34, 7732611 gquare units
SA.=2exgere(r+h)
Fadius : 17
ﬁ Calculate
-""\-\_,_\_\_\_—_\_\_\—'_'_'_'_'_‘_'_'_,_:-F"
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Neste caso conforme a Figura 16 € necessaria a altura do cilindro e o raio,
para isto a altura foi verificada com auxilio de uma trena sendo aferida em 38 cm e o
diametro sendo 34 cm, com isto tem-se um raio de 17 cm (raio é o diametro divido
por dois), inserindo no software os dados obtém-se a area superficial de 5874 cm?.

Para cada peca que entra em contato com o produto de cada equipamento
este célculo é feito e o somatério de todas estas areas é usado no célculo (passo B
da Figura 11) de residuo aceitavel como visto anteriormente.

Baseado nisto todos os valores necessarios para o calculo de residuo
aceitavel foram levantados para o produto escolhido como pior caso (aquele que

contem etinilestradiol e gestodeno) e estao disponiveis na tabela 6.

Tabela6 — Dados para célculo do residuo aceitavel

Minima dose Tamanho Méaxima
de ativo minimo dose do Soma da Area Volume
Produto Ativos diaria do subse- area da amostrada
. de 2 2 (mL)
contaminante quente | rota (cm °) (cm”)
lote(g)
(mg) (9)
Etinilestradiol 0,015
A G 60000 0,072 34.471,48 100 10
estodeno 0,060

Como resultado do uso destes dados para calculo de residuo aceitavel

chegou-se a tabela 7.

Tabela 7 — Resultados dos dois critérios para os dois ativos

Substancias ativas 0,1% da dose limite (ug/mL) 10 ppm (pg/mL)

Etinilestradiol <3,66 <174,05

Gestodeno <1450 <174,05

Logo, no decorrer do trabalho foi usado como critério que o limite de
quantificacdo do método analitico tem que ser menor ou igual a 3,66 pg/mL para o
etinilestradiol e menor ou igual a 14,50 pg/mL para o gestodeno. Além disto, quando
as superficies dos equipamentos forem amostradas apos execuc¢ao do procedimento
de limpeza o residuo encontrado devera ser menor que estes limites para que a
limpeza seja considerada aprovada e para alcancar o “status” Validacao de Limpeza
aprovada deve-se alcancar 3 limpezas consecutivas aprovadas apos a producao dos
lotes.
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iv. Validacdo da metodologia analitica para deteccdo de residuo

ativo

1. Ensaio de Especificidade/Seletividade

Os resultados obtidos no teste de especificidade/seletividade encontram-se

na tabela 8.

Tabela 8 — Resultados para o teste de especificidade/seletividade

Amostras/ Ativos Etinilestradiol Gestodeno
Amostra 100% Etinilestradiol 99,86% 0.00%
Amostra 100% Gestodeno 0,00% 100,10%
Amostra 100% Etinilestradiol e
99,87% 100,12%
Gestodeno
Diluente puro 0,01% 0,00%
Diluente + swab 0,01% 0,00%
Amostra 100% Etinilestradiol e
99,90% 100,08%
Gestodeno + swab
Placebo de excipientes 0,00% 0,00%
Amostra 100% Tibolona 0,00% 0,00%
Amostra 100% Detergente 0,01% 0,00%

Como pode ser observado o método é seletivo e especifico para etinilestradiol

e gestodeno, ndo sendo interferido por outros componentes que podem ser

encontrados na superficie de equipamentos apdés a limpeza.

2. Ensaio de Linearidade (Curva de calibracéo)

O resultado para o ensaio de linearidade do Etinilestradiol pode ser observado

na Figura 17 e do Gestodeno na Figura 18.
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Figura 17 — Ensaio de linearidade para Etinilestradiol

4 ] ] o ] ™
Linearidade Etinilestradiol
150,00 y=0,995x + 0,157
S R2=0,999
® 100,00
[ +]
o
3 50,00
]
o
0,00
0 50 100 150
Conc Teorica
. J
Figura 18 — Ensaio de linearidade para Gestodeno
4 ] ] ™
Linearidade Gestodeno
S 150,00 y = 0,994x + 0,336
o=
E 100,00 R?=0,999
=3
3 50,00
@
0,00
0 50 100 150
Conc Teorica
. J

Como pode ser observado ambos ativos apresentaram comportamento linear
quando analisados pelo método em questdo com R? superior a 0,99, logo o método

alcanca linearidade adequada.

3. Ensaio de Precisao inter e intra corrida / Exatidao

Os resultados de linearidade para avaliacdo da precisao do Analista 1 no dia
1 para etinilestradiol estdo na Figura 19, Analista 1 no dia 1 para Gestodeno estao
na Figura 20, Analista 2 no dia 2 para etinilestradiol estdo na Figura 21 e Analista 2
no dia 2 para gestodeno estdo na Figura 22. A avaliagcao da preciséo intracorrida do

Analista 1, intracorrida do Analista 2 e intercorrida estédo disponiveis na tabela 9.



Figura 19 — Linearidade dos resultados do Analista 1 no dia 1 para Etinilestradiol
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Figura 20 — Linearidade dos resultados do Analista 1 no dia 1 para Gestodeno
' I
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Figura 21 — Linearidade dos resultados do Analista 2 no dia 2 para Etinilestradiol
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Figura 22 — Linearidade dos resultados do Analista 2 no dia 2 para Gestodeno
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Tabela 9 — Avaliacdo da precisao intracorrida do Analista 1, intracorrida do Analista 2 e

intercorrida

Preciso Média Média Desvio Padréao Desvio Padréao
Etinilestradiol | Gestodeno Etinilestradiol Gestodeno
Intracorrida 99,99% 100,33% 0,75 0,74
Analista 1
Intracorrida 100,13% 100,06% 0,47 0,60
Analista 2
Intercorrida 100,06% 100,20% 0,61 0,66

Baseado nas Figuras 19, 20, 21 e 22 pode-se observar que a variacao

analista e dia nao interferiram na avaliacdo da linearidade, ja que todos

apresentaram resultados lineares com R? maior ou igual a 0,99. J& na tabela 9

observa-se que tanto os desvios padrdoes para ambos ativos tanto inter quanto intra

corridas sdo menores que 1% podendo assim afirmar que ndo had mudanca

significativa de resultados alterando dia e analista.

