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Resumo

s

Na industria farmacéutica, a limpeza dos equipamentos e superficies € muito
importante no processo de fabrico/embalagem dos produtos farmacéuticos.
Possiveis residuos contaminantes devem ser removidos dos equipamentos e das
superficies envolvidas no processo. De acordo com as Boas Préticas de Fabrico
(GMP), os procedimentos de limpeza e os métodos analiticos usados para
determinar as quantidades de residuos devem ser validados. O método analitico
combinado com o método de amostragem utilizado na colheita de amostras deve ser

sujeito a um ensaio de “recovery’.

Neste trabalho apresenta-se uma estratégia inovadora para a validacdo de limpeza
de formas farmacéuticas semi-sélidas. Propfe-se 0 uso de um método de
amostragem que consiste na colheita direta de amostra apés o seu fabrico, sendo a
analise de residuos feita directamente nesta amostra.

Os produtos escolhidos para a avaliagdo da estratégia foram dois medicamentos
dermatoldgicos, apresentados na forma de pomada e produzidos numa unidade de
fabrico de varios produtos, pela Schering Plough Farma/ Merck Sharp & Dohme

(Cacém, Portugal).

Como métodos analiticos para a quantificacdo dos residuos, utilizaram-se métodos
validados por via espectrofotométrica (HPLC), usados na analise do produto
acabado. A validacéo de limpeza foi avaliada através da analise de uma quantidade
conhecida de pomada (produto B (*)), usando o método de andlise da pomada
fabricada anteriormente (produto A (*)), de modo a verificar-se a existéncia ou ndo de
agente de limpeza e substancias ativas deixadas apds a limpeza do produto A, e
vice-versa. As concentracfes residuais das substancias ativas e do agente de
limpeza encontradas apds a limpeza foram nulas, ou seja, inferiores ao limite de
detecdo (LOD), sendo que o critério de aceitacdo da limpeza utilizado foi de
6,4 x 10 mg/g para a substancia ativa 1 (*); 1,0 x 102 mg/g para a substancia ativa
2 (*); 1,0 x 10 mg/g para a substancia ativa 3 (*) e de 10 ppm para o agente de

limpeza.

(*) Nota: De modo a garantir a confidencialidade, a designacdo dos produtos, assim como das
respetivas substancias ativas, encontra-se codificada.



No ensaio de ‘recovery”, obtiveram-se resultados acima de 70% para todas as

substancias ativas e para o agente de limpeza nas duas pomadas.

Antes de se proceder a este ensaio de “recovery”, houve a necessidade de ajustar as
condi¢cdes cromatogréaficas dos métodos analiticos de ambos os produtos e do
agente de limpeza, por forma a obter-se valores da conformidade do sistema (fator
de tailling e de resolugdo) de acordo com as especificacoes.

A precisdo dos resultados, reportada como desvio padréo relativo (RSD), deu abaixo
de 2,0%, excepto nos ensaios que envolvem a substéncia ativa 3, cuja especificacdo

€ inferior a 10,0%.
Os resultados obtidos demonstraram que os procedimentos de limpeza usados na

unidade de fabrico em causa sdo eficazes, eliminando assim a existéncia de

contaminacéo cruzada.

Palavras-chave — Validacdo de limpeza; ‘“recovery”, procedimentos de limpeza;

amostragem
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Abstract

In the pharmaceutical industry, the cleaning of equipments and surfaces is very
important in the manufacturing/packaging process of pharmaceuticals products.
Possible contaminant residues must be removed from the equipments and surfaces
involved in the process. In accordance with Good Manufacturing Practices (GMP), the
cleaning procedures and analytical methods used to determine the quantities of
residues should be validated. The analytical method combined with the sampling

used for sampling must be submited to a test of "recovery".

This work presents a innovative strategy for cleaning validation of semi-solid dosage
forms. It is proposed the use of a sampling method that consists of sample collection
directly after its manufacture, and the residues analysis is performed directly in this
sample.

The products chosen for the evaluation of the strategy were two dermatological
drugs, presented in the form of ointment and produced in a unit manufacturing of
various products by Schering Plough Farma / Merck Sharp & Dohme (Cacém,

Portugal).

As analytical methods for the quantification of the residues, were used
spectrophotometrically validated methods (HPLC), used in the analysis of the finished
product. The cleaning validation was assessed by analysis of a known amount of
ointment (product B (*)) using the method of analysis of the ointment made previously
(product A (*)) in order to verify the presence or absence of the cleaning agent and
active substances left after cleaning of the product A, and vice versa. The residual
concentrations of the active substances and of the cleaning agent found after
cleaning was zero, thereby, below the detection limit (LOD), and the criterion for
acceptance of cleaning used was 6,4 x 10 mg / g for the active ingredient 1 (*); 1,0 x
102 mg / g for the active substance 2 (*); 1,0 x 10° mg / g for the active ingredient 3
(*) and 10 ppm for the cleaning agent.

In the test of "recovery" were obtained results over 70% for all the active substances

and for the cleaning agent in the two ointments.

(*) Note: In order to ensure the confidentiality, the designation of the products, as well as the respective
active ingredients is encoded.

VIl



Prior to do this test of "recovery”, it was necessary to adjust the chromatographic
conditions of the methods of analysis of both products and cleaning agent, so as to
obtain values of the system suitability (tailling factor and resolution) in accordance

with specifications.

The accuracy of the results, reported as relative standard deviation (RSD) is below
2,0%, except in assays that involve the active ingredient 3, whose specification is less
than 10,0%.

The results obtained showed that the cleaning procedures used in the manufacturing

unit in question are effective, thereby eliminating the presence of cross-

contamination.

Keywords - Cleaning Validation; “recovery”; cleaning procedures; sampling
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1. Introducéo

1.1 Schering Plough Farma/ Merck Sharp & Dohme (SP/ MSD)

A Schering Plough Farma e a Merck Sharp & Dohme recentemente fundiram-se para
criar uma nova empresa. Hoje, a SP/ MSD é a segunda maior empresa farmacéutica
do mundo, bem como lider global em produtos para a sautde humana e animal.
Ambas as empresas tém mais de 100 anos de histéria de melhorar a vida humana.
A SP/ MSD tém diferentes subsidiarias sendo que uma delas encontra-se sedeada
no Cacém, Portugal. Neste “site”, esta empresa fabrica os seus préprios produtos,
incluindo medicamentos e produtos de cosmética: champds, pomadas, cremes,
comprimidos, gel, lo¢ces e solucdes orais e nasais.

Este local de fabrico neste momento tem cerca de 60 trabalhadores e as principais
areas deste “site” sdo: Unidade da Qualidade, Engenharia e Producéo.

O laborat6rio de controlo de qualidade esta incluido no departamento da Unidade da
Qualidade. Este laboratério esta dividido em trés seccdes diferentes: fisica, quimica e

microbiologia.
Algumas das atividades realizadas no controlo de qualidade (QC) séo:

» Analise de matérias-primas / 4gua / componentes de embalagem;
» Controlo em processo: fabrico e embalagem;

* Analise de produto acabado;

» Estudos de estabilidade;

* Validacbes de limpeza;

* Validag6es de método.

Como todas as empresas farmacéuticas, a SP/ MSD é regida pelas Boas Praticas de
Fabrico (GMP), as quais adoptam uma abordagem holistica para a regulacdo da
producédo e do controlo de qualidade de forma a garantir que o fabrico dos produtos

farmacéuticos seja um processo controlado.



1.2 Introducédo a validacédo de limpeza

Na industria farmacéutica, o conjunto de normas que dita as boas praticas do
processo de producao de medicamentos (GMP), direciona este para a eficacia e
integridade dos mais diversos tipos de tratamentos da saude. Este processo, quando
validado e documentado, apresenta confiabilidade e reprodutividade, estabelecendo-
se um alto padrdo de qualidade na producdo de medicamentos. Dentro deste
processo, destaca-se a validacado dos processos de limpeza, que visa assegurar que
os residuos dos produtos fabricados, residuos do proprio agente de limpeza e
residuos microbioldgicos estejam dentro dos limites aceitaveis, apos a execucao dos
procedimentos de limpeza. Deste modo, garante-se que o préximo produto fabricado
ndo contém nenhuma substancia do produto anterior, isto é, que nao ha

contaminacéo cruzada.

E de salientar, que na validacéo de limpeza, tal como acontece com a validacéo de
outros processos, pode haver mais do que uma forma de o fazer. No final, o objetivo
de qualquer processo de validagéo, é verificar se os dados mostram que o sistema
se encontra consistente conforme o esperado, e se produzem resultados que

estejam conforme as especificacdes pré-determinadas ™.

Dentro de uma industria, validar os processos de limpeza de todos os produtos seria
um processo demorado e inviabilizaria a sua conclusdo de forma eficiente. Sendo
assim, foram definidas algumas estratégias para os agrupar em produtos similares e,
ou, em equipamentos, uma vez que quando o processo de limpeza de um produto
considerado como o ‘pior caso” ou “worst case” estiver validado, considerar-se-a o
processo dos outros produtos também validado.

Um procedimento de limpeza, uma vez validado, assegura a producdo de lotes
uniformes de acordo com as especificacdes requeridas. Permite também, aperfeigoar
0s conhecimentos dos processos produtivos e, desta forma, assegurar que 0s
processos se encontram sob controlo; diminuir o risco de desvio de qualidade e

diminuir o risco de ndo conformidades relativas aos requisitos estabelecidos 2.

Este relatorio, terd como foco a Validagcdo dos Processos de Limpeza, o qual incidira
nos tipos de limpeza, procedimentos de limpeza, inspe¢cdo e métodos de
amostragem, metodologias, critérios de aceitacdo, definicho dos produtos

considerados o ‘pior caso” e documentacdo envolvida neste estudo. Mostrara assim,



uma forma de validar os procedimentos de limpeza dos equipamentos de fabrico e
embalagem na industria farmacéutica, de modo a garantir a realizacdo das boas
praticas de fabrico (GMP) de medicamentos, e consequentemente a saude e bem-
estar do paciente usuario do medicamento &,

A figura apresentada a seguir ilustra 0 modo de proceder numa validagcéo de limpeza
desde que € iniciada até a aprovacao do relatorio de validacao.

Iniciar validacao
de limpeza

h

Elaborar protocolo de
validacio

h

Aprovacéio do
protocolo

v

Colheita das Colheita das amostras
amostras para para Qné!iso_:
analise quimica Microbiolagica

Obtencdo de
resultados analiticos [%

Y

h

Elaboracao do relatdrio de
validacdo

h 4

Aprovacio do relatorio de
validacio

Figura 1: Procedimento a ter na realizagdo de uma validacéo de limpeza

Neste relatorio serd também testada uma nova estratégia para a validacdo de
limpeza dos equipamentos de fabrico de formas farmacéuticas semi-sélidas. Os
produtos escolhidos para a avaliagdo da estratégia sdo dois medicamentos
dermatoldgicos, apresentados na forma de pomada e produzidos numa unidade de

fabrico de varios produtos.

A grande proposta para este trabalho sera o uso de um método de amostragem
inovador, que consiste na colheita direta de amostra apés o seu fabrico, a qual sera

usada na analise de determinagéo dos residuos.



Como métodos analiticos para a quantificacdo dos residuos, utilizar-se-do0 métodos
validados por via espectrofotométrica (HPLC), usados na andlise do produto
acabado.

A validacdo de limpeza serda avaliada através da andlise de uma quantidade
conhecida de pomada, usando o método de andlise da pomada fabricada
anteriormente, de modo a verificar-se a existéncia ou ndo de agente de limpeza e
substancias ativas deixadas apés a limpeza de ambos os produtos.

A validacéo de limpeza realizar-se-a em trés lotes de cada produto.

O método analitico combinado com o método de amostragem utilizado na colheita de
amostras sera sujeito a um ensaio de ‘recovery”, ou seja, serdo determinadas as

percentagens de recuperac¢do de cada residuo contaminante.

Com a estratégia apresentada, o objetivo sera obter evidéncias de que o fabrico dos
medicamentos semi-sélidos numa unidade de fabrico de varios produtos, podera ser
mantido e continuado, sem afetar a integridade dos restantes produtos fabricados

nesta unidade.



2. Desenvolvimento do tema

2.1. Procedimentos de Limpeza dos Equipamentos

De acordo com as boas praticas de fabrico de medicamentos, o fabricante deve fazer
procedimentos escritos de limpeza para todos os equipamentos ou conjunto de
equipamentos, de forma a impedir a contaminacdo cruzada. Sendo este um dos

assuntos considerados mais importantes na indUstria farmacéutica .

Os procedimentos de limpeza devem ser rigorosamente seguidos e desenvolvidos
para todos o0s equipamentos/utensilios que entram em contato direto com os
produtos no processo de fabrico ou embalagem, e também para as pecas que nao
entram em contato direto com o produto, mas que podem comprometer a limpeza

das pecas consideradas criticas.

Existem trés tipos de processos de limpeza que sdo os mais usados na indUstria

farmacéutica, os quais sdo descritos a seguir:

e Limpeza manual
A limpeza manual é aquela que é feita diretamente no equipamento por um operador
treinado, com ferramentas manuais e agentes de limpeza. Este processo de limpeza
deve ser reavaliado com frequéncia, para confirmar que o treino e a pericia do

operador ao realizar a limpeza sado adequados.

e Limpeza semi-automatica
A limpeza semi-automatica € aquela que além da limpeza manual, inclui também
algum controlo automatico. Este sistema requer uma verificagdo determinada com

base na reprodutibilidade do processo ao longo do tempo.