Os resultados de exatiddo para Analista 1 no dia 1 para etinilestradiol e

gestodeno e Analista 2 no dia 2 para etinilestradiol e gestodeno estao disponiveis na

tabela 10.
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Tabela 10 — Resultados da exatidao

Concentracao | Concentracdo Recuperado
Concentragao o ) Recuperado
Encontrada Encontrada Etinilestradiol
Tedrica (%) o Gestodeno (%)
Etinil (%) Gestodeno (%) (%)
80,23 79,81 100,29 99,77
80,49 80,74 100,61 100,92
80 79,72 80,35 99,65 100,44
80,77 80,77 100,96 100,96
79,71 80,63 99,64 100,79
79,64 80,67 99,56 100,84
99,70 100,55 99,70 100,55
100,96 99,75 100,96 99,75
100 100,28 100,76 100,28 100,76
100,84 100,98 100,84 100,98
100,50 100,55 100,50 100,55
100,70 100,75 100,70 100,75
120,38 119,42 100,32 99,52
119,57 119,30 99,64 99,42
120 119,73 119,36 99,77 99,47
119,38 119,37 99,48 99,47
118,88 119,06 99,07 99,21
118,98 119,28 99,15 99,40

Utilizando o teste de Kolmogorov Smirnov (MOORE, 2005) chega-se a
conclusdo que néo existe evidéncia estatistica que comprove que a distribuicdo néo
€ normal a um nivel de significancia de 0,05. Portanto aplicou-se o teste t (LAPPONI,
2005) para duas amostras a fim de avaliar se ha diferenca estatistica entre as
médias obtidas para analista 1 no dia 1 e analista 2 no dia 2 a um nivel de confianga
de 95%, chegando-se a conclusdo que ndo se pode afirmar que ha diferenca
estatistica entre estas. Aplicando-se, além disto, o teste F (MOORE, 2005) para
duas amostras a fim de avaliar se ha diferenca estatistica entre os desvios padrdes
obtidos pelo analista 1 no dia 1 e analista 2 no dia 2 a um nivel de confianca de 95%
chegou-se a conclusdo que ndo se pode afirmar que ha diferenca estatistica entre
estes.

Como nédo foi possivel provar que a distribuicdo € normalizada, podem-se
utilizar testes ndo paramétricos. Foi utilizado o Teste de Mann-Whitney (MOORE,
2005) para comparar a média do Analista 1 no dia 1 e do analista 2 no dia 2,
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chegando-se a conclusdo que ndo existe diferenca estatistica que comprove a

diferenca entre as médias a um nivel de significancia de 95%.

4. Ensaio de Robustez

O resultado para o ensaio de robustez pode ser observado na tabela 11.

Tabelall - Resultado ensaio de Robustez

Condicdes Amostra 1 Amostra 2 Desvio Padréo
Etinil Gest | Etinil | Gest Etinil | Gest

Normal 99,72 | 100,44 | 99,33 | 100,44 | 0,28 | 0,00
Fluxo 2,0 mL/min 99,08 | 100,33 | 99,07 | 100,93 | 0,01 | 0,43
Fluxo 0,5 mL/min 99,71 | 100,66 | 99,09 | 100,82 | 0,44 | 0,12
ACN: Agua (80:20) 99,47 | 100,87 | 99,42 | 100,59 | 0,03 | 0,20
ACN:Agua (60:40) 99,31 | 100,79 | 99,25 | 100,38 | 0,04 | 0,28
ACN: Agua (70:30) 99,33 | 100,85 | 99,30 | 100,72 | 0,02 | 0,09
ACN: Agua (50:50) 99,46 | 100,47 | 99,35 | 100,80 | 0,07 | 0,23
Coluna Lichrospher150/4,6mm | 99,53 | 100,90 | 99,42 | 100,70 | 0,07 | 0,14
Temp. 45T 99,56 | 100,49 | 99,92 | 100,62 | 0,25 | 0,09

Como pode ser observado o desvio padrdo entre os resultados € pequeno e a

variagdo do doseamento é 100 * 1%, desta forma o método pode ser considerado

robusto.

Aplicando-se o teste ANOVA (LAPPONI, 2005) para comparacao de médias ndo

se pode afirmar que h& diferenca estatistica entre as condi¢des variadas a nivel de

confianga de 95%.
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5. Ensaio para Limite de Quantificacdo e Detecgao

Como resultado do ensaio para limite de Quantificacdo e Deteccao, tanto pelo
método matematico quanto pelo método experimental temos o disposto na tabela
12.

Tabela 12 - Resultados do limite de Quantificacéo e Deteccdo em pug/mL pelo método matematico

e experimental

Limites Etinilestradiol | Gestodeno
- Matematico 0,036 0,009
Quantificagéao :
Experimental 0,020 0,008
Matematico 0,012 0,003
Deteccao :
Experimental 0,004 0,002

Como pode ser observado o método experimental apresentou resultados
menores para ambos ativos em relacdo ao método matematico.

Para o valor de limite de quantificacdo decidiu-se considerar o resultado
obtido pelo método experimental, logo se tem LQ de 0,020 pg/mL e 0,008 pg/mL
para etinilestradiol e gestodeno, respectivamente.

Sendo ambos LQs menores que os limites de residuo aceitavel determinado
no item 5.2.3, o método pode ser utilizado para determinacdo de residuos na

validagéo de limpeza.
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v. Estabelecimento de parametros adequados para ensaio de

recuperacao de ativo

1. Determinacéo do procedimento de amostragem

O procedimento de amostragem escolhido foi o de “swab” por apresentar a
vantagem de ir a pontos de dificil limpeza direcionalmente, sem diluir a quantidade
de ativo presente exatamente naquele ponto, fato que ocorreria com a amostragem
por agua de rinsagem. Além disso, os ativos ndo sao sollveis em agua, logo a
escolha de outro solvente poderia dificultar o procedimento de amostragem (o ativo
é solavel em &lcool, no entanto seu uso como solvente de carreamento de ativo é
dificultada por sua rapida evaporacéo, ja que o volume que entra em contato com a
superficie é essencial para determinacao do ativo naquela superficie).

Além disto, a técnica de “swab” € a mais comumente usada neste tipo de
estudo conforme a literatura cientifica (ALENCAR et al, 2004; ALENCAR et al,

2006a; COUTINHO et al., 2009).

2. Recuperacao de ativo

Para avaliar se um procedimento € eficiente para recuperar o ativo faz-se o
teste denominado Recuperagcdo de ativo. Este teste consiste em propor uma
metodologia para a amostragem da superficie do equipamento e testa-la no
laboratorio analitico para saber se desta forma o ativo consegue ser recuperado.

Com esta finalidade determinou-se a superficie de 10 cm X 10 cm (total de
100 cm?), sendo uma de aco inox 316L para ser similar a superficies com este
material de construgdo presente nos equipamentos e outra de material
emborrachado para ser similar a superficies com este material de construcdo nos

equipamentos.
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Preparou-se uma solugcdo contendo 36,2 pg/mL de Etinilestradiol e
145,0pg/mL de Gestodeno. Colocou-se 1,0 mL desta solugdo em cima de cada
placa, aguardou todo liquido evaporar. A amostragem desta superficie foi realizada
utilizando swab Texwipe TX715(Figura 23). Este foi mergulhado em alcool 96% e
apos um lado de sua ponta foi deslizado firmemente pela superficie conforme passo
A da Figura 24 e ao término disto o outro lado de sua ponta ndo utilizado até entédo

foi deslizado firmemente pela superficie conforme passo B da Figura 24.

Figura 23 — Foto do swab utilizado nas amostragens

Fonte:  http://www.texwipe.com/products/swabs/cleaning-validation.aspx _Acessado __em
06/02/2012 as 22:18

Figura 24 — Modo de amostrar a superficie

Passo A Passo B
—..,_l I ™
Ii—._l ..
F 1
. ) l
. ey < =
15 A

10 cm

10 cm

ApOs este processo o swab foi submerso em 10 mL da fase movel descrita no
item 4.2.4 e levado a sonicacdo por 10 minutos. A solugdo proveniente deste
processo foi colocada em vial e levada ao HPLC para analise conforme metodologia
validada.

Todo este processo foi realizado com 10 superficies de aco inox 316L e 10
superficies emborrachadas a fim de avaliar se este método de amostragem ¢ eficaz

para recuperar o ativo.
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Como resultado da amostragem em superficie em aco inox tem-se a tabela 13
com a porcentagem recuperada em cada “swab” e na tabela 14 o valor que sera
usado para corre¢ao dos resultados encontrados.

Para trabalhar sempre com o pior caso nao se utiliza a média dos resultados,
e sim o menor fator de recuperagédo, por que com isto se garante um resultado de
residuo o maior possivel de ser encontrado.

Alguns trabalhos (ALENCAR et al, 2004) usam fatores de recuperagao
atribuidos conforme o fornecedor para os calculos, porém isto pode sub ou
superestimar os resultados e desta forma ndo hd uma avaliacdo da adequacédo da
metodologia de amostragem proposta a pratica realizada na amostragem.

Tabela 13 — Fator de recuperagédo de ativos em superficie de ago inox

Amostra % Recuperacgao Etinilestradiol | % Recuperacéo Gestodeno
1 90,49 85,05
2 90,45 83,52
3 92,31 84,22
4 92,89 85,13
5 92,12 85,54
6 91,31 84,4
7 90,66 85,22
8 90,61 84,78
9 90,96 85,37
10 91,84 84,12
Desvio Padréao 0,87 0,65

Tabela 14 — Fator de correcao de trabalho em superficies de ago inox

Etinilestradiol | Gestodeno
Fator de correcao 90,45% 83,52%

Como resultado da amostragem em superficie emborrachada tem-se a tabela
15a porcentagem recuperada em cada “swab” e na tabela 16 o valor que sera usado

para correcao dos resultados encontrados.
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Tabela 15 — Fator de recuperacéo de ativos em superficie emborrachada

Amostra % Recuperacdao Etinilestradiol | % Recuperacédo Gestodeno
1 87,49 82,05
2 88,45 81,52
3 88,31 82,22
4 89,89 82,13
5 89,12 81,54
6 87,31 83,4
7 87,66 81,22
8 88,61 83,78
9 89,96 82,37
10 87,84 81,12
Desvio Padrao 0,94 0,88

Tabela 16 — Fator de correcao de trabalho em superficies emborrachada

Etinilestradiol | Gestodeno
Fator de corregao 87,31% 81,12%

Como pode ser observado tanto em superficie de aco inox quanto
emborrachada o os resultados de recuperagdo s&o maiores ou iguais a 75%
garantindo que mais que ¥ de todo residuo de ativo da superficie € recuperado pela
metodologia e no final todo resultado sera corrigido por este fator, a fim de garantir
um resultado o mais proximo da realidade e garantindo uma estimativa sempre para
cima. Os desvios padrdes encontrados também foram menor que 1,00 garantindo
que também néo ha grande dispersao entre os resultados.

Apesar de Milenovic e Todorovic (2009) afirmarem que o ideal € amostrar a
superficie com dois “swabs”, neste trabalho constatou-se que apenas um foi
suficiente para alcancar recuperacao satisfatoria.