¢ Limpeza automética
A limpeza automatica ndo envolve a presenca direta de pessoas no processo de
limpeza, pois o sistema é programado para um ou varios ciclos de limpeza. Por este
tipo de sistema, a limpeza efetuada é reprodutivel devido & automacdo deste
processo, podendo assim ndo necessitar de uma verificagdo da limpeza continua, se

0 sistema se encontrar projetado, instalado e validado.



Dentro da limpeza automatica, destacam-se dois tipos de limpeza: CIP (Clean in
Place) e COP (Clean out Place).

O termo CIP refere-se a um sistema de limpeza totalmente automatizado, que
consiste num sistema de recirculagdo com varios tanques, bombas e um sistema de
tubulacdes que fornece a solugdo de limpeza aos equipamentos, o qual retorna ao
tanque por recirculagdo. O termo COP refere-se a limpeza também automética, mas

numa sala de lavagens 2.

O processo de limpeza manual deve ser reavaliado em intervalos de tempo mais

frequentes do que o processo CIP, por exemplo ¥,

Os procedimentos de limpeza devem ser suficientemente detalhados para permitir
gue os operadores limpem cada tipo de equipamento de uma forma reprodutivel e

eficaz. Estes procedimentos devem incluir:

» Atribuicdo das responsabilidades pela limpeza dos equipamentos;

» Uma descricdo completa dos métodos e materiais de lavagem, incluindo a
diluicdo do detergente de limpeza usado para limpar os equipamentos;

* Pontos criticos a considerar na lavagem e posterior inspec¢ao;

* Quando necessario, devem ser incluidas as instru¢gdes para a desmontagem
e montagem das pecas e do equipamento para garantir uma limpeza
adequada;

*» Solugdes desinfetantes usadas na higienizagdo dos equipamentos;

* Instrucdes para a remogao ou obliteragdo da identificacdo do lote anterior;
* Instrucdes para a protecao dos equipamentos limpos de modo a evitar a
contaminacéo antes da sua utilizacao;

* Verificagao da limpeza dos equipamentos imediatamente antes da sua
utilizacgéo;

* Estabelecer o tempo maximo que pode decorrer entre a concluséo da

limpeza do equipamento e a data de uso, quando for o caso .

Os equipamentos e utensilios devem ser limpos, secos, armazenados e, quando
apropriado, sanitizados ou esterilizados para evitar a contaminagédo do material que
alteraria a qualidade do préximo produto a fabricar ou embalar, conduzindo-o para
valores que ficariam fora das especificagcdes estabelecidas.

O processo de limpeza ndo deve sofrer atrasos porque o procedimento de limpeza

podera ndo ser adequado nesta condigcéo, pois os produtos residuais poderdo secar
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tornando a limpeza mais dificil. O ideal sera limpar, logo ap6s a conclusédo de um
processo de fabrico ou de embalagem.

Posteriormente, antes da reutilizacdo dos equipamentos/utensilios, deve-se verificar
se se encontram dentro do prazo de limpeza estipulado. Geralmente, este prazo
podera ser de 7 dias para os equipamentos e de 15 dias para os utensilios. Caso se
verifique que o prazo de limpeza foi ultrapassado, 0 material ter4 que ser novamente

limpo antes da sua utilizagao.

Quando o equipamento é usado na producao ou embalagem de lotes em campanha
deve ser limpo em intervalos apropriados para evitar a acumulacdo e posterior
transicdo de contaminantes (por exemplo, de degradantes ou microorganismos

objecionéaveis).

Aquando a realizagdo de um procedimento de limpeza, devem ser consideradas as
caracteristicas das matérias-primas, pois 0s materiais poderdo comportar-se de
forma diferente quando sujeitos a sua limpeza. Por vezes, resolve-se este problema
dedicando o0s equipamentos, utensilios ou linhas a produtos especificos ou ao

mesmo tipo de produtos.

Um procedimento de limpeza necessita de ser validado apenas uma vez, no entanto
se houver uma mudanc¢a no equipamento, no detergente de limpeza, no processo de
fabrico ou uma alteragcdo no procedimento de limpeza, é necessario fazer uma
revalidacao.

Apés a validacdo do procedimento de limpeza, se 0s resultados obtidos se
encontrarem de acordo com as especificacbes pré determinadas, 0 processo de
limpeza fica validado. Deste modo, a limpeza deve ser feita de acordo com este
procedimento validado. Se pelo contrario, os resultados ndo forem satisfatorios,
deverdo ser avaliadas as medidas corretivas de modo a proceder-se aos ajustes
considerados necessarios ao procedimento de limpeza. A eficacia do procedimento
de limpeza, a ‘performance” do operador, € 0 equipamento envolvido sao
reapreciados para optimizar o processo de limpeza. Ajustes / alteragbes ao
procedimento de limpeza, tais como detergentes, temperatura da lavagem,
passagens, mudancga no processo de desmontar o equipamento e, ou, hovo treino do
operador sdo implementados antes de uma nova validagdo. Esta avaliacdo e
possiveis ajustes e alteracdes sao realizadas pela Producao.

A figura seguinte ilustra o procedimento a ter aquando a validacdo de um

procedimento de limpeza.



Equipamento

Procedimento de

Y

limpeza <

Produto

\ 4

2| Validag&o de limpeza Alteragdes

OK?

Sim

4 Execucao do
procedimento de

limpeza

Figura 2: Modo de proceder aquando a validagdo de limpeza do equipamento

Depois da validacdo, os procedimentos de limpeza devem ser monitorizados em
intervalos apropriados, para garantir qgue estes procedimentos sao eficazes quando
usados durante a producdo de rotina. A limpeza dos equipamentos pode ser
monitorizada através de testes analiticos e de inspec¢éo visual, sempre que possivel.
Ainspecdo visual pode permitir a detecdo de contaminacdo concentrada em

pequenas areas que poderia passar despercebida por amostragem e / ou analise.



2.2. Escolhado produto considerado o “Pior Caso” de limpeza

Os processos farmacéuticos, por vezes utilizam a mesma unidade de fabrico e linha
de embalagem para a producdo/embalagem de varios medicamentos. Nestas
unidades deve-se assegurar que os residuos do produto recém-fabricado, apos a
limpeza dos equipamentos, ndo contaminem o produto seguinte. Este é um requisito
imprescindivel das boas préaticas de fabrico de medicamentos, e a validacdo de
limpeza dos equipamentos a garantia da auséncia de contaminacao cruzada .

Perante o vultuoso trabalho de se validar a limpeza de todos os processos de
fabrico/lembalagem, passou-se a admitir a escolha de um produto, chamado de “pior
caso” ou ‘worst case” para representar a limpeza de todos os equipamentos da
mesma unidade de trabalho. E neste caso, assume-se que todos os produtos da
mesma unidade de trabalho estdo validados, aquando a aprovacéo da validacéo de

limpeza para o “pior caso”.

A abordagem adotada foi a de agrupar os produtos fabricados/embalados nas
mesmas unidades de trabalho, pois estes produtos apresentam semelhancas que
poderdo ser fisicas, de formulacdo, na quantidade e modo de utilizacdo pelo
consumidor, no tamanho do lote, entre outras. E posteriormente foi escolhido o
produto ‘pior caso”, representante de varios produtos, que sera o que apresenta as
caracteristicas mais criticas em relacdo aos outros, e 0o que sera sujeito a validagao

dos procedimentos de limpeza .
Uma estratégia possivel para a escolha dos produtos ‘pior caso”, sujeitos a validacao
de limpeza, no caso de unidades de fabrico e embalagem com vérios produtos,

baseia-se na seguinte avaliacao:

e Substancia ativa considerada o “pior caso” em termos de toxicidade

O produto ‘pior caso” é determinado baseado na toxicidade da substéncia ativa.

e Substancia ativa considerada o “pior caso” em termos de solubilidade

O produto ‘“pior caso” é determinado baseado na solubilidade da substancia ativa.

e Produto considerado o “pior caso” de limpeza baseado na experiéncia do

operador
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O produto ‘“pior caso” é determinado baseado na experiéncia do operador com 0s
procedimentos de limpeza. A experiéncia do operador é muito valiosa, deste modo
deve ser feita uma pesquisa junto de todos os operadores acerca dos produtos que

consideram mais dificeis de limpar.

o Duracdo da campanha
O produto “pior caso” é determinado baseado na duracao da campanha.

e Formas farmacéuticas dos produtos
Por exemplo, os comprimidos revestidos por uma pelicula, e as capsulas geralmente
ndo sao considerados produtos dificeis de limpar numa linha de embalagem,
engquanto os comprimidos néo revestidos sujam mais o equipamento, devendo ser

considerados o ‘pior caso” de limpeza.

Feita esta avaliacdo, os produtos “pior caso” séo identificados por unidade de

trabalho. Como exemplo apresenta-se a seguinte tabela:

Tabela 1: Produto “pior caso” de limpeza na unidade de trabalho 1 de embalagem de varios produtos

Unidade de Produto Pior Caso

Trabalho 1

Produto A

Produto B

Produto C

Produto D Produto B

Produto E

Produto F

Produto G

Posteriormente, foi considerada uma nova abordagem para a escolha do produto

‘pior caso” para as unidades de fabrico de varios produtos, uma vez que se percebeu
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gue o produto escolhido como o “pior caso”, nem sempre era o mais dificil de limpar
em todos 0s equipamentos constituintes da mesma unidade de fabrico. Por outro
lado, também nao significava que eram usados todos 0s equipamentos dessa
unidade para o seu fabrico, correndo-se o risco de nédo validar os procedimentos de
limpeza de todos os equipamentos. E também se verificou que os equipamentos
dedicados ao fabrico de determinados produtos ndo seriam sujeitos a validagdo dos
seus procedimentos de limpeza. Daqui, resultou a necessidade de realizar a
avaliacao descrita atras para a escolha do produto “pior caso”, por unidade de fabrico

e por equipamento constituinte dessa unidade.

A titulo de exemplo, mostra-se uma tabela obtida apds a avaliagdo dos produtos “pior

caso” de uma unidade de fabrico.

Tabela 2: Produtos “pior caso” de limpeza na unidade de trabalho 1 de fabrico de varios produtos

Produto Equipamento

Produto A Hamilton 100 Agitador Bomba
Produto B Hamilton 100 Homogeneizador Depésito 50 L Bomba
Produto C Hamilton 100 Agitador Depdsito 50 L

Produto D Hamilton 100 Agitador Bomba
Produto E Hamilton 100 Agitador Depdsito 50 L

Produto F Hamilton 100 Agitador

Pior Caso Produto A Produto A Produto B Produto B Produto B




Tendo como base determinados critérios, tais como a experiéncia dos operadores e
a grandeza de lote o Fabrico e a Embalagem elaboraram uma lista que agrupa os
produtos por WC (Work Center), por equipamento e que define para cada um dos

work centers / equipamentos qual o produto “worst case”.

O objectivo € identificar o produto “pior caso” por unidade de trabalho da embalagem

e o produto “pior caso” para cada equipamento, por WC, do fabrico.

Os produtos foram agrupados por WC (fabrico e embalagem) e sera considerado o
“worst case” por WC para a embalagem. No caso do fabrico sera considerado o

“‘worst case” por equipamento de cada WC.

Foi pedido ao Fabrico e a Embalagem para elaborar uma lista de produtos/
equipamento por WC e posteriormente escolher o “worst case” tendo em atencéo a
grandeza de lote, a dificuldade em limpar o equipamento apdés fabrico/embalagem de

determinado produto e principalmente a experiéncia dos operadores.

Através de critérios previamente seleccionados, grandeza de lote e experiéncia dos
operadores, foi elaborado pelo Fabrico e pela Embalagem a lista de produtos por WC
e foi seleccionado o “worst case” por WC para a embalagem e o “worst case”, por

equipamento, por WC para o fabrico.

Tendo como base determinados critérios, tais como a experiéncia dos operadores e
a grandeza de lote o Fabrico e a Embalagem elaboraram uma lista que agrupa os
produtos por WC, por equipamento e que define para cada um dos work centers /

equipamentos qual o produto “worst case”.

Ao validar o produto “worst case” os produtos do mesmo WC serao

automaticamente considerados validados.
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2.3. Documentacao

Protocolo de Validagdo de Limpeza

No protocolo de validacdo de limpeza devem ser definidas todas as atividades que
irdo constituir o estudo da validacdo de limpeza. O protocolo deve ser elaborado
antes do inicio do estudo e deve incluir os seguintes pontos:

e Pessoas responsaveis pela preparacao, verificacdo e aprovacao do protocolo;

e indice;

e Introducéo e objetivo do estudo da validacéao de limpeza a efectuar;

e Descricdo dos documentos de referéncia;

e Lista do equipamento envolvido, incluindo equipamento de suporte;

¢ Referéncia aos procedimentos de limpeza de cada pec¢a do equipamento;

e Produtos contaminantes a serem monitorizados;

e Métodos de amostragem;

¢ Plano de amostragem, identificando as pecas do equipamento, a localizacéo
exata dos pontos de colheita e a quantidade de amostra (area) a colher;

e Métodos de analise, incluindo os dos estudos de recuperacao, se aplicavel;

e Limites e critérios de aceitacao;

e Anexos (procedimentos de limpeza e a amostragem dos equipamentos).

Apoés a sua execucdo, deve ser verificado e aprovado antes de iniciar o estudo da
validacdo de limpeza. Posteriormente o departamento do fabrico/embalagem deve
ser notificado, ap6s a selecéo dos lotes de produto sujeitos a amostragem. Depois da
execucao do processo de limpeza, proceder a inspecéo visual e documenta-la de
acordo com o protocolo de validagcdo. Colher as amostras requeridas pelo protocolo e
proceder a sua andlise. Apos a obtencéo e verificagdo dos resultados, elaborar o

relatério de validacéo de limpeza.