Conforme Fekete, Fekete e Ganzler (2009) superficies emborrachadas
apresentam maior dificuldade de remocéo de residuos, o que pode ser confirmado
pelos resultados encontrados neste trabalho. Foi realizado o teste Q para valores

aberrantes nos resultados das tabelas acima n&o havendo algum valor discrepante,
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o Teste de Kolmogorov Smirnov (MOORE, 2005) foi aplicado com nivel de confianca
de 95% e baseado neste ndo se pode afirmar que a distribuicdo ndo € normal. E
finalmente com o objetivo de comparar as médias dos resultados de etinilestradiol e
gestodeno em inox e emborrachado chegou-se a conclusdo que estes sao diferentes
com 95% de confianga, confirmando que superficies emborrachadas possuem

menor recuperacao de ativo que superficies de inox para ambos ativos.

Vi. Acompanhamento do processo de limpeza, inspecao visual,

amostragem e analise das amostras apos limpeza

1. Determinagao dos pontos de amostragem

Os pontos de amostragem foram determinados conforme item 4.2.6.1 e foram
apresentados na forma de album de equipamentos. Cada equipamento foi
fotografado e identificado; cada ponto de amostragem estabelecido também foi
fotografado e identificado a fim de evitar erros durante a amostragem. Construiu-se
também uma tabela onde se determina o critério de selecdo dos pontos para cada
equipamento.

Geralmente os critérios para selecéo de pontos sao:

» Ponto representativo onde se trata de uma superficie lisa;

» Ponto com dificuldade de limpeza, isto € um ponto de dificil acesso na operacao
de limpeza ou que possui superficie que dificulte a remocao de residuos;

* Ponto com acumulo de residuo - locais onde se acumulam espontaneamente
residuos.

Para o equipamento Misturador tem-se a Figura 25 como &lbum de

equipamento e a tabela 17 como critério de selecéo de pontos.
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Figura 25 — Album do Misturador

2 — Canto da Tamba

1 — Tampa (interna)

‘ — Escotilha de saida ‘

5 — Saida (interna)

7 — Suporte externo

Tabela 17 — Critério de sele¢cdo de pontos para Misturador

Pontos de amostragem Critério de selecdo dos pontos
1- Tampa (interna) Ponto representativo
2- Canto da tampa Acumulo de residuo/Dificuldade de Limpeza
3- Gaxeta da tampa Acumulo de residuo/Dificuldade de Limpeza
4- Parede (interna) Ponto representativo
5- Saida (interna) Dificuldade de Limpeza
6- Escotilha de saida Dificuldade de Limpeza
7- Suporte externo Ponto representativo

Para o equipamento Granulador TK-Fielder tem-se a Figura 26 como album
de equipamento e a tabelal8 como critério de selecdo de pontos.



Figura 26 — Album do Granulador TK-Fielder

8 — Gaxeta (interno)
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£ 7 — Saida da cacamba

‘ 9 — Parte interna (saida de pd) ‘

Tabela 18 — Critério de sele¢éo de pontos para Granulador TK-Fielder

Pontos de amostragem

Critério de selecdo dos pontos

1- Tampa (interno)

Ponto representativo

2- Tampa (abertura)

Dificuldade de limpeza

3- Fundo da cacamba

Ponto representativo

4- Hélice do triturador

Ponto representativo

5 — Encaixe superior do triturador

Dificuldade de limpeza

6 - Encaixe inferior do triturador

Dificuldade de limpeza

7 — Saida da cacamba

Dificuldade de limpeza

8 — Gaxeta (interno)

Dificuldade de limpeza

9 — Parte interna (saida)

Dificuldade de limpeza
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Para o equipamento Estufa tem-se a Figura 27 como album de equipamento e
a tabela 19 como critério de seleg¢éo de pontos.

Figura 27 —Album da Estufa

5 — Suporte interno

1e 3 -Centro

2e 4 —Borda

Tabela 19 — Critério de selecéo de pontos para Estufa

Pontos de amostragem Critério de selecdo dos pontos
1- Bandeja direita (centro) Ponto representativo
2- Bandeja direita (borda) Ponto de acimulo de residuo
3- Bandeja esquerda (centro) Ponto representativo
4- Bandeja esquerda (borda) Ponto de acumulo de residuo
5 — Suporte interno Ponto de acumulo de residuo
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Para o equipamento Moinho Comasa tem-se a Figura 28 como album de
equipamento e a tabela 20 como critério de selecdo de pontos.

Figura 28 —Album do Moinho Comasa

B 'Y 3-Descarga
-~ (Parede interna)

4 — Mesa
(Descida interna)

5—Tela 10 x 10 (interno)

6 — Tela 1 mm (interna)
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Figura 28(continuac&o) — Album do Moinho Comasa

7 —Tela 1016 (interno)

8 — Tela 2007 (interna)

9 — Fixador da Tela

Tabela 20 — Critério de selegdo de pontos para Moinho Comasa

Pontos de amostragem

Critério de selecdo dos pontos

1- Funil (interno)

Ponto representativo

2- Hélice

Ponto representativo

3- Descarga (interna)

Ponto representativo

4- Mesa (descida interna)

Ponto representativo

5- Tela 10 x 10 (interna)

Dificuldade de limpeza

6- Tela 1 mm (interna)

Dificuldade de limpeza

7- Tela 1016 (interna)

Dificuldade de limpeza

8- Tela 2007 (interna)

Dificuldade de limpeza

9- Fixador da Tela

Ponto representativo

Para o equipamento Compressora Fette e seu desempoeirador tem-se a

Figura 29 como album de equipamento e a tabela 21 como critério de sele¢édo de

pontos.
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Figura 29 —Album da Compressora Fette e seu desempoeirador
" .