Relatorio de Validagcédo de Limpeza

O relatorio de validacdo de limpeza deve fazer referéncia ao protocolo, ao nimero
dos lotes de produto que foram sujeitos a validagéo, e ser elaborado contemplando
os resultados obtidos, (incluindo a comparagdo com os critérios de aceitagéo),
desvios, conclusbées e mudangas. Qualquer desvio ao protocolo de validagdo deve

ser documentado e justificado.
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O processo de validagéo é satisfatorio quando os resultados sao aceitaveis. Caso
contrério, deve-se analisar a origem dos desvios encontrados e determinar as
alteracdes necessarias, até que o0 mesmo apresente resultados aceitaveis.

O relatorio de validagao de limpeza deve incluir os seguintes pontos:

e Pessoas responsaveis pela preparacao, verificacdo e aprovacao do relatorio;

e indice;

e Introducdo e objetivo do estudo da validacdo de limpeza efectuado;

e Descri¢cdo dos documentos de referéncia;

e Métodos de colheita das amostras;

e Descricdo dos métodos de andlise, incluindo os do estudo de recuperacao, se
aplicavel, e referenciar quais sao os limites de quantificacdo desses métodos;

e Identificacdo das pessoas que efetuaram a limpeza dos equipamentos e a
colheita das amostras; e datas em que se realizaram a limpeza dos
equipamentos e a colheita das amostras;

e Andlise e apresentacdo dos resultados, comparando-0os com 0s critérios de
aceitacao pré-determinados no protocolo, incluindo os resultados dos estudos
de recuperacdo dos contaminantes;

e Desvios ao protocolo de validacao de limpeza;

e Conclusdes acerca do estudo da validacdo de limpeza indicando que os
procedimentos de limpeza foram validados com sucesso, se for 0 caso;

e Anexos (relatérios dos testes analiticos).

Por fim, o relatério deve ser verificado e aprovado, e consideram-se 0s

procedimentos de limpeza validados.

2.4. Métodos de Amostragem e Inspecéao

A presenca de residuos e contamina¢des microbianas pode afetar negativamente a
gualidade dos produtos farmacéuticos. Para evitar as consequéncias potencialmente
graves da contaminacdo cruzada dos produtos, os procedimentos de limpeza tém
gue ser validados. Com o objetivo de avaliar o método de limpeza, é necessario fazer
uma amostragem do produto nas superficies de contato com o0s equipamentos e
determinar o nivel de residuos presentes. A escolha dos métodos de amostragem

depender4d da natureza dos residuos e da conceg¢do dos equipamentos de
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fabrico/embalagem. E efetuado um plano de amostragem onde se definem os locais
e métodos de amostragem, e o numero de amostras por local amostrado,
necessarias para serem representativas de todo o equipamento.

Os locais selecionados para a colheita de amostras, num determinado equipamento,
devem ser representativos das areas mais dificeis de limpar, ou seja, onde os
residuos de produto possam existir, caso ndo tenha havido uma limpeza adequada
(21

Os métodos de amostragem, das superficies de equipamentos, considerados

aceitaveis sdo dois, o método do “swab” e o método da agua de lavagem.

O método do “swab” é uma técnica muito utilizada na amostragem direta das
superficies dos equipamentos. E usado para determinar uma quantidade de produto,
diretamente em contacto com a superficie do equipamento. E util para superficies
multifacetadas e dificeis de desmontar, por exemplo, moinhos, homogeneizadores e
maquinas de comprimir. Além disso, os residuos que sao secos ou insolluveis podem
ser diretamente colhidos por este método. Este método também é usado noutros
contextos, por exemplo na efectividade da limpeza das superficies nos hospitais .
Os “swabs” sdo saturados com o solvente adequado ao ativo em causa, solvente que
pode ser agua destilada para ativos solUveis em solventes inorganicos, etanol ou
metanol, para os ativos sollveis em solventes organicos. Desta forma, obtém-se uma
boa solubilizacéo e remocéo fisica dos residuos superficiais.

A escolha do “swab” € muito importante, na medida em que a capacidade de
recuperacao dos residuos pode ser afetada. A titulo de exemplo, foram obtidas
percentagens de recuperacdo do agente ativo de limpeza dos equipamentos, na
ordem dos 13 e 70% com “swabs” diferentes.

Este método de amostragem é escolhido quando os locais a amostrar sdo de facil

acesso.

Os movimentos a executar com o0 “swab” nesta técnica de amostragem, devem

seguir o seguinte procedimento (ver a figura 3) (adaptado de ®):

1. Executar o movimento com o “swab” da direita para a esquerda (Step 1)

2. Executar o movimento com o “swab” de cima para baixo (Step 2)
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STEP 1 STEP 2

SWAB 1

v

TOP TO BOTTOM AEVERSE SWAB HEAD LEFT TO RIGHT

Figura 3: Procedimento a ter com o “swab” aquando a colheita, no método do “swab”

O método das aguas de lavagem dos equipamentos é uma técnica de amostragem
usada como complemento do método do “swab”, uma vez que € especialmente Util
guando os locais a amostrar sao inacessiveis.

Este método permite a amostragem de uma area grande da superficie do
equipamento.

A desvantagem desta técnica é que o residuo contaminante pode nado ser solavel no
solvente de lavagem, requerendo atencdo para a sua escolha apenas quando

conhecida a sua solubilidade.

Um plano de amostragem adequado, deve incluir trés diferentes tipos de inspecao ao

processo de limpeza dos equipamentos de fabrico/ embalagem:

Inspecdo Visual

Todo o equipamento tem que ser inspecionado visualmente, para detetar eventuais
vestigios de produto seco ou detergentes, devendo ser dada especial atencdo aos

pontos dificeis de limpar.

Inspecado Quimica

O equipamento que passou ha inspecao visual, € testado quimicamente, no que se
refere a residuos. O ideal é usar os dois métodos de amostragem descritos atras,

atendendo a que a utilizagdo de um método isoladamente apresenta desvantagens.

A colheita direta, efetuada através do método do “swab”, pode originar uma
guantidade tdo pequena de residuo, que os resultados nao séo representativos. Por
outro lado, a colheita feita através das aguas de lavagem, pode ocultar algum

residuo, e a amostra ndo ser representativa do sistema.
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Inspecédo Microbioldgica

A inspecao microbioldgica ndo é necesséria para os processos de limpeza que ndo
utilizam agua. Esta € apenas requerida para os processos de limpeza que utilizam
agua ou agua/mistura de solventes e que podem ser potencialmente responsaveis
pela introducéo e/ou facilitar a proliferacdo de microorganismos. O equipamento, que
devido ao seu “design” é suscetivel de conservar/ estagnar alguma agua €

obrigatoriamente submetido a validagdo de limpeza.

A pesquisa de agentes microbianos, nas superficies do equipamento, € feita usando
“swabs” ou placas de contacto “Rodac”. Para testar as superficies de dificil acesso,

pode ser usado o método da agua de lavagem como técnica de amostragem.

De modo a garantir que os procedimentos de limpeza sao robustos e reprodutiveis, a
inspecdo visual, quimica e microbioldgica deve ser efetuada em pelo menos trés

lotes do produto sujeito a validacao de limpeza.

Os locais selecionados para a colheita de amostras, num determinado equipamento,
devem ser representativos das areas mais dificeis de limpar, ou seja, onde os

residuos de produto possam existir, caso ndo tenha havido uma limpeza adequada.

2.5. Detergente

Se fizer parte integrante do procedimento de limpeza, o uso de detergente na
lavagem dos equipamentos que estiveram em contato com o produto, a eficicia dos
procedimentos de limpeza deve ser avaliada quanto a remocdo de residuos de
detergente. Ou seja, deve ser demonstrado que o agente de limpeza é removido da
superficie dos equipamentos. Como tal, deve ser conhecida a composi¢do do
detergente por forma a identificar 0 agente ativo que sera sujeito ao estudo da

validacdo de limpeza 1%,
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2.6. Métodos Analiticos

Na validacdo de limpeza, o método analitico a utilizar para a pesquisa de ativo, é
derivado do método analitico usado para dosear o0 mesmo ativo no produto acabado.
Contudo, podem ser necessarias alteracdes derivadas ao facto de haver fatores de
interferéncia relacionados com a existéncia de agente de limpeza ou com o método

de amostragem.

Quando se inicia a validacdo de limpeza, os métodos analiticos devem estar
validados, uma vez que, validados, tém maior sensibilidade para detetar residuos ou
contaminantes (incluindo detergentes) °. O limite de detecdo do método analitico,
deve ser suficientemente sensivel para detetar o nivel aceitavel estabelecido de
residuo ou contaminante .

[11]

Para a validacdo de métodos analiticos estdo estabelecidas normas na Europa ",

nos EUA ™ e também principios globalmente aceites ™,

Se ndo for detetada contaminacéo residual, ndo significa que néo exista. Significa
apenas que o nivel de contaminante maior que o limite de detecdo do método

analitico, ndo esta presente na amostra ™.

O doseamento deve ser efetuado usando um padrao com a concentracao respeitante
ao limite de quantificacdo determinado para o ativo na validacdo do método, e deve
ser efetuado um branco (controlo negativo) com o solvente, para demonstrar que

este ndo contaminara a amostra.

Ensaio de “Recovery”

A validacdo do método analitico e a determinagdo do fator de recuperacdo para
determinada superficie dos equipamentos sdo passos muito importantes num
processo de validagdo de limpeza.

O método analitico deve ser assim testado quando combinado com o método de
amostragem usado na colheita de amostras, para mostrar que 0s contaminantes
podem ser recuperados a partir da superficie dos equipamentos, e a que nivel, ou
seja, a percentagem de recuperacdo. Esta determinagdo € necessaria ser efetuada,
antes que qualquer conclusdo seja feita com base nos resultados da amostra. A
obtencdo de um resultado negativo podera ser a consequéncia de uma técnica de

amostragem pobre 4,
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O estudo de ‘“recovery” serve assim para validar a metodologia de amostragem
usada na colheita de amostras, e o fator de recuperacgéo obtido, é o parametro que
avalia e quantifica a eficacia da recuperacdo de contaminantes do processo de
amostragem em causa. O calculo do fator de recuperacado deve ser realizado tendo
em conta o0s seguintes aspetos:

-O equipamento a testar

-Tipo de material

-Técnica de recuperacao do residuo

O fator de recuperacdo tem de ser determinado para cada tipo de material da
superficie dos equipamentos. Os materiais similares podem ser agrupados, e
determinar-se um Unico fator de recuperacdo para a superficie representante do

grupo 1,

Tal como referido atrds, no estudo de ‘recovery” é necessario determinar a
percentagem de residuo contaminante que é removido do equipamento, usando por
exemplo a técnica de amostragem do “swab”. Deste modo, uma quantidade
conhecida de residuo é colocada sobre uma determinada area de superficie do
material pretendido, e deixa-se secar. Posteriormente com o “swab” humedecido no
solvente adequado é feita a colheita da amostra. O “swab” é colocado dentro de um
tubo de “nessler”, é adicionado diluente e procede-se a agitacdo ou aquecimento
para extrair o residuo do “swab”. A amostra é doseada usando o método analitico
validado utilizado para a pesquisa do residuo contaminante da superficie dos
equipamentos. O padrdo a usar deve ter uma concentracdo na gama do limite de

guantificacao.

Para que se considere a técnica de amostragem adequada, esta determinagdo
devera ser feita em triplicado, se o resultado obtido for inferior a 70% da quantidade
tedrica, sendo considerado para resultado final de “recovery” a média dos trés. Caso
se obtenha um valor superior a 70%, sera considerado somente este resultado como
fator de recuperacao.

O fator de recuperagéo obtido sera usado no célculo da concentragdo do residuo

obtido das amostras resultantes da amostragem do equipamento.

O padrédo a usar deve ter uma concentracdo na gama do limite de quantificacéo, o
mesmo usado na andlise das amostras colhidas no equipamento. Quando nao é

possivel usar padrdes na gama do limite de quantificacdo utiliza-se uma
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concentracdo superior. Um “recovery” ideal sera de 100%, mas como se trabalha
numa gama de concentragbes muito pequenas esse valor nunca é atingido. Na
pratica quando o valor obtido é inferior a 70%, s@o efectuados pelo menos trés

ensaios sendo considerado para resultado final de “recovery” a média dos trés.

Deve proceder-se de acordo com 0 seguinte esquema representado pela figura 4
(adaptado de 1¥):

STOCK
SOLUTION

COUPON \/

STANDARD
SWAB SAMPLE SOLUTION
SOLUTION, 10 mi

Figura 4: Modo de proceder aquando a prepara¢éo das solucfes do ensaio de “recovery”

2.7. Critérios de Aceitacao

A Validacdo de Limpeza deve demonstrar que o procedimento de limpeza remove
residuos da substancia fabricada anteriormente para niveis que sejam aceitaveis, e

gue ndo contribui com materiais residuais para o equipamento em niveis inaceitaveis.

Devido a tecnologia “de ponta”, os métodos analiticos estdo a tornar-se cada vez
mais sensiveis e capazes de determinar niveis muito baixos de residuos. Assim, é
importante estabelecer limites apropriados nos niveis de residuos apds a limpeza
dos equipamentos. Tais limites devem ser praticos, realistas, verificaveis e devem
assegurar que os residuos remanescentes no equipamento ndo fardo com que a

qualidade dos lotes subsequentes seja alterada ™.
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Deste modo, poderéo ser estabelecidos os seguintes critérios de aceitacao:
* O equipamento deve estar visualmente limpo, isento de particulas apds a limpeza;

* Ndo mais do que 10 ppm de qualquer produto pode ser detetado no produto

posteriormente fabricado apds a limpeza ®:

« Com base na dose terapéutica diaria

Qualquer substancia ativa do produto fabricado anteriormente, deve estar presente
num nivel maximo no produto seguinte, calculado de acordo com a equacgéo

seguinte:

TDDantes X MBS
MACO =

SF x TDDdepois

Em que:

MACO - Contaminac¢do Maxima Permitida: montante transferido considerado
aceitavel do produto investigado ("antes")

TDDantes - Dose terapéutica diaria do produto investigado (“antes”) (na mesma
forma de dosagem do TDDgepois)

TDDyepois - DOse terapéutica diaria do produto seguinte (“depois”)

MBS - Tamanho minimo do lote do produto seguinte (“depois”)

SF - Fator de seguranca (hormalmente é usado o valor de 1000 em calculos
baseados no TDD);

* Com base em dados toxicolégicos

Nos casos em gque a dose terapéutica ndo é conhecida (por exemplo nos
detergentes), os dados sobre a toxicidade podem ser utilizados para o calculo de
MACO. E necessario calcular o chamado nimero NOEL (nivel sem efeitos
observaveis) de acordo com a seguinte equacao e usar o resultado na férmula de
calculo de MACO.

LD50 (g/kg) x 70 (kg por pessoa)
NOEL =

2000
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A partir do numero de NOEL, o valor de MACO pode ent&o ser calculado de acordo

com:

NOEL x MBS

MACO =
SF x TDDdepois

Nestas equacdes considerou-se:

MACO - Contaminacdo Méaxima Permitida: montante transferido considerado
aceitavel do produto investigado ("antes")

NOEL — Nivel a que uma substancia ndo tem nenhum efeito farmacologico ou
toxicolégico observavel numa pessoa ou animal

DL50 - Dose letal média de uma substancia

70 - Peso médio de um adulto

2000 - Constante empirica

TDDyepois - Dose terapéutica diaria do produto seguinte (“depois”)

MBS - Tamanho minimo do lote do produto seguinte (“depois”)

SF - Fator de seguranca (normalmente é usado o valor de 1000 em calculos
baseados no TDD)

O fator de seguranca (SF) pode variar dependendo da via de administracéo, por

exemplo, como apresentado a seguir:

Produtos topicos: 1 - 10
Produtos orais: 100 - 1000
Produtos parentais: 1000 - 10 000 1"
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3. Método Experimental

3.1. Objetivo

O objetivo sera obter evidéncias de que os procedimentos de limpeza sao eficazes
na limpeza dos equipamentos de uma unidade de fabrico de varios produtos, ou seja,
gue podera ser mantida e continuada a producdo, sem afetar a integridade dos
restantes produtos fabricados nesta unidade, usando, para tal, um novo método de

amostragem.

3.2. Introducéo

Neste trabalho pretende-se efetuar a validacdo de limpeza de formas farmacéuticas
semi-sélidas fabricadas numa unidade de fabrico de varios produtos. Os produtos
escolhidos para esta validacdo foram dois medicamentos dermatoldgicos,
apresentados na forma de pomada. O produto A que contém duas substancias
ativas, 1 e 2, e o produto B que contém a substancia ativa 3. O produto A é fabricado
na dosagem de 0,64 mg de substancia ativa 1 e de 10 mg de substancia ativa 2 por
grama de pomada. O produto B apresenta uma dosagem de 1 mg de substancia

ativa 3 por grama de pomada.

O método de amostragem usado € inovador, uma vez que consiste na colheita direta
de amostra apos o seu fabrico, verificando a presenca ou ndo do produto fabricado

anteriormente e também do detergente usado na lavagem do equipamento.

Os métodos analiticos utilizados para a quantificacdo dos residuos nos produtos A e
B, foram os métodos usados na andlise do produto acabado, sendo que o método de
analise da pomada fabricada primeiro, foi usado na analise do produto seguinte, de
modo a verificar-se a existéncia ou nao de agente de limpeza (EDTA), e substancias
ativas deixadas apds a limpeza do anterior, e vice-versa.

O padréo de trabalho usado nestes testes foi preparado com uma concentragcdo no

limite de quantificag@o do residuo em causa.

Os valores dos limites de detecdo (LOD) e quantificagdo (LOQ), obtidos aquando a
validagdo dos métodos analiticos, foram de 0,014068 mg/mL e 0,04263 mg/mL para

o EDTA; 2,77 x 10* mg/mL e 8,41 x 10" mg/mL para a substancia ativa 1;
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3x10?mg/mL e 8,993 x 10% mg/mL para a substancia ativa 2 e de 1,25 x 10° e
2,5 x 10”° mg/mL para a substancia ativa 3, respetivamente.

A validacdo de limpeza realizou-se em trés lotes de cada produto, sendo que a
sequéncia de colheita de amostras foi a apresentada na tabela seguinte:

Tabela 3: Amostras colhidas e respetivos lotes usados para a analise de determinag&o de residuos contaminantes
nos produtos A e B

Produto B 1
1 Produto A 2
1 Produto B 3
2 Produto A 4
2 Produto B 5
3 Produto A 6
3 Produto B 7

O método de amostragem combinado com os métodos analiticos usados ha analise
de determinacao de residuos, foi desafiado de modo a determinar a percentagem de
recuperacao de substancia ativa 1, 2 e agente de limpeza (EDTA) no produto B, e de
substéancia ativa 3 e agente de limpeza (EDTA) no produto A.

O padrdo de trabalho e as amostras usadas nestes ensaios de “recovery”

apresentam uma concentragdo na gama do limite de quantificagao.

3.3. Procedimentos de Limpeza dos Equipamentos

A limpeza efetuada aos equipamentos da unidade de fabrico de varias formas
farmacéuticas semi-solidas, sujeita ao estudo de validagéo, € manual.
Terminado o fabrico de um determinado produto, os equipamentos sdo desmontados

por forma as suas pecas serem lavadas.
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As pecas sdo passadas por agua comum quente, de forma a remover a maior
quantidade possivel dos restos de pomada. E adicionada solucdo de detergente, e
manualmente as pecas sdo esfregadas de modo a remover a restante sujidade. Sao
passadas com agua quente comum e posteriormente com agua purificada. Depois
sdo secas com ar comprimido, de maneira a que toda a 4gua residual seja removida.

Por fim as pecas sédo passadas com alcool isopropilico a 70%.

A lavagem das batedoras é executada com a valvula de descarga aberta, as quais se
passam com agua quente comum, de modo a remover-se a maior quantidade
possivel de produto. Com papel de limpeza embebido em &lcool isopropilico a 70%
passam-se todas as superficies do equipamento. E posteriormente, sao lavadas com
papel de limpeza utilizando solucdo de detergente. Sdo passadas com agua quente
comum e posteriormente com agua purificada. Secar e por fim passar com papel de

limpeza embebido em alcool isopropilico a 70%.

A limpeza das bombas consiste primeiro em fazer passar agua quente sob pressao
pelo seu interior, de forma a arrastar a maior quantidade possivel de sujidade
aderida. E depois, voltar a passar com agua comum bem quente até destacar toda a
sujidade nelas contida. Posteriormente as bombas e as mangueiras sdo passadas
com solucdo de detergente no seu interior e exterior, e de seguida passadas com

agua purificada e secas com ar comprimido.

3.4. Métodos Analiticos

3.4.1. Ensaios de “recovery”

Equipamento

Um sistema de HPLC, da marca “Waters”, modelo 2695 da “Alliance”, equipado com
uma bomba quaternaria, um compartimento termostatico para a coluna, um
amostrador automatico e um detetor de UV. E um computador com o “software

Empower Pro” verséo 1.0.

Reagentes

Todos os reagentes usados sdo de grau de pureza p.a. (pro-analysis).
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3.4.1.1. “Recovery” de EDTA nos produtos Ae B

Reagentes

Agua destilada, solucéo de hidréxido de tetra-n-butilaménio 1M e solugéo de sulfato
cuprico a 0,2%, a qual foi preparada através da dissolucao de 3 g de sulfato cuprico
num litro de agua destilada.

Condi¢des cromatograficas

A coluna usada foi uma “Waters yBondapack, C-18", com particulas de 10 um de
diametro; 3,9 mm de diametro interno e 30 cm de comprimento, com uma fase movel
composta por solugdo de hidroxido de tetra-n-butilaménio 1M e agua destilada,
mistura esta ajustada a um pH de 7,5; e metanol (10:910:80 v/v/v).

A razéo de fluxo usada foi de 1,8 mL/minuto e o comprimento de onda de 254 nm.

10 pL foi o volume de injecéo usado e 30°C a temperatura da coluna.

Preparacao da fase moével

A fase movel consistiu em adicionar 10 mL de solu¢do de hidroxido de tetra-n-
butilaménio 1M a 910 mL de agua destilada. De seguida foi ajustada a um pH de 7,5
com acido fosférico, misturada com 80 mL de metanol e desgaseificada num banho

de ultrassons durante 20 minutos.

Preparacao da solucédo padrdo de EDTA

Foram pesadas 150,3 mg de EDTA, cuja pureza é de 99%, que foram transferidas
para um baldo volumétrico de 50 mL. Dissolveu-se e diluiu-se para este volume com
a solucéo de sulfato cuprico a 0,2%.

A concentracéao resultante desta solucdo padrao de EDTA foi de 2,97594 mg/mL.

Preparacao da solugdo amostra

A solugcdo amostra foi preparada através da mistura de 150,2 mg e 150,5 mg de
EDTA com 150,3 mg de produto A e B, respetivamente. Estas misturas foram
dissolvidas em solucdo de sulfato cuprico a 0,2% e diluidas para 50 mL com esta
Gltima.

A guantidade de EDTA que se deveria recuperar no produto A é de 2,97396 mg/mL e
no produto B é de 2,9799 mg/mL.
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Preparacao da solucéo do branco
Pesaram-se 150,5 mg e 150,0 mg de produto A e B, respetivamente, que foram
dissolvidos em solugdo de sulfato cuprico a 0,2% e diluidos para 50 mL da mesma

solucao 12,
3.4.1.2. “Recovery” da substancia ativa 1 e 2 no produto B

Reagentes
Agua destilada, isooctano, acetonitrilo e metanol para HPLC.

Condi¢des cromatograficas

A coluna usada foi uma “Waters uBondapack, C-18”, com particulas de 10 pum de
diametro; 3,9 mm de diametro interno e 30 cm de comprimento, com uma fase movel
composta por solucdo tampéao de fosfato de aménio dibasico (pH a 5,2) e acetonitrilo
(53:47 viv).

A razéo de fluxo usada foi de 2,0 mL/minuto e o comprimento de onda de 254 nm.

15 pL foi o volume de injecéo usado e 30°C a temperatura da coluna.

Preparacao da fase movel

A solucédo tampdao foi preparada com 6,6089 g de fosfato de amédnio dibasico e
diluida para 1000 mL com agua destilada. Posteriormente, foi ajustada a um pH de
5,2 com &cido fosfaérico.

A fase madvel consistiu na mistura de 530 mL de solucdo tamp&o com 470 mL de

acetonitrilo, a qual foi desgaseificada num banho de ultrassons durante 10 minutos.

Preparacao das solucdes padrdo das substancias ativas 1, 2 e final

A solugdo padrédo da substancia ativa 1 foi preparada através da pesagem de
42,2 mg desta substancia, cujo valor de pureza é de 99,3%; a qual foi dissolvida em
metanol e diluida para um volume de 50 mL com o mesmo solvente. De seguida foi

retirado 1 mL desta solucéo que foi diluido para 100 mL com metanol.
A preparagdo da solucdo padrdo da substancia ativa 2 consistiu na pesagem de

45,3 mg desta substancia que apresenta um grau de pureza de 99,8%. Foi dissolvida

em metanol e diluida para 50 mL com o mesmo solvente.
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A solucdo padrao final foi preparada através da mistura de 2 mL de substancia ativa
1, 2 mL de substancia ativa 2, 6 mL de metanol e 10 mL de isooctano. De seguida foi
agitada e a fase inferior foi a usada como solugédo a injetar no cromatografo.

A concentracéo resultante da solucéo padréo final foi de 8,3809 x 10 mg/mL para a
substancia ativa 1 e de 9,04188 x 10 mg/mL para a substancia ativa 2.

Preparacéo das solucdes amostra das substancias ativas 1 e 2
Para a preparacdo da solucdo amostra da substancia ativa 1 misturaram-se 10,2 mg
desta substancia com 11,9362 g de produto B, e adicionou-se a esta mistura 50 mL

de metanol.

Para a preparacao da solu¢cdo amostra da substancia ativa 2 misturaram-se 20,3 mg
desta substancia com 0,2205 g de produto B, e adicionou-se a esta mistura 10 mL de

metanol.

Ambas as solucbes amostra foram aquecidas em banho de agua a 60 °C por
10 minutos, tendo sido agitadas de 3 em 3 minutos. Foram retiradas do banho e
agitadas mecanicamente até atingirem a temperatura ambiente. De seguida,
retiraram-se 5 mL de cada solucdo e adicionaram-se 5 mL de isooctano a ambas as
solucBes, foram agitadas e a fase inferior foi a usada como solu¢éo a injetar no
cromatdgrafo.

A quantidade de substancia ativa 1 e 2 que se deveria recuperar no produto B é de
0,101286 mg/mL e de 1,01297 mg/mL, respetivamente.