1 - Final da rampa 2 - Rampa

4 - Distribuidor

3 - Calha desempoeirador

5 - Distribuidor Il

6 -Sem fim
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Figura 29 (continuacdo)— Album da Compressora Fette e seu desempoeirador

7 - Aranha

8 - Tampa distribuidor

9 -Vedacao Visor

11 - Vedacgao

12 - Tampa

13 - Conector 1

14 - Conector 2




Figura 29 (continuacdo)— Album da Compressora Fette e seu desempoeirador

17 - Puncéo inferior _.‘

15- Puncaosuperior

16 - Matriz

18 - Platd

Tabela 21— Critério de selecéo de pontos para Compressora Fette e seu desempoeirador

Pontos de amostragem

Critério de selecdo dos pontos

1 - Final da Rampa

Ponto representativo

2 - Rampa

Ponto representativo

3 — Calha Desempoeirador

Ponto representativo

4 - Distribuidor

Dificuldade de limpeza

5 — Distribuidor Il

Dificuldade de limpeza

6 — Sem fim

Dificuldade de limpeza

7 - Aranha

Dificuldade de limpeza

8 — Tampa distribuidor

Dificuldade de limpeza

9 — Vedacao visor

Dificuldade de limpeza

10 — Parede Interna

Ponto representativo

11 - Vedacéo

Dificuldade de limpeza

12 - Tampa

Ponto representativo

13 — Conector 1

Dificuldade de limpeza

14 — Conector 2

Dificuldade de limpeza

15 — Punc¢ao superior

Dificuldade de limpeza

16 - Matriz Dificuldade de limpeza
17 — Puncao inferior Dificuldade de limpeza
18 — Platd Dificuldade de limpeza
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Para o equipamento Blisterizadora tem-se a Figura 30 como album de

equipamento e a tabela 22 como critério de selecdo de pontos.

Figura 30 — Album da Blisterizadora

— Calha Vibratoria

S -
- 3 — Funil Frontal

i 5 - Placa perfurada

6 — Mangueira
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Figura 30 (continuacdo) — Album da Blisterizadora

.

8 — Alimentador

Tabela 22 — Critério de selecéo de pontos para Blisterizadora

Pontos de amostragem Critério de selecdo dos pontos
1- Calha Vibrat6ria Ponto representativo / Dificuldade de Limpeza
2- Funil Ponto representativo
3- Funil Frontal Ponto representativo / Dificuldade de Limpeza
4- Suporte do Funil Ponto representativo
5- Placa perfurada Ponto representativo / Dificuldade de Limpeza
6- Mangueira Dificuldade de Limpeza
7- Coletor de residuos Ponto representativo
8- Alimentador Dificuldade de Limpeza

2. Acompanhamento do processo

O procedimento de limpeza executado por cada operador para cada
equipamento foi acompanhado e avaliado se seguia o Procedimento Operacional
Padrdo. Para todos os equipamentos a execucdo foi conforme para todos os
operadores, passando ao proximo item.

3. Inspecéo Visual

A inspecéo visual foi realizada a fim de observar se havia algum residuo

visivel a olho nu na superficie do equipamento, o0 que j& geraria uma reprovagéo e
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levaria a uma alteragcdo do Procedimento operacional padréo de limpeza daquele
equipamento com inclusdo deste ponto como ponto critico para limpeza. Para todos
0S equipamentos o critério inspecao visual foi conforme, passando para o proximo
item.

4. Amostragem e Andlise das Amostras

A amostragem foi realizada nos pontos determinados no item 5.2.6.1
conforme metodologia testada no item 5.2.5.2 e analisada conforme método
analitico descrito no item 4.2.4 validado conforme item 5.2.4.

Como resultado tem-se as seguintes tabelas:

Tabela 23— Resultados corrigidos das amostragens de todos os pontos de limpezas posteriores a

producéo de 3 lotes do produto pior caso no Misturador

Pontos de amostragem Gestodeno (ug/mL) Etinilestradiol (ug/mL)
Limpeza 1 Limpeza?2 |Limpeza3 |Limpezal Limpeza2 L impeza3

1 — Tampa (interna) 0,039 0,030 0,122 <0,020 <0,020 <0,020
2 — Canto da tampa 0,032 0,028 <0,008 0,080 <0,020 <0,020
3 — Gaxeta da tampa 0,120 0,028 0,128 0,080 <0,020 <0,020
4 — Parede (interna) <0,008 <0,008 0,084 <0,020 <0,020 <0,020
5 — Saida (interna) 0,018 <0,008 0,173 <0,020 0,109 <0,020
6 — Escotilha de saida 0,019 0,009 0,097 <0,020 0,003 <0,020
7 — Suporte externo 0,023 0,009 0,150 <0,020 <0,020 <0,020

Tabela 24 — Resultados corrigidos das amostragens de todos os pontos de limpezas posteriores a

producéo de 3 lotes do produto pior caso no Granulador TK Fielder

Pontos de amostragem Gestodeno (ug/mL) Etinilestradiol (ug/mL)
9 Limpeza 1 Limpeza?2 |Limpeza3 |Limpezal Limpeza2 I impeza3
1 — Tampa (inter no) 0,020 0,034 0,126 <0,020 0,041 <0,020
2 — Tampa (abertura) 0,237 0,212 0,126 0,194 0,023 <0,020
3 — Fundo da cagamba <0,008 <0,008 0,067 <0,020 0,234 <0,020
4 — Hélice do triturador <0,008 0,013 0,082 0,200 0,037 <0,020
5 - Encaixe superior do
triturador <0,008 0,037 0,093 0,243 <0,020 <0,020
6 — Encaixe inferior do
triturador 0,125 0,314 0,084 <0,020 <0,020 <0,020
7 — Saida da cagamba 0,020 0,080 0,084 <0,020 <0,020 <0,020
8 — Gaxeta (interno) 1,792 7,590 - 0,276 1,488 -
9 - Parte Jgtgga (said a 0,025 0,320 0,159 <0,020 0,038 <0,020
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Tabela 25 — Resultados corrigidos das amostragens de todos os pontos de limpezas posteriores a

producéo de 3 lotes do produto pior caso na Estufa

Pontos de amostragem Gestodeno (pg/mL) Etinilestradiol (pg/ mL)
9 Limpeza 1 Limpeza?2 |Limpeza3 |Limpezal Limpeza2 L impeza3
1 - Bandeja Direita
(Centro) 0,078 <0,008 0,022 <0,020 <0,020 <0,020
2 — Bandeja Direita
(Borda) 0,075 <0,008 0,081 <0,020 <0,020 <0,020
3 — Bandeja Esquerda
(Centro) 0,069 <0,008 <0,008 <0,020 <0,020 <0,020
4- Ba“?;é?di‘;'q”erda 0,068 0,034 <0,008 <0,020 <0,020 <0,020
5 — Suporte interno 0,060 0,018 0,024 <0,020 <0,020 <0,020

Tabela 26 — Resultados corrigidos das amostragens de todos os pontos de limpezas posteriores a

producéo de 3 lotes do produto pior caso no Moinho Comasa

Pontos de amostragem Gestodeno (ug/mL) Etinilestradiol (ug/mL)
9 Limpeza 1 Limpeza?2 |Limpeza3 |Limpezal Limpeza2 L impeza3
1 — Funil (interno) <0,008 0,018 <0,008 0,025 <0,020 0,0533
2 — Hélice 0,020 <0,008 <0,008 <0,020 <0,020 0,0417
3 — Descarga(Parede
interna) 0,035 <0,008 <0,008 <0,020 <0,020 0,0425
4 — Mesa (Descida
interna) <0,008 <0,008 <0,008 <0,020 <0,020 0,0296
5-Tela 10 x 10

(interna) <0,008 0,009 <0,008 <0,020 <0,020 0,0446
6 — Tela 1 mm (interna) <0,008 <0,008 <0,008 <0,020 <0,020 0,0433
7 — Tela 1016 (interna) <0,008 <0,008 <0,008 <0,020 <0,020 0,0373
8 — Tela 2007 (interna) <0,008 0,015 <0,008 0,026 <0,020 0,0311
9 — Fixador da Tela 0,020 <0,008 <0,008 <0,020 <0,020 0,0543

Tabela 27 — Resultados corrigidos das amostragens de todos os pontos de limpezas posteriores a

producéo de 3 lotes do produto pior caso na Compressora Fette e seu desempoeirador

Pontos de amostragem Gestodeno (ug/mL) Etinilestradiol (ug/mL)

Limpeza 1 Limpeza?2 |Limpeza3 |Limpezal Limpeza2 I impeza3

1 - Final da Rampa <0,008 0,0506 <0,008 <0,020 <0,020 <0,020

2 - Rampa <0,008 0,0721 0,2815 <0,020 <0,020 <0,020

Desir;p%aeli?g o <0,008 0,0809 0,3474 <0,020 <0,020 <0,020

4 - Distribuidor <0,008 0,2041 0,531 <0,020 <0,020 <0,020

5 — Distribuidor 1l <0,008 0,0866 0,5844 <0,020 <0,020 <0,020

6 — Sem fim <0,008 0,0767 0,3503 <0,020 <0,020 <0,020

7 - Aranha <0,008 0,0806 0,6459 <0,020 <0,020 <0,020

8 — Tampa distribuidor <0,008 0,1556 0,3471 <0,020 <0,020 <0,020

9 — Vedacgdao visor <0,008 0,2263 <0,008 <0,020 <0,020 <0,020

10 — Parede Interna <0,008 0,1039 0,382 <0,020 <0,020 <0,020

11 - Vedagéo <0,008 0,6097 0,7852 <0,020 <0,020 <0,020

12 - Tampa <0,008 0,0534 0,1601 <0,020 <0,020 <0,020

13 — Conector 1 <0,008 0,0993 0,4487 <0,020 <0,020 <0,020

14 — Conector 2 <0,008 0,2036 0,5142 <0,020 <0,020 <0,020

15 — Puncéo superior <0,008 0,1061 <0,008 <0,020 <0,020 <0,020

16 - Matriz <0,008 0,0719 0,2963 <0,020 <0,020 <0,020

17 — Puncao inferior <0,008 0,0737 0,0782 <0,020 <0,020 <0,020

18 — Platd <0,008 0,1112 0,2503 <0,020 <0,020 <0,020
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Tabela 28 — Resultados corrigidos das amostragens de todos os pontos de limpezas posteriores a

producéo de 3 lotes do produto pior caso na Blisterizadora

Pontos de amostragem Gestodeno (pg/mL) Etinilestradiol (ug/mL)
Limpeza 1 Limpeza?2 |Limpeza3 |Limpezal Limpeza2 L impeza3
1 — Calha Vibratéria <0,008 <0,008 0,308 0,042 <0,020 <0,020
2 — Funil 0,066 <0,008 0,163 0,053 <0,020 <0,020
3 — Funil Frontal 0,075 <0,008 0,173 <0,020 <0,020 <0,020
4 — Suporte do Funil 0,057 <0,008 0,132 <0,020 <0,020 <0,020
5 — Placa perfurada 0,071 <0,008 0,303 0,064 <0,020 <0,020
6 — Mangueira 0,318 <0,008 0,423 <0,020 <0,020 <0,020
7 — Coletor de residuos 0,054 <0,008 0,103 <0,020 <0,020 <0,020
8 — Alimentador 0,070 0,067 0,234 <0,020 0,071 <0,020

Como pode ser observado na tabela 24, correspondente aos resultados do
Granulador TK Fielder, ao aplicar-se o teste Q para identificar valores aberrantes
observa-se residuo discrepante dos demais pontos no ponto 9 (Gaxeta).