Preparacao das solu¢cdes do branco

Pesaram-se 11,9488 g e 0,2253 g de produto B, para a preparacao das solucbes do
branco dos ensaios de ‘recovery” das substancias ativas 1 e 2, respetivamente. A
primeira solu¢éo adicionaram-se 50 mL de metanol e & segunda 10 mL.
Posteriormente, estas solugbes foram tratadas do mesmo modo que as solugdes

amostra.

De forma a identificarem-se os tempos de retencéo dos picos das substancias ativas
1 e 2, e da substancia ativa 3 do produto B, realizou-se um teste de identificacéo
destas substancias, antes de se proceder ao ensaio de ‘“recovery’.

Como tal, utilizaram-se as solugdes padrédo das substancias ativas 1 e 2 descritas

atras, e prepararam-se adicionalmente as seguintes solu¢des padrdo e do branco:
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Preparacéo da solugédo padrdo da substancia ativa 3
A preparacdo da solucdo padrdo da substancia ativa 3 consistiu na pesagem de
9,8 mg desta substancia, a qual foi dissolvida em metanol e diluida para 50 mL com

0 mesmo solvente.

Preparacéo da solucéo padréo final

A solucgado padréo final foi preparada através da mistura de 2 mL de substéncia ativa
1, 2 mL de substancia ativa 2 e 2 mL de substancia ativa 3, 4 mL de metanol e 10 mL
de isooctano. De seguida foi agitada e a fase inferior foi a usada como solucédo a

injetar no cromatografo.

Preparacao da solugcéo do branco

Misturaram-se 5 mL de metanol com 5 mL de isooctano, agitou-se e a fase inferior foi
a usada como solucao a injetar no cromatégrafo.

Foram injectadas individualmente as soluc¢des padrdo das substancias ativas 1, 2 e

3, a solucdo padrao final e a solu¢do do branco.

3.4.1.3. “Recovery” da substancia ativa 3 no produto A

Reagentes

Agua destilada, acido fosférico, tetrahidrofurano e acetonitrilo para HPLC.

Condi¢Bes cromatogréficas

A coluna usada foi uma “Ultrasphere ODS Beckman”, com particulas de 5 um de
didmetro; 4,6 mm de diametro interno e 250 mm de comprimento, com uma fase
movel composta por agua destilada e acetonitrilo nas proporcdes de 55 para 45 (v/v).
A razéo de fluxo usada foi de 1,5 mL/minuto, o comprimento de onda de detecdo UV
de 254 nm e 100 pL o volume de injecdo. A temperatura do forno pode variar entre
20°C - 30°C.

Preparacao da fase movel

A fase movel consistiu em adicionar 1100 mL de agua destilada com 900 mL de

acetonitrilo, a qual foi desgaseificada num banho de ultrassons durante 15 minutos.
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Preparacao da solucéo diluente
Misturaram-se 1000 mL de &gua destilada com 1 mL de acido fosfoérico, e a 650 mL
desta solucéo adicionaram-se 350 mL de acetonitrilo. De seguida foi desgaseificada

num banho de ultrassons durante 15 minutos

Preparacao da solucédo padrdo de substancia ativa 3

Foram pesadas 25,0 mg de substancia ativa 3, cuja pureza é de 99,9%, que foram
transferidas para um baldo volumétrico de 50 mL. Dissolveu-se e diluiu-se para este
volume com tetrahidrofurano. Retiraram-se 10 mL desta solugéo e diluiu-se para 25
mL com o mesmo solvente. A 5 mL da solucdo anterior foram adicionados 5 mL de
tetrahidrofurano e 30 mL de solugéo diluente. Desta solucéo foi retirado 1 mL que foi
diluido para 100 mL com solucéo diluente, e desta foram retirados 10 mL para um
baldo volumétrico de 100 mL, que foi ajustado para este volume com o mesmo
solvente.

A concentracdo resultante desta solugdo padrdo de substancia ativa 3 foi de
2,4975 x 10™ mg/mL.

Preparacado da solucdo amostra

A solucdo amostra foi preparada através da mistura de 20,2 mg de substancia ativa 3
com 20,0417 g de produto A. A esta mistura adicionaram-se 20 mL de
tetrahidrofurano e depois 60 mL de solucdo diluente.

A quantidade de substancia ativa 3 que se deveria recuperar no produto A é de
0,2522475 mg/mL.

Preparacao da solugcéo do branco

Pesaram-se 20,0513 g de produto A, ao qual foram adicionados 20 mL de

tetrahidrofurano seguidos de 60 mL de solugéo diluente.
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3.4.2. Optimizacdo das condi¢des cromatogréaficas dos métodos analiticos

Obtidos os resultados dos ensaios de “recovery” descritos anteriormente, verificou-se
gue havia a necessidade de ajustar as condi¢cBes cromatograficas dos métodos
analiticos do agente de limpeza e de ambos os produtos, por forma a obter-se
valores do fator de tailing e de resolucdo de acordo com as especificacbes
estabelecidas pela FE (Farmacopeia Europeia) ™

= Fator de tailing—0,8a 1,5
= Fator de resolugédo - 21,5

3.4.2.1. “Recovery” de EDTA nos produtos Ae B

Na tabela seguinte apresentam-se as condicbes cromatograficas usadas na
otimizacdo do método analitico e o correspondente fator de tailling obtido nos varios
testes realizados do ensaio de “recovery” de EDTA nos produtos A e B.

As figuras apresentadas ilustram os cromatogramas obtidos para cada teste

realizado.

Tabela 4: Condigdes cromatograficas usadas na otimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” de EDTA

nos produtos A e B

Testes Fluxo Temperatura da Fator de
(mL/min) coluna Tailling
(°C) do padréo
Inicio 18 30 1.2 5
Teste 1 18 33 1,7 6
Teste 2 2,0 33 1,6 7
Teste 3 2,0 31 15 8

Teste 4 2,0 30 1,4 9
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Figura 5: Cromatogramas obtidos de padrao e amostra na optimizacdo do método analitico do ensaio de “recovery”
de EDTA nos produtos A e B (inicio)
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Figura 6: Cromatogramas obtidos de padrao e amostra na optimizacdo do método analitico do ensaio de “recovery”

de EDTA nos produtos A e B (Teste 1)
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Figura 7: Cromatograma obtido do padrdo na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” de EDTA nos
produtos A e B (Teste 2)
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36



Amostra

00

0154

0.1

ELTA- G292

&

-]

0 0] —h

I S T B o S e e e e e e e e e e e e B S S I S B R
zm Lo 600 5o 10.00 1200 H'Wllt@l{"m 1§00 2000 X000 2400 X0 FEOo0 300

Figura 9: Cromatograma obtido de amostra na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” de EDTA
nos produtos A e B (Teste 4)

Da otimizacao efetuada ao método analitico do ensaio de ‘“recovery” de EDTA nos
produtos A e B, pode-se concluir que o fluxo foi o Unico parametro alterado de 1,8
para 2,0 mL/minuto. Esta nova condicdo cromatografica foi assim utilizada no ensaio
de “recovery” de EDTA nos produtos A e B, e nos ensaios de determinacdo da

quantidade de EDTA existente nos produtos A e B da validacéo de limpeza 2%,

3.4.2.2. “Recovery” das substéncias ativas 1 e 2 no produto B

Ensaio de identificacdo das substancias ativas 1,2 e 3

Como referido atrds, antes de se proceder ao ensaio de ‘recovery” da substancia
ativa 1, efetuou-se um ensaio de identificacdo das substancias ativas 1, 2 e 3.

Neste ensaio, a sequéncia de injec¢bes consistiu em uma injeccdo de solugéo
padréo final, uma injec¢éo de cada solucdo padréo das substancias ativas 1, 2 e 3 e

por fim em uma injec¢&o de solugéo do branco.

A figura seguinte apresenta os cromatogramas obtidos para cada uma destas

solugdes.
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Figura 10: Cromatogramas obtidos dos padrdes das substancias ativas 1, 2, e 3, do padréo final e do branco, no

ensaio de identificagdo das mesmas substancias ativas (cont.)
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ensaio de identificagdo das mesmas substancias ativas (cont.)
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Figura 10.b): Cromatogramas obtidos dos padrées das substancias ativas 1, 2, e 3, do padréo final e do branco, no

ensaio de identificacdo das mesmas substancias ativas

Os tempos de retengdo obtidos para os picos das substancias ativas 1, 2 e 3 séo

apresentados por ordem crescente na tabela que se segue.

Tabela 5: Tempos de retencdo das substancias ativas 1, 2 e 3

Tempos de Retencéo Substéancias ativas

11,334 Substancia ativa 1
11,694 Substancia ativa 3
14,068 Substancia ativa 2

Verificou-se que a ordem de saida dos picos das substancias ativas é a apresentada
na tabela anterior, e observado o cromatograma do padrao final, que é necessario
optimizar o método analitico, uma vez que os picos das substancias ativas 1 e 3 se

apresentam sobrepostos.

As condi¢Bes cromatograficas usadas neste ensaio encontram-se descritas na tabela

6 que a seguir se apresenta, como o inicio* da optimiza¢éo do método analitico.
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Optimizacdo do método analitico

Na tabela abaixo apresenta-se as condi¢cdes cromatograficas usadas na otimizagéo
do método analitico do ensaio de “recovery” das substancias ativas 1 e 2 no produto
B. O padréo final, padréo este que contém as trés substancias ativas foi a solugdo
injectada com vista a optimizacdo deste método de analise.

As figuras apresentadas ilustram o0s cromatogramas obtidos para cada teste

realizado.

Tabela 6: Condi¢des cromatograficas usadas na otimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” das

substéncias ativas 1 e 2 no produto B

Testes Fluxo Temperatura da coluna Fase movel N° da figura
(mL/min) (°C) (Tamp&o/ACN)
Inicio* 2,0 30 53/47 10
Teste 1 18 30 53/47 1
Teste 2 2,0 28 53/47 12
Teste 3 2,0 25 53/47 13
Teste 4 16 25 53/47 14
Teste 5 2,0 25 58/47 15
Teste 6 1,8 25 68/47 16
17

Teste 7 1,6 25 63/47

41



0025+
oo

0015

=]
=

0010

0.005]

J Subst. adival+Subst adivaz- 13291

DF actva? - 15992

0000

[

E e S e L I S T S S Sy B R L S S e e B e e
200 oo 600 500 r.'llllill%ls 1200 100 16 00 1500 00

Figura 11: Cromatograma obtido de padréo final na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” das

substancias ativas 1 e 2 no produto B (Teste 1)
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Figura 12: Cromatograma obtido de padréo final na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” das
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Figura 14: Cromatograma obtido de padréo final na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” das

substancias ativas 1 e 2 no produto B (Teste 4)
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Figura 15: Cromatograma obtido de padréo final na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” das
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Figura 16: Cromatograma obtido de padréo final na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” das

substancias ativas 1 e 2 no produto B (Teste 6)
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Figura 17: Cromatograma obtido de padréo final na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” das

substancias ativas 1 e 2 no produto B (Teste 7)

Da otimizacao efetuada ao método analitico do ensaio de ‘“recovery” das substancias
ativas 1 e 2 no produto B, verifica-se que os trés parametros, fluxo, temperatura e as
proporcdes de fase movel foram alterados de 2,0 para 1,6 mL/minuto, de 30°C para
25°C e de 53/47 (viv) para 63/47 (v/v), respectivamente. Estas novas condicbes
cromatogréaficas foram assim utilizadas no ensaio de ‘recovery” das substancias
ativas 1 e 2 no produto B, e nos ensaios de determinacdo da quantidade das

mesmas substancias existente no produto B da validacdo de limpeza.

3.4.2.3. “Recovery” da substancia ativa 3 no produto A

Na tabela abaixo apresenta-se as condi¢cdes cromatograficas usadas na otimizacéo
do método analitico do ensaio de “recovery” da substancia ativa 3 no produto A.

As figuras apresentadas ilustram o0s cromatogramas obtidos para cada teste

realizado.
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Tabela 7: Condi¢des cromatograficas usadas na otimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” da
substéncia ativa 3 no produto A

Testes Fluxo Temperaturada Fase movel Coluna N° da figura

(mL/min) coluna (°C) (Agua/ACN)

Inicio 1,5 27 55/45 Ultrasphere ODS Beckman 18
Teste 1 1,2 25 55/45 Ultrasphere ODS Beckman 19
Teste 2 1,0 25 100/50 Ultrasphere ODS Beckman 20
Teste 3 1,2 25 90/45 Ultrasphere ODS Beckman 21
Teste 4 15 30 90/45 Waters pBondapack, C18 22
Teste 5 15 28 90/45 Waters pBondapack, C18 (nova) 23
Teste 6 1,6 30 90/45 Waters pBondapack, C18 (nova) 24
Teste 7 1,6 32 90/45 Waters pBondapack, C18 (nova) 25
Teste 8 1,7 33 90/45 Waters pBondapack, C18 (nova) 26
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Figura 18: Cromatogramas obtidos de amostra e branco na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery”

da substancia ativa 3 no produto A (Inicio)
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Figura 19: Cromatograma obtido de amostra na optimizacao do método analitico do ensaio de “recovery” da

substancia ativa 3 no produto A (Teste 1)
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Figura 20: Cromatograma obtido de amostra na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” da

substancia ativa 3 no produto A (Teste 2)
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Figura 22: Cromatogramas obtidos de amostra e branco na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery”

da substancia ativa 3 no produto A (Teste 4)
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Figura 23: Cromatograma obtido de amostra na optimizagcao do método analitico do ensaio de “recovery” da

substancia ativa 3 no produto A (Teste 5)
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Figura 24: Cromatograma obtido de amostra na optimizagdo do método analitico do ensaio de “recovery” da

substancia ativa 3 no produto A (Teste 6)
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da substancia ativa 3 no produto A (Teste 8)

No teste 8 obtiveram-se valores de factor de tailing de 1,2; 1,0 e 1,1 para as
substancias ativas 1, 2 e 3, respectivamente. Os fatores de resolug&o obtidos foram

de 2,5 entre a substancia ativa 1 e 3 e de 2,4 entre a substancia ativa 3 e 2.