Conforme Fekete, Fekete e Ganzler (2009) superficies emborrachadas
apresentam maior dificuldade de remocéo de residuos, indicando quando possivel
dedicacgéo destas partes dos equipamentos. Para solucao desta discrepancia optou-
se por incluir no Procedimento Operacional Padrdo o uso de Gaxeta dedicada a
cada produto desta rota, sendo estas distintas pela cor. Com isto estas foram
segregadas em caixas de acondicionamento diferentes, sendo a vermelha para o
produto pior caso, a amarela para um segundo produto da rota e a azul para um
terceiro produto da rota, tudo isto identificado nas caixas de acondicionamento e no
Procedimento Operacional Padrdao de uso e limpeza do Granulador TK Fielder.
Todos os operadores foram treinados na nova versdo do Procedimento Operacional
Padrdo em questdo e obtiveram resultados conformes na execugdo do
procedimento. Os demais equipamentos ndo apresentaram valores aberrantes na
aplicacao do teste Q.

Com isto 0 ponto gaxeta deixa de ser compartilhado entre os produtos, logo
deixa de ser um ponto de possivel contaminacdo cruzada entre estes, logo nao
precisa mais ser amostrado na validacéo fisico-quimica do ativo, com isto a tabela
de pontos amostrados e seus resultados para 3 limpezas apés fabricacdo dos lotes

do produto pior caso estao disponiveis na tabela 29.
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Tabela 29— Resultados das amostragens de todos os pontos de limpezas posteriores a producao de 3

lotes do produto pior caso no Granulador TK Fielder ap6s exclusédo do ponto da Gaxeta

Pontos de amostragem Gestodeno (pg/mL) Etinilestradiol (ug/mL)
Limpeza 1 Limpeza?2 |Limpeza3 |Limpezal Limpeza2 L impeza3

1 — Tampa (interno) 0,020 0,034 0,126 <0,020 0,041 <0,020
2 — Tampa (abertura) 0,237 0,212 0,126 0,194 0,023 <0,020
3 — Fundo da cagam ba <0,008 <0,008 0,067 <0,020 0,234 <0,020
4 — Hélice do triturador <0,008 0,013 0,082 0,200 0,037 <0,020
5 - Encaixe superior do

triturador <0,008 0,037 0,093 0,243 <0,020 <0,020
6 — Encaixe inferior do

triturador 0,125 0,314 0,084 <0,020 <0,020 <0,020
7 — Saida da cagamba 0,020 0,080 0,084 <0,020 <0,020 <0,020
9 - Parte intema (saida 0,025 0,320 0,159 <0,020 0,038 <0,020

de po)

Para avaliar se todos os resultados encontrados nas amostragens
apresentavam distribuicdo normal foi aplicado o Teste de Kolmogorov Smirnov
(MOORE, 2005) com nivel de confianca de 95% e ndo se pode afirmar que a
distribuicdo ndo € normal.

Apés isto foi realizado o teste para determinar o intervalo de confianca
(LAPPONI, 2005) com a=0,05, e todos os intervalos de confianca para gestodeno
encontraram-se abaixo de 14,5ug/mL e para etinilestradiol abaixo de 3,66 pg/mL.

Além deste foi realizado o teste t (LAPPONI, 2005) para uma amostra e se
tem evidencia estatistica que o valor da média dos resultados em todos o0s
equipamentos para gestodeno € menor que 14,5 pg/mL e para etinilestradiol &
menor que 3,66pug/mL com 95% de confianca.

Baseado nos valores encontrados acima e nos testes estatisticos aplicados
pode-se concluir que o0s resultados encontrados estdo abaixo dos limites
especificados para as 3 limpezas em relacdo aos dois ativos. Desta forma os

procedimentos de limpeza dos equipamentos descritos encontram-se validados.
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vii. Analise de impacto da inclusdo de novo produto na rota de
producdo ou inclusao/substituicdo de equipamento diferente na

rota

Na inclusdo de novo produto na rota produtiva a avaliacdo deve ser feita para
ponderar em primeiro lugar se este sera o pior caso em relacdo aos demais. Caso
isto seja realidade a validagdo deve ser novamente realizada. Para isto o ativo
presente no novo produto deve apresentar solubilidade menor que o atual produto
pior caso; nesta situacdo o ativo deve ser igualmente insolivel e em relacdo a
toxicidade deve ser mais téxico que o atual produto pior caso.

Em segundo Ilugar deve ser avaliado se um novo produto ou
substituicdo/inclusdo de novo equipamento reduzira o limite de residuo aceitavel.
Caso isto ocorra a) a validacdo de metodologia analitica deve ser avaliada a fim de
ter um limite de quantificacdo menor do que o novo residuo aceitavel, b) novo teste
de recuperacdo de ativo deve ser realizado para avaliar se alcanga recuperagéo
aceitavel de residuo dispersa em uma superficie e gerar novo fator de correcéo e c)
todos os resultados encontrados na validagdo inicial devem ser novamente
corrigidos pelo novo fator a fim de se avaliar se o “status” validado é mantido com
essa alteracdo ou se nova validacéo deve ser realizada.

Se 0 novo produto possuisse tamanho de lote menor do que o usado no
calculo, este fato levaria a uma reducdo no limite de residuo aceitavel, implicando
em todas as avaliacdes dispostas acima. Muitas vezes vale a pena trabalhar sempre
com o lote do tamanho do usado no calculo ou realizar o calculo com o menor
tamanho de lote possivel baseado na capacidade dos equipamentos, a fim de
abranger qualquer tamanho de lote desejado.

No caso do novo produto possuir peso médio maior do que o utilizado no
calculo também haveria uma reducéo no limite de residuo aceitavel, implicando em
todas as avaliacbes dispostas acima. Pode-se optar por realizar o calculo com o
maior peso médio possivel ou limitar o valor do peso médio do novo produto ao peso
meédio usado no calculo para que nédo haja alteracdo no limite de residuo aceitavel.