Da otimizacdo efetuada ao método analitico do ensaio de ‘“recovery” da substancia
ativa 3 no produto A, verifica-se que o0s quatro parametros, fluxo, temperatura,
propor¢cdes da fase moével e a coluna foram alterados. Estas novas condigcdes
cromatograficas foram assim utilizadas no ensaio de “recovery” da substancia ativa 3
no produto A, e no ensaio de determinagdo da quantidade da mesma substancia

existente no produto A da validac&o de limpeza.
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3.4.3. Ensaios de determinacao da quantidade de residuos contaminantes

3.4.3.1. Determinagé&o da quantidade de EDTA nos produtos Ae B

Reagentes

Agua destilada, solucdo de hidroxido de tetra-n-butilaménio 1M e solugéo de sulfato
cuprico a 0,2%, a qual foi preparada através da dissolucao de 3 g de sulfato cuprico
num litro de agua destilada.

Condi¢des cromatograficas

A coluna usada foi uma “Waters uBondapack, C-18”, com particulas de 10 um de
diametro; 3,9 mm de diametro interno e 30 cm de comprimento, com uma fase movel
composta por solugdo de hidroxido de tetra-n-butilaménio 1M e agua destilada,
mistura esta ajustada a um pH de 7,5; e metanol (10:910:80 v/v/v).

A razéo de fluxo usada foi de 2,0 mL/minuto e o comprimento de onda de 254 nm. 10

ML foi o volume de injecéo usado e 30°C a temperatura da coluna.

Preparacado da fase movel

A fase movel consistiu em adicionar 10 mL de solucdo de hidréxido de tetra-n-
butilaménio 1M a 910 mL de agua destilada. De seguida foi ajustada a um pH de 7,5
com acido fosférico, misturada com 80 mL de metanol e desgaseificada num banho

de ultrassons durante 20 minutos.

Preparacao da solucédo padrao interno
Pesaram-se 201,7 mg de acido nitrilotriacético para um baldo volumétrico de 100 mL,
0 qual foi dissolvido em agua destilada e diluido para este volume com o mesmo

solvente.

Preparacao da solucéo padrdo de EDTA

Foram pesadas 151,0 mg de EDTA, cuja pureza é de 99%, que foram transferidas
para um baléo volumétrico de 50 mL. Dissolveu-se e diluiu-se para este volume com
a solucéo de sulfato cuprico a 0,2%. Retiraram-se 5 mL desta solugdo para um baldo
volumétrico de 25 mL, adicionaram-se 5 mL da solug¢édo padrdo interno e diluiu-se
para este volume com a solugdo de sulfato cuprico a 0,2%.

A concentracgéo resultante desta solu¢do padréo de EDTA foi de 14,949 mg/g.
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Preparacéo das solucdes amostra

Na determinag&o da quantidade de EDTA no produto A as solu¢cdes amostra foram
preparadas através da pesagem de 1,0117 g; 1,0318 g e 1,0232 g de produto A dos
lotes 2, 4 e 6, respetivamente, as quais se adicionaram 10 mL de solucéo de sulfato
cuprico a 0,2%. De cada solucao retirou-se 1 mL para baldes volumétricos de 25 mL,
adicionaram-se 5 mL da solu¢éo padrao interno e diluiu-se para este volume com a
solucdo de sulfato caprico a 0,2%.

Na tabela de amostras foram inseridos os fatores de multiplicacdo de 1/1,0117;
1/1,0318 e 1/1,0232 das solucbes amostra dos lotes 2, 4 e 6 de produto A,

respectivamente.

Na determinag&o da quantidade de EDTA no produto B as solu¢gdes amostra foram
preparadas através da pesagem de 1,0313 g; 1,0452 g e 1,0046 g de produto A dos
lotes 3, 5 e 7, respetivamente, as quais se adicionaram 10 mL de solucéo de sulfato
cuprico a 0,2%. De cada solucao retirou-se 1 mL para baldes volumétricos de 25 mL,
adicionaram-se 5 mL da solu¢céo padrao interno e diluiu-se para este volume com a
solucéo de sulfato caprico a 0,2%.

Na tabela de amostras foram inseridos os fatores de multiplicacdo de 1/1,0313;
1/1,0452 e 1/1,0046 das solucbes amostra dos lotes 3, 5 e 7 de produto B,

respectivamente.

Preparacao da solugcéo do branco

Solucéo de sulfato ctprico a 0,2% ™27,

3.4.3.2. Determinacdo da quantidade de substancia ativa 1 e 2 no produto B

Reagentes

Agua destilada, isooctano, acetonitrilo e metanol para HPLC.

Condi¢cdes cromatograficas

A coluna usada foi uma “Waters uBondapack, C-18”, com particulas de 10 um de
didametro; 3,9 mm de diametro interno e 30 cm de comprimento, com uma fase mével
composta por solugdo tampéo de fosfato de amonio dibésico (pH a 5,2) e acetonitrilo
(61:47 viv).

A razao de fluxo usada foi de 1,6 mL/minuto e o comprimento de onda de 254 nm.

15 uL foi o volume de injec@o usado e 25°C a temperatura da coluna.
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Preparacao da fase moével

A solucdo tampédo foi preparada com 6,6089 g de fosfato de amodnio dibasico e
diluida para 1000 mL com agua destilada. Posteriormente, foi ajustada a um pH de
5,2 com &cido fosférico.

A fase mével consistiu na mistura de 610 mL de solucdo tampdo com 470 mL de
acetonitrilo, a qual foi desgaseificada num banho de ultrassons durante 10 minutos.

Preparacao das solucdes padrdo das substancias ativas 1, 2 e final

A solucdo padrdo da substancia ativa 1 foi preparada através da pesagem de
42,2 mg desta substancia, cujo valor de pureza é de 99,3%; a qual foi dissolvida em
metanol e diluida para um volume de 50 mL com o mesmo solvente. De seguida foi

retirado 1 mL desta solucao que foi diluido para 100 mL com metanol.

A preparacdo da solucdo padrdo da substancia ativa 2 consistiu na pesagem de
45,1 mg desta substancia que apresenta um grau de pureza de 99,8%. Foi dissolvida

em metanol e diluida para 50 mL com 0 mesmo solvente.

A solucéo padréo final foi preparada através da mistura de 2 mL de substancia ativa
1, 2 mL de substancia ativa 2, 6 mL de metanol e 10 mL de isooctano. De seguida foi
agitada e a fase inferior foi a usada como solucao a injetar no cromatografo.

A concentracéo resultante da solucdo padréo final foi de 1,676184 x 10 mg/g para a

substancia ativa 1 e de 1,800392 mg/g para a substancia ativa 2.

Preparacao das solucdes amostra

As solucBes amostra foram preparadas através da pesagem de 1,0007 g; 1,0458 g e
1,0004 g de produto B dos lotes 3, 5 e 7, respetivamente, as quais foram diluidas
para 10 mL de metanol. De seguida foram aquecidas em banho de 4gua a 60 °C por
10 minutos, tendo sido agitadas de 3 em 3 minutos. Foram retiradas do banho e
agitadas mecanicamente até atingirem a temperatura ambiente. Posteriormente,
retiraram-se 5 mL de cada solucdo e adicionaram-se 5 mL de isooctano, foram
agitadas e a fase inferior foi a usada como solugéo a injetar no cromatografo.

Na tabela de amostras foram inseridos os fatores de multiplicacdo de 1/1,0007;
1/1,0458 e 1/1,0004 das solugdes amostra dos lotes 3, 5 e 7 de produto B,

respectivamente.
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Preparacao da solucéo do branco
Misturaram-se 5 mL de metanol com 5 mL de isooctano, agitou-se e a fase inferior foi

a usada como solucao a injetar no cromatografo.

3.4.3.3. Determinacéo da quantidade de substancia ativa 3 no produto A

Reagentes
Agua destilada, acido fosférico, tetrahidrofurano e acetonitrilo para HPLC.

Condi¢des cromatograficas

A coluna usada foi uma “Waters uBondapack, C-18”, com particulas de 10 um de
diametro; 3,9 mm de diametro interno e 30 cm de comprimento, com uma fase mével
composta por agua destilada e acetonitrilo nas proporcées de 90 para 45 (v/v).

A razao de fluxo usada foi de 1,7 mL/minuto, o comprimento de onda de detecdo UV

de 254 nm e 100 pL o volume de injecdo. A temperatura do forno usada foi de 33°C.

Preparacao da fase moével
A fase modvel consistiu em adicionar 900 mL de &gua destilada com 450 mL de

acetonitrilo, a qual foi desgaseificada num banho de ultrassons durante 15 minutos.

Preparacdo da solucéo diluente
Misturaram-se 1000 mL de agua destilada com 1 mL de acido fosférico, e a 650 mL
desta solugéo adicionaram-se 350 mL de acetonitrilo. De seguida foi desgaseificada

num banho de ultrassons durante 15 minutos.

Preparacao da solucédo padrdo de substancia ativa 3

Foram pesadas 25,0 mg de substancia ativa 3, cuja pureza é de 99,9%, que foram
transferidas para um baléo volumétrico de 50 mL. Dissolveu-se e diluiu-se para este
volume com tetrahidrofurano. Retiraram-se 10 mL desta solucdo e diluiu-se para
25 mL com o mesmo solvente. A 5 mL da solugdo anterior foram adicionados 5 mL
de tetrahidrofurano e 30 mL de solucéo diluente. Desta solucéo foi retirado 1 mL que
foi diluido para 100 mL com solucéo diluente, e desta foram retirados 10 mL para um
baldo volumétrico de 100 mL, que foi ajustado para este volume com o mesmo
solvente.

A concentragdo resultante desta solugdo padrédo de substéncia ativa 3 foi de
2,4975 x 10®° mg/mL.
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Preparacéo das solucdes amostra

As soluc¢des amostra foram preparadas através da pesagem de 1,0412 g; 1,0003 g e
1,0281 g de produto A dos lotes 2, 4 e 6, respetivamente, as quais se adicionaram
10 mL de tetrahidrofurano e depois 30 mL de solu¢éo diluente.

Na tabela de amostras foram inseridos os fatores de multiplicacdo de 1/1,0412;
1/1,0003 e 1/1,0281 das solugbes amostra dos lotes 2, 4 e 6 de produto A,

respectivamente.
Preparacao da solugcéo do branco

Misturaram-se 10 mL de tetrahidrofurano com 30 mL de soluc¢éo diluente.

3.5. Critérios de Aceitacao

3.5.1. Agente de limpeza — EDTA

Inferior a 10 ppm no produto A e B 1,

3.5.2. Substéancias ativas 1 e 2 do produto A

Com base na dose terapéutica diaria, o limite maximo a que este produto pode estar

presente no produto B, é o calculado de acordo com a seguinte equacéo "™

TDDantes X MBS
MACO =

SF X TDDdepo|5

Em que:

MACO - Contaminagdo Maxima Permitida: montante transferido considerado
aceitavel do produto investigado ("antes")

TDDanes - Dose terapéutica diaria do produto investigado (“antes”) (na mesma
forma de dosagem do TDDgepois)

TDDyepois - Dose terapéutica diaria do produto seguinte (“depois”)

MBS - Tamanho minimo do lote do produto seguinte (“depois”)

SF - Fator de seguranca (normalmente é usado o valor de 1000 em calculos
baseados no TDD)
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Considerou-se que:
TDDantes — 3,8 g (Produto A)
TDDgepois — 3,8 g (Produto B)
MBS — 200 000 g (Produto B)
SF - 1000

Logo,

3,8 x 200 000
MACO = =200 g Produto A
1000 x 3,8

Com base nos valores de dosagem das substancias ativas do produto A, obtém-se
128 mg para a substancia ativa 1 e 2000 mg para a 2, como limites maximos
permissiveis de residuos destas substancias no produto B. Uma vez que a
determinacédo de residuos contaminantes é feita numa grama de produto B, teremos
como valores de especificagdo maximos, 6,4 x 10“ mg para a substancia ativa 1 e

1,0 x 10 mg para a substancia ativa 2.

3.5.3. Substéncia ativa 3 do produto B

Com base na dose terapéutica diaria, o limite maximo a que este produto pode estar

presente no produto A, é o calculado de acordo com a seguinte equacéo *™:

TDDantes X MBS

MACO =
SF X TDDdepmS

Em que:

MACO - Contaminagdo Maxima Permitida: montante transferido considerado
aceitavel do produto investigado ("antes")

TDDantes - DOse terapéutica diaria do produto investigado (“antes”) (na mesma
forma de dosagem do TDDgepois)

TDDyepois - Dose terapéutica diaria do produto seguinte (“depois”)

MBS - Tamanho minimo do lote do produto seguinte (“depois”)

SF - Fator de seguranca (normalmente é usado o valor de 1000 em calculos
baseados no TDD)
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Sendo que,

TDDanes — 3,8 g (Produto B)
TDDeepois — 3,8 g (Produto A)
MBS — 220 000 g (Produto A)
SF - 1000

Logo,

3,8 x 220 000
MACO = =220 g Produto B
1000 x 3,8

Com base no valor de dosagem da substancia ativa do produto B, obtém-se 220 mg
para a substancia ativa 3, como limite maximo permissivel de residuo desta
substancia no produto A. Uma vez que a determinacdo de residuo contaminante é
feita numa grama de produto A, teremos como valor de especificacdo maximo, 1,0 x

10" mg para a substancia ativa 3.

Na tabela que se segue, apresentam-se de forma resumida, os critérios de aceitacédo

obtidos para todos os residuos contaminantes:

Tabela 8: Critérios de aceitagdo dos residuos contaminantes

Substéancia ativa Critério de aceitagéo

EDTA 10 ppm
Substancia ativa 1 6,4 x 10 mglg
Substancia ativa 2 1,0 x 10°mglg

Substancia ativa 3 1,0 x 10°mglg

60



61



4. Apresentacao e Tratamento de Resultados

4.1. Ensaios de “recovery”

Para os varios estudos de “recovery” realizados, apresentam-se os valores obtidos
dos parametros (fator de tailling, fator de resolugcdo e RSD (“Relative standard
deviation”)) que demonstram a conformidade do sistema, e os resultados, em
percentagem, de recuperacdo do EDTA e de cada substancia ativa. Sdo também
apresentados os cromatogramas obtidos de padrdo, da amostra e do branco dos

varios ensaios de “recovery’.
4.1.1. “Recovery” de EDTA no produto A

No ensaio de “recovery” de EDTA no produto A, a sequéncia de injeccbes foi
composta por seis injeccbes de solucdo padrdo (padrbes de calibracdo), duas de
solucdo amostra seguidas de duas de solucdo padréo, e por fim uma injeccdo de
solugcdo do branco. O valor de calibracdo dos padroes de calibracdo foi de
2,97594 mg/mL.

Na tabela a seguir apresentam-se os valores obtidos para o fator de tailling do
primeiro padrao de calibracdo e do RSD para os cinco padrbes calibrados e para os

sete padrdes (cinco padrdes de calibracdo mais os dois padrdes finais).

Tabela 9: Resultados obtidos do fator de tailling e do RSD no ensaio de “recovery”de EDTA no produto A

Fator de Tailling RSD (5 padrbes RSD (7
(0,8-1,5)® de calibracao) padrges)

(£2,0%) @ (£2,0 %)@

Resultados 1,5 0,1 0,1

A figura 27 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro

padréo de calibracdo, das duas injec¢cfes de amostra e do branco.

62



Padréo

=) 4

B

=]
o

o e
m B
MTETEEE A AT A A B

B

ELTA- 5632

[ [ T T BN
20 L] 600 a8 1000 I:DEIIII‘I:?ALDD

T
16,00

12injecdo de amostra

—
1500

—
2000

—
220

—
2400

200

= =2 2
i = 3

B

14

EDTA- 55

L 3 ]

Figura 27

[ [ T
20m (Y] 600 g0 10.00

12y e 450

B
16,00

T
15,00

T
2000

T
220

T
2400

2600

: Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” de EDTA no produto

A (cont.)

63



22injecado de amostra
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Figura 27.a): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” de EDTA no

produto A

Na tabela abaixo apresentam-se as quantidades de EDTA recuperadas na amostra,
respectiva média e a quantidade de EDTA recuperada, em percentagem, tendo em

conta a quantidade de EDTA que se deveria recuperar (valor teorico).
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Tabela 10: Resultado obtido de EDTA recuperado, em percentagem, no ensaio de “recovery” de EDTA no produto A

Quantidade de Média Quantidade de EDTA Percentagem de
EDTA recuperada (mg/mL) que se deveria EDTA recuperada

(mg/mL) recuperar (mg/mL) (%)

12 injecdo amostra 2,447
2,4415 2,97396 82
22 injecdo amostra 2,436

Verifica-se assim que os valores obtidos de fator de tailling e de RSD (“Relative
standard deviation”) se encontram de acordo com as especificacbes. E a
percentagem de recuperacdo de EDTA obtida (82%) encontra-se acima dos 70%,
nao havendo a necessidade de realizar ensaios adicionais de “recovery” de EDTA no
produto A.

4.1.2. “Recovery” de EDTA no produto B

No ensaio de “recovery” de EDTA no produto B, a sequéncia de injeccbes foi
composta por seis injeccbes de solucdo padrdo (padrées de calibracdo), duas de
solucdo amostra seguidas de duas de solucdo padréo, e por fim uma injeccdo de
solugdo do branco. O valor de calibragdo dos padrbes de calibracdo foi de
2,97594 mg/mL.

Na tabela a seguir apresentam-se os valores obtidos para o fator de tailling do
primeiro padréo de calibracéo e do RSD para os cinco padrdes calibrados e para os

sete padrdes (cinco padrdes de calibracdo mais os dois padrdes finais).

Tabela 11: Resultados obtidos do fator de tailling e do RSD no ensaio de “recovery” de EDTA no produto B

Fator de Tailling RSD (5 padrbes RSD (7
(0,8-1,5) de calibracao) padrges)

(£2,0%) @ (£2,0 %) ©

Resultados 1,5 0,1 0,1
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A figura 28 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro
padréo de calibracéo, das duas injeccdes de amostra e do branco.
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Figura 28: Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” de EDTA no produto
B (cont.)
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22injecado de amostra
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Figura 28.a): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” de EDTA no

produto B

Na tabela abaixo apresentam-se as quantidades de EDTA recuperadas na amostra,
respectiva média e a quantidade de EDTA recuperada, em percentagem, tendo em

conta a quantidade de EDTA que se deveria recuperar (valor teorico).
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Tabela 12: Resultado obtido de EDTA recuperado, em percentagem, no ensaio de “recovery” de EDTA no produto B

Quantidade de Média Quantidade de EDTA Percentagem de
EDTA recuperada (mg/mL) que se deveria EDTA recuperada

(mg/mL) recuperar (mg/mL) (%)

12 injecdo amostra 2,173
2,172 2,9799 73
22 injecdo amostra 2,171

Verifica-se assim que os valores obtidos de fator de tailling e de RSD (“Relative
standard deviation”) se encontram de acordo com as especificacbes. E a
percentagem de recuperacdo de EDTA obtida (73%) encontra-se acima dos 70%,
nao havendo a necessidade de realizar ensaios adicionais de ‘“recovery” de EDTA no
produto B.

4.1.3. “Recovery” da substancia ativa 1 no produto B

No ensaio de ‘recovery” da substancia ativa 1 no produto B, a sequéncia de
injeccBes foi composta por seis injec¢des de solucdo padrao (padrdes de calibracao),
duas de solucdo amostra seguidas de duas de solugdo padrdo, e por fim uma
injeccdo de solucéo do branco. O valor de calibragdo dos padrdes de calibracdo foi
de 8,3809 x 10™* mg/mL.

Na tabela a seguir apresentam-se os valores obtidos para o fator de tailling do
primeiro padréo de calibracéo e do RSD para os cinco padrfes calibrados e para os

sete padrdes (cinco padrdes de calibracdo mais os dois padrdes finais).

Tabela 13: Resultados obtidos do fator de tailling e do RSD no ensaio de ‘“recovery” da substancia ativa 1 no produto
B

Fator de Tailling RSD (5 padrbes RSD (7
(0,8-1,5)® de calibracao) padries)

(£2,0%) @ (£2,0 %) ©

Resultados 1,2 0,6 0,7
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A figura 29 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro
padréo de calibracéo, das duas injeccdes de amostra e do branco.
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Figura 29: Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” de EDTA no produto
B (cont.)
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Na tabela abaixo apresentam-se as quantidades de substancia ativa 1 recuperadas
na amostra, respectiva média e a quantidade de substancia ativa 1 recuperada, em
percentagem, tendo em conta a quantidade de substéncia ativa 1 que se deveria

recuperar (valor tedrico).

Tabela 14: Resultado obtido de substancia ativa 1 recuperada, em percentagem, no ensaio de ‘recovery”da
substéncia ativa 1 no produto B

Quantidade de Média Quantidade de Percentagem de

substancia ativa 1 (mg/mL) substancia ativa 1 substancia ativa
recuperada que se deveria 1 recuperada
(mg/mL) recuperar (mg/mL) (%)

12 inje¢éo amostra 0,091315
0,091471 0,101286 90
22 injecdo amostra 0,091627

Verifica-se assim que os valores obtidos de fator de tailling e de RSD se encontram
de acordo com as especificagbes. E a percentagem de recuperacdo da substancia
ativa 1 obtida (90%) encontra-se acima dos 70%, ndo havendo a necessidade de

realizar ensaios adicionais de “recovery” da substancia ativa 1 no produto B.

4.1.4. “Recovery” da substancia ativa 2 no produto B

No ensaio de ‘recovery” da substancia ativa 2 no produto B, a sequéncia de
injeccdes foi composta por seis injec¢des de solugéo padréo (padrdes de calibragao),
duas de solugdo amostra seguidas de duas de solucdo padrdo, e por fim uma
injeccdo de solucdo do branco. O valor de calibracdo dos padrdes de calibracéo foi
de 9,04188 x 10 mg/mL.

Na tabela a seguir apresentam-se os valores obtidos para o fator de tailling do

primeiro padréo de calibracdo e do RSD para os cinco padrdes calibrados e para os

sete padrdes (cinco padrdes de calibracdo mais os dois padrdes finais).
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Tabela 15: Resultados obtidos do fator de tailling e do RSD no ensaio de “recovery” da substancia ativa 2 no produto

B

Fator de Tailling RSD (5 padr6es RSD (7
(0,8-1,5)® de calibracao) padrdes)

(£2,0%) ® (£2,0 %)™

Resultados 1,7* 0,6 0,6

A figura 30 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro
padréo de calibracéo, das duas injec¢des de amostra e do branco.
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Figura 30: Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” da substancia ativa 2

no produto B (cont.)
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ativa 2 no produto B (cont.)
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Figura 30.b): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” da substancia
ativa 2 no produto B

Na tabela abaixo apresentam-se as quantidades de substancia ativa 2 recuperadas
na amostra, respectiva média e a quantidade de substancia ativa 2 recuperada, em

percentagem, tendo em conta a quantidade de substancia ativa 2 que se deveria
recuperar (valor tedrico).

Tabela 16: Resultado obtido de substancia ativa 2 recuperada, em percentagem, no ensaio de “recovery”da

substancia ativa 2 no produto B

Quantidade de Média Quantidade de Percentagem de
substancia ativa 2 (mg/mL) substéncia ativa 2 substancia ativa
recuperada gue se deveria 2 recuperada
(mg/mL) recuperar (mg/mL) (%)
12 injecdo amostra 0,819
0,818 1,01297 81
22 injecdo amostra 0,817

*O valor obtido de fator de tailling para a substancia ativa 2 encontra-se fora do
intervalo de especificacdo, sendo este valor justificavel e aceite, uma vez que o

método se encontra validado também com um resultado de fator de tailling fora de
especificagéao.

74



Verifica-se que os valores obtidos de RSD se encontram de acordo com as
especificacbes. E a percentagem de recuperagéo da substancia ativa 2 obtida (81%)
encontra-se acima dos 70%, ndo havendo a necessidade de realizar ensaios

adicionais de “recovery” da substancia ativa 2 no produto B.

4.1.5. “Recovery” da substancia ativa 3 no produto A

No ensaio de ‘recovery” da substancia ativa 3 no produto A, a sequéncia de
injeccBes foi composta por seis injec¢des de solucdo padrao (padrdes de calibracdo),
duas de solugdo amostra seguidas de duas de solugdo padrdo, e por fim uma
injeccdo de solugcdo do branco. O valor de calibracdo dos padrées de calibracdo foi
de 2,4975 x 10 mg/mL.

Na tabela a seguir apresentam-se os valores obtidos para o fator de tailling do
primeiro padrao de calibracdo e do RSD para os cinco padrbes calibrados e para os

seis padrdes (cinco padrdes de calibracdo mais um padréo final).

Tabela 17: Resultados obtidos do fator de tailling e do RSD no ensaio de “recovery” da substancia ativa 3 no

produto A

Fator de Tailling RSD (5 padrbes RSD (6
(0,8-1,5)® de calibracao) padrées)

(10,0 %) (£10,0 %)

Resultados 1,0 2,9 5,3

A figura 31 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro

padrdo de calibracdo, das duas injec¢cbes de amostra e do branco.
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Figura 31: Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” da substancia ativa 3

no produto A (cont.)
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Figura 31.a): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e da amostra do ensaio de “recovery” da substancia

ativa 2 no produto B

Na tabela abaixo apresentam-se as quantidades de substancia ativa 3 recuperadas
na amostra, respectiva média e a quantidade de substancia ativa 3 recuperada, em
percentagem, tendo em conta a quantidade de substancia ativa 3 que se deveria
recuperar (valor te6rico).
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Tabela 18: Resultado obtido de substancia ativa 3 recuperada, em percentagem, no ensaio de ‘recovery”da
substéncia ativa 3 no produto A

Quantidade de Média Quantidade de Percentagem de
substancia ativa 3 (mg/mL) substéancia ativa 3 substancia ativa

recuperada gue se deveria 3 recuperada

(mg/mL) recuperar (mg/mL) (%)

12 injecdo amostra 0,251010
0,2513255 0,2522475 100
22 inje¢cdo amostra 0,251641

Verifica-se que os valores obtidos de fator de tailling e de RSD se encontram de
acordo com as especificacdes, sendo que para este método de analise, o critério de
aceitacdo para o RSD dos padrbes preparados no limite de quantificacéo €é inferior a
10,0%. A percentagem de recuperacdo da substancia ativa 3 obtida (100%)
encontra-se acima dos 70%, n&o havendo a necessidade de realizar ensaios

adicionais de “recovery” da substancia ativa 3 no produto A.