Na adicdo de um novo equipamento na rota produtiva, a area total da rota

serd aumentada. Como Resultado tem-se uma reducdo do limite de residuo
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aceitavel, como ja foi discutido anteriormente. Nao h& como impedir que esta
alteracdo nao interfira no limite, o que n&o ocorre com o tamanho de lote e peso
meédio que pode ser remediado e planejado. A reavaliacao dos resultados para todos
0S equipamento pode, entdo, ser realizada, sendo os resultados indicativos de
manutencdo da validacdo ou de uma nova validagdo. No entanto, ha sempre a
certeza de que pelo menos uma validagcdo deve ser realizada para este novo
equipamento, onde serdo determinados seus pontos criticos e amostrados e
confrontados com o limite, a fim de validar o procedimento de limpeza do novo
equipamento da rota.

Para substituicdo de equipamento na rota produtiva deve-se avaliar se a area
deste em contato com o produto € maior do que a do equipamento que este
substituird. Se a area for maior, impactara no limite de residuo aceitavel, reduzindo-
0. Todo raciocino utilizado anteriormente, portanto,deve ser realizado. Caso sua
area seja menor ndo havera impacto sobre o limite, jA que com uma area menor
alcanca-se um limite maior. Na validacéo inicial, contudo, ja foi provado que para um
limite de residuo menor o procedimento de limpeza é eficiente. No entanto ha
sempre a certeza de que pelo menos uma validagdo deve ser realizada para este
equipamento que substituira um outro, ja que seus pontos criticos serdo diferentes, e
devem ser amostrados e confrontados com os limites a fim de validar o

procedimento de limpeza do equipamento que sera substituto na rota.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou uma sistematizagdo para execucao da validacao
de limpeza de rota produtiva de sdlidos hormonais, atendendo a todos 0s requisitos
legais da ANVISA. Os procedimentos de limpeza avaliados garantem seguranca ao
paciente que recebera produto proveniente dessa rota fabril. Desta forma se obtém
um resultado efetivo em uso prético, podendo a sistematizacdo ser usada em outras
rotas de fabricacdo, desde que os passos propostos sejam seguidos ou que tenham
alguma justificativa l6gica para melhoria.

A lista de checagem de itens que devem ser atendidos em um procedimento
de limpeza se apresenta de forma simples, buscando atender neste momento
somente a requisitos dispostos no guia para validacdo de limpeza da ANVISA
(2006). No entanto, ha necessidade de inclusdo de novos itens a fim de melhor
atender a demandas intrinsecas e padrfes de qualidade internos de cada institui¢ao.

Foram analisadas estratégias descritas na literatura para determinagdo do
pior caso. Neste trabalho utilizou-se a solubilidade e toxicidade dos ativos para
padronizacdo do critério de avaliacdo, diferentemente do descrito na literatura que
pondera além destes outros dois fatores empiricos.

A toxicidade do ativo seria mais bem ponderada pelo valor de NOAEL e néo
pelo indice de DLsg, amplamente usado por outros autores. Contudo, devido a
impossibilidade de obtencdo dos valores de NOAEL, a toxicidade foi avaliada pelo
valor de DLsg,

O célculo utilizado para determinacdo de residuo aceitavel do ativo
contaminante pode parecer um pouco obscuro inicialmente, mas possui toda l6gica
quando aplicado a analise de contaminacéo cruzada, tornando o processo simples.
Para facilitar o entendimento do calculo cada componente da formula foi elucidado
isoladamente.

A metodologia analitica para deteccdo de residuo de ativo foi validada e
sistematicamente desafiada a fim de garantir que o limite de quantificacdo seja
menor que o limite de residuo aceitavel na superficie de um equipamento apos uma
limpeza. A metodologia pode ser usada com confianca para esta validacdo de

limpeza.
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Os parametros para o ensaio de recuperacéo de ativo foram determinados e
se demonstraram eficientes. Este é um ponto primordial para correta execucao da
validacéo de limpeza, ja que o método para recuperar o ativo testado no laboratério
deve ser repetido invariavelmente na superficie do equipamento para garantir uma
homogeneidade na forma de amostragem.

O acompanhamento do procedimento de limpeza, a inspecdo visual,
amostragem e analise das amostras apos a limpeza foram realizados trés vezes e
obtiveram desempenho conforme. Durante a execucdo destas etapas foi realizado
um ajuste que nao interferiria na conformidade da validagdo de limpeza, mas por
outro lado, diminuiu um risco potencial de contaminacao cruzada.

Realizou-se a analise de impacto da inclusdo de novo produto ou
inclusdo/substituicdo de equipamento na rota de producdo. Cabe ressaltar que esta
andlise € de suma importancia para uma validacdo de Limpeza, afinal pequenas
mudancgas de produto e/ou equipamento podem tornar uma validagao realizada
anteriormente sem efeito. Para introdu¢cdo de um novo produto deve haver total
coesdo entre o Desenvolvimento de novos produtos, a Producdo e o Sistema da
qualidade a fim de decidir como esta inclusdo sera feita. Tal cuidado minimizaria um
possivel retrabalho de validacéo.

A validagao de limpeza abrange um universo muito maior que somente 0S
residuos de ativos. Esta deve ser aplicada também a residuos de detergentes e
desinfetantes e a microrganismos em geral. No entanto, foi priorizado o residuo de
ativos, ja que estes levariam mais riscos a populacdo por se tratarem de solidos
orais hormonais. No caso de produtos injetaveis, certamente a validacéo de limpeza
microbioldgica seria tdo importante quanto, ou até mesmo mais importante. Logo,
estes outros aspectos da validacdo de limpeza poderdo ser desenvolvidos em
trabalhos futuros.

Os resultados obtidos neste trabalho podem servir de referencial tedrico para
boas praticas em validacdo nas industrias brasileiras, garantindo desta forma

produtos farmacéuticos seguros para a populacao.
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