4.2. Ensaios de determinacédo da quantidade de residuos
contaminantes

Para cada ensaio de determinacdo da quantidade de residuo contaminante,
apresentam-se os valores obtidos para os parametros (fator de tailling, fator de
resolucdo e RSD) que demonstram a conformidade do sistema, e os resultados
obtidos para as trés amostras (lotes 2, 4 e 6 de produto A e lotes 3, 5 e 7 de produto
B), assim como os cromatogramas de um padréo de calibragdo, das amostras e do

branco.

4.2.1. Determinac¢do da quantidade de EDTA no produto A
No ensaio de determinacdo da quantidade de EDTA no produto A, a sequéncia de

injeccdes foi composta por seis injec¢des de solugédo padréo (padrdes de calibracdo),

duas injeccOes para cada solugdo amostra, intercaladas por uma de padrdo e duas
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de padrao apés a ultima amostra, e por fim uma injeccao de solugdo do branco. O
valor de calibracdo dos padrdes de calibragéo foi de 14,949 mg/g.

Na tabela a seguir apresentam-se 0s valores obtidos para o fator de tailling (pico de
EDTA) e de resolucdo do primeiro padrado de calibracdo, e do RSD (pico de EDTA)
para os seis padrdes de calibragdo, para os sete padrdes (seis padrdes de calibracéo
mais um padrao intermédio), oito padrdes e dez padrbes.

Tabela 19: Resultados obtidos do fator de tailling, de resolugéo e do RSD no ensaio de determinagao da quantidade
de EDTA no produto A

Fator de Tailling Fator de Resolucéo RSD dos padrbes
0,8-1,5) 1 =15 7 8

(£2,0%) ™

Resultados 1,1 9,9 0,1 0,1 0,1 0,1

A figura 32 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro

padréo de calibracédo, de uma injeccao de cada amostra do lote 2, 4 e 6 e do branco.
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Figura 32: Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e das amostras do ensaio de determinag&o da quantidade
de EDTA no produto A (cont.)
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guantidade de EDTA no produto A (cont.)
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Figura 32.b): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e das amostras do ensaio de determinagéo da
quantidade de EDTA no produto A

A guantidade de EDTA determinada nas trés amostras de produto A foi nula, tal
como se pode verificar nos cromatogramas das amostras apresentados atras.
Os valores obtidos para o fator de tailling e de resolugédo, assim como de RSD

encontram-se de acordo com as especificagoes.

4.2.2. Determinac¢do da quantidade de EDTA no produto B

No ensaio de determinacdo da quantidade de EDTA no produto B, a sequéncia de

injeccdes foi composta por seis injec¢des de solucdo padrao (padrdes de calibracéo),
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duas injeccdes para cada solugdo amostra, intercaladas por uma de padrdo e duas
de padrdo apds a ultima amostra, e por fim uma injec¢do de solugcado do branco. O
valor de calibracdo dos padrdes de calibragéo foi de 14,949 mg/g.

Na tabela a seguir apresentam-se 0s valores obtidos para o fator de tailling (pico de
EDTA) e de resolucdo do primeiro padrado de calibracdo, e do RSD (pico de EDTA)
para os seis padrdes de calibragdo, para os sete padrdes (seis padrdes de calibracéo
mais um padrao intermédio), oito padrbes e dez padrdes.

Tabela 20: Resultados obtidos do fator de tailling, de resolugcéo e do RSD no ensaio de determinagéo da quantidade
de EDTA no produto B

Fator de Tailling Fator de Resolucéo RSD dos padrbes
0,8-1,5)1 =15 7 8

(£2,0%) ™

Resultados 1,2 10,3 0,1 0,1 0,1 0,1

A figura 33 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro

padréo de calibracdo, de uma injeccao de cada amostra do lote 2, 4 e 6 e do branco.
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Figura 33: Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e das amostras do ensaio de determinagdo da quantidade
de EDTA no produto B (cont.)
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Figura 33.a): Cromatogramas obtidos do padré&o, do branco e das amostras do ensaio de determinac&o da

guantidade de EDTA no produto B (cont.)
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Figura 33.b): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e das amostras do ensaio de determinagéo da

quantidade de EDTA no produto B

A guantidade de EDTA determinada nas trés amostras de produto B foi nula, tal
como se pode verificar nos cromatogramas das amostras apresentados atras.
Os valores obtidos para o fator de tailling e de resolugédo, assim como de RSD

encontram-se de acordo com as especificagdes.

4.2.3. Determinacdo da quantidade de substancia ativa 1 e 2 no produto B

No ensaio de determinagdo da quantidade de substancia ativa 1 e 2 no produto B, a

sequéncia de injecdes foi composta por sete injecdes de solugéo padréo (padrbes de
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calibracdo), duas injecOes para cada solugcdo amostra, sendo estas seguidas cada
uma por duas de padréo, e por fim uma injecdo de solucdo do branco. Os padrdes de
calibracdo foram calibrados com os valores de 1,676184 x 10?2 mg/g para a
substancia ativa 1 e de 1,800392 mg/g para a substancia ativa 2.

Na tabela a seguir apresentam-se os valores obtidos para os fatores de tailling dos
picos das substancias ativas 1 e 2, para o fator de resolucdo da primeira injecédo do
padrédo de calibracdo, e para o RSD de ambos os picos dos seis padrdes calibrados,
oito padrBes (seis padrbes de calibracdo mais os dois padrdes intermédios), dez
padrbes e doze padroes.

Tabela 21: Resultados obtidos do fator de tailling, de resolugcéo e do RSD no ensaio de determinagéo da quantidade
de substancia ativa 1 e 2 no produto B

Fator de Tailling Fator de Resolucéo RSD dos padrbes
(0,8-15)® 1,58 8 10

(£2,0 %) ©

Substancia ativa 1 1,0 0,6 0,7 0,7 0,8
3,6
Substancia ativa 2 1,5 0,4 0,6 0,7 0,7

A figura 34 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro
padrdo de calibracdo, de uma injeccdo de cada amostra do lote 2, 4 e 6 de produto A

e do branco.
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Figura 34.a): Cromatogramas obtidos do padré&o, do branco e das amostras do ensaio de determinacdo da

guantidade de substancia ativa 1 e 2 no produto B (cont.)
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Figura 34.b): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e das amostras do ensaio de determinag&o da

quantidade de substancia ativa 1 e 2 no produto B

A quantidade de substancia ativa 1 e 2 determinada nas trés amostras de produto B
foi nula, tal como se pode verificar nos cromatogramas das amostras apresentados
atras.

Os valores obtidos para o fator de tailling e de resolucdo, assim como de RSD

encontram-se de acordo com as especificacoes.

4.2.4. Determinacdo da quantidade de substéncia ativa 3 no produto A

No ensaio de determinacdo da quantidade de substancia ativa 3 no produto A, a
sequéncia de injecdes foi composta por sete injecdes de solucdo padrao (padrdes de
calibracdo), duas injecBes para cada solu¢cao amostra, amostras estas seguidas cada
uma por duas de padréo, e por fim uma injecdo de solugédo do branco. O valor de

calibracdo dos padrdes de calibraco foi de 2,4975 x 10 mg/g.
Na tabela seguinte apresentam-se 0s valores obtidos para o fator de tailling e para o

RSD do pico da substancia ativa 3 dos cinco padrdes calibrados, seis padrdes (cinco

padrdes de calibragdo mais um padréo intermédio), sete padrbes e oito padrdes.
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Tabela 22: Resultados obtidos do fator de tailling e do RSD no ensaio de determinagdo da quantidade de substancia

ativa 3 no produto A

Fator de Tailling RSD dos padrdes
(0,8-1,5)1® 6 7

(£2,0%) ™

Resultados 0,9 3,5 3,3 3,2 4,2

A figura 35 apresentada a seguir ilustra os cromatogramas obtidos do primeiro

padrédo de

calibragéo, do branco e de uma injeccdo de cada amostra do lote 2, 4 e 6

de produto A.
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Figura 35: Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e das amostras do ensaio de determinag&o da quantidade

de substancia ativa 3 no produto A (cont.)
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Figura 35.a): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e das amostras do ensaio de determinac&o da

guantidade de substancia ativa 3 no produto A (cont.)
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Amostra (Lote 6)
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Figura 35.b): Cromatogramas obtidos do padréo, do branco e das amostras do ensaio de determinag&o da

guantidade de substancia ativa 3 no produto A

A quantidade de substancia ativa 3 determinada nas trés amostras de produto A foi
nula, tal como se pode verificar nos cromatogramas das amostras apresentados
atrés.

Os valores obtidos para o fator de tailling e para 0 RSD encontram-se de acordo com
as especificacdes, sendo que para este método de andlise, o critério de aceitacéo

para o RSD dos padrdes preparados no limite de quantificacdo é inferior a 10,0%.
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5. Conclusao

O presente trabalho testou a utilizagdo de um método de amostragem alternativo
para a colheita de amostras, e consequentemente uma estratégia diferente para a
validacdo de processos de limpeza de equipamentos utilizados no fabrico de formas
farmacéuticas semi-solidas. Esta estratégia baseou-se no uso de um método de
amostragem que consistiu na colheita direta de amostra apés o seu fabrico, sendo a

andlise de residuos feita directamente nesta amostra.

Através de métodos validados por via espectrofotométrica (HPLC), e apés a limpeza
destes equipamentos, quantificaram-se 0s niveis residuais contaminantes de dois
medicamentos dermatoldgicos (produtos A e B), apresentados sob a forma de
pomada, obtendo-se valores inferiores ao limite de detecdo, uma vez que nao foram
detetados quaisquer residuos. Estes valores encontram-se de acordo com 0S
critérios de aceitacdo pré-estabelecidos.

Abaixo apresenta-se uma tabela com os resultados obtidos nesta determinagéo e

respetivos critérios de aceitacéo.

Tabela 23: Resultados obtidos na determinagao de residuos contaminantes nos produtos A e B e respetivos critérios

de aceitagdo

Residuos Contaminantes

Produtos Substanciaatival Substénciaativa2 Substancia ativa 3

Produto A Nao detetado N&ao detetado
Produto B N&ao detetado Nao detetado N&ao detetado

Critérios de 10 ppm 6,4 x 10™ mglg 1,0 x 102 mg/g 1,0 x 10°mg/g
Aceitacédo

Pode-se assim concluir que os possiveis niveis residuais das substancias ativas e do
agente de limpeza (EDTA) transferidos para o produto seguinte, encontram-se em
concentracdes inferiores relativamente & menor concentragdo do farmaco capaz de

provocar alguma acgéo terapéutica.

No ensaio de ‘recovery”, obtiveram-se resultados acima de 70% para as trés
substancias ativas e para 0 agente de limpeza (EDTA) nos dois medicamentos.
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Como termo comparativo, apresentam-se na tabela que se segue, tabela 24, os
resultados obtidos nos ensaios de ‘“recovery” deste trabalho, e os aquando a técnica
de amostragem foi a do método do “swab”.

Tabela 24: Resultados obtidos nos ensaios de “recovery” dos residuos contaminantes nos produtos A e B, através da
estratégia apresentada neste trabalho e do método de amostragem do “swab”

Residuos Contaminantes

Resultados (%) EDTA Substancia atival Substancia ativa2 Substancia ativa 3

Presente trabalho 82e73 90 81 100

Método do “swab” 70 66 77 46

Verifica-se que os valores obtidos de “recovery” neste trabalho séo significativamente
mais elevados do que os obtidos quando usada a técnica de amostragem tradicional,
método do “swab”, oferecendo assim a estratégia utilizada a possibilidade de uma

guantificac@o superior de residuos contaminantes na validacao de limpeza.

A precisdo dos resultados, reportada como desvio padrdo relativo (RSD), deu abaixo
de 2,0%, excepto nos ensaios que envolvem a substéncia ativa 3, cuja especificacdo
€ inferior a 10,0%; ou seja, obtiveram-se valores de acordo com as especificacoes.
Os fatores de tailling e de resolucéo obtidos também se encontraram de acordo com

os critérios de especificacéo ™.

A estratégia utilizada para a validacéo de limpeza apresenta varias vantagens:

= Obtengdo de niveis de ‘“recovery” das substéncias ativas e do agente de
limpeza altos

» Eficaz na quantificagdo de residuos contaminantes, podendo ser aplicada
noutras formas farmacéuticas

= A ndo necessidade de uso de qualquer material, por exemplo de “swabs”, na
amostragem

= Amostragem rapida, ndo sendo necessaria a deslocagéo extra para o local da
colheita

» N&o sdo necesséarias paragens por parte da produgdo para proceder a

amostragem
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» Nao existem custos associados com a amostragem, pois € utilizada a amostra

ja colhida para a andlise do lote

Como desvantagem, constata-se na andlise das substancias ativas, a dificuldade que
podera surgir na separacdo dos picos correspondentes a estas, uma vez que a
amostra contém ativos das duas pomadas sujeitas a validacao.

Conclui-se que os resultados obtidos na presente validacdo do processo de limpeza
da unidade de fabrico de varios medicamentos semi-sélidos, asseguram que 0S
procedimentos de limpeza séo eficazes, removendo de forma eficiente, até niveis de
aceitacdo pré-determinados, os residuos de produtos anteriores e residuos do
agente de limpeza, evitando, assim, a contaminagédo cruzada dos demais produtos
da mesma unidade. Deste modo, sdo asseguradas as Boas Praticas de Fabrico e a

seguranca dos medicamentos fabricados ha mesma unidade.
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