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RESUMO

A quadlificacGo ou caracterizagdo de processos produtivos, seguida da
validagdo, serd apresentada neste trabalho como uma ferramenta para o
gerenciamento efetivo de um processo, que deve ser visto como parte da
estratégia de sucesso de negécio em uma indUstria.

Esse sistema pode ser utilizado para qualquer tipo de processo, desde
que sejam feitas as adequagdes necessérias ao nivel de qualidade requerido.
O sistema aqui abordado contempla os requisitos necessdrios para os
processos de fabricacdo de produtos farmacéuticos e / ou medical devices,
cujas exigéncias sdo especificadas pelo FDA.

O trabalho apresentado segue o seguinte esquema:

Caracterizaggo do sistema de medidas que, para processos
farmacéuticos, significa validagdo do sistema analitico e da metodologia
analitica. Como é possivel perceber, sem o conhecimento da qualidade do
sistema de medidas, é impossivel separar o sinal do processo do erro
normalmente presente em qualquer sistema de medidas.

Validagdo do processo, que inclui a quadlificagdo da instalagGo, da
operacdo e do desempenho dos equipamentos e, em seguida, validaggo de
processo e produto. Esta etapa é também um requisito do FDA e visa
assegurar a estabilidade de produgdo, eliminando-se todas as fontes de
variabilidade devido a causas assinaldveis. E a etapa de caracterizagdo do
processo em que todo o processo deve ser contemplado e documentado, de
forma especificada, pelo FDA. A estabilidade do processo é determinada
nesta etapa e documentada para referéncia futura. As préximas etapas seriam
otimizagdo do processo e validag@o de limpeza. Otimizacéo é a fase em que
as varidveis do processo sdo estudadas, e seus efeitos avaliados para buscar
as alteragdes que fornecam melhor resposta com menor custo e em menor
tempo. E a “validacdo de limpeza”, que previne a contaminagéo cruzada.
Estes dois Gltimos itens ndo foram incluidos neste frabalho por serem ambos
assuntos tdo extensos que justificariam um outro trabalho de tese.
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Capitulo 1. Infrodugao

A ofimizagGo de um processo produtivo depende essencialmente da
sua caracterizagdo, porque, para poder interferir efetivamente, o engenheiro
deve primeiramente conhecer esse processo. Tal conhecimento estard
invariavelmente baseado em informagdes retiradas do processo, ao longo de
um determinado periodo.

As informacgdes do processo sGo geradas, analisando-se as medidas
oriundas do mesmo, obtidas pelos mais diversos sistemas de mediggo. Assim,
os sistemas de medicGo sGo os olhos de que o engenheiro dispde para
avaliar um processo. E evidente a importancia da qualidade da medida para
que ela realmente traduza a real situacGo do processo em informagdes
necessdrias a um gerenciamento adequado do mesmo.

Um sistema de medicdo compreende o equipamento ou ferramenta
utilizada na medida, o procedimento para a obtencgo dessa medida,
incluindo-se aqui a contribuicdo do operador, a técnica de set-up, os cdlculos

. A

envolvidos, a técnica e a freqiiéncia de calibragao.

A andlise dos sistemas de medicdo é a avaliagdo da qualidade da
informacdo, obtida por determinado sistema de medigdo, considerando que
tantos fatores a afetam e que dessas informagdes depende a decisdo acertada
nos passos para a otimizacdo de um processo. Esse estudo é feito através da
caracterizagdo da variabilidade da medida, comparagéo com sua toleréncia e
com a variabilidade do processo a ser medido, para garantir que o sinal do
processo ndo seja obscurecido pelo ruido ou erro da medida.

A caracterizag@o de um sistema de medidas é utilizada para estimar a
variabilidade total ou o erro inerente ao processo de medig¢Go, fornecer
informag@o sobre o tamanho e as fontes do erro, estimar a exatiddo do
resutado em relacdo ao valor tomado como verdadeiro, determinar a
adequabilidade do sistema em relagGo ao processo que se quer medir,
determinar os fatores principais a que o sistema de medicdo é suscetivel e
avaliar a estabilidade deste sistema de medicGo durante um periodo de
tempo.

Para a indUstria farmacéutica, a quimica analitica é o sistema de
medicGo empregado e, para esse tipo de medigGo, a regra é garantir
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informagées acuradas e confidveis, pois delas depende o desenvolvimento e a
manufatura de produtos farmacéuticos, quimicos ou alimentares. Os dados
analiticos suportam os estudos de formulagdo, monitoram a estabilidade dos
processos de fabricagdo e produtos formulados, bem como festam a
qualidade do produto, liberando-o para utilizagéo.

A qualidade do dado analitico é um fator critico para o sucesso de um
programa de desenvolvimento de matéria-prima, medicamento, alimento ou
cosmético. O processo de desenvolvimento e caracterizagdo da metodologia
analitica empregada tem um impacto direto na qualidade da informagdo
analitica.

Essa caraderizagdo é denominada Qualificagdo do Sistema Analitico e
contempla a Validagdo do Instrumental Analitico e a Validaggo de Métodos
Analiticos. E a evidéncia documentada de que o instrumental e o método
atendem aos requisitos para a andlise a que se destinam, n&o obscurecendo
o verdadeiro sinal do processo.

Uma vez concluido o trabalho de caracterizacgo do sistema de
medida, conhece-se seu erro e sua adequabilidade ao processo que se quer
medir. Essa é a etapa que oferece ao engenheiro a acurécia das informagées
sobre o seu processo. Somente depois de concluida essa etapa é que o
engenheiro poderd conhecer o seu processo de produgdo, avaliando-o com o
sistema de medic¢Go {4 validado.

A partir desse ponto, o engenheiro dispde de ferramentas de medicao
a fim de iniciar o procedimento para caracterizar, avaliar ou - como
denominado pelo FDA - validar um processo produtivo, que consiste em duas
fases principais.

A primeira fase é a etapa denominada coleta passiva dos dados. Nessa
etapa, os dados do processo de producGo em estudo sGo coletados e
analisados quanto & estabilidade, através de cartas de controle, bem como de
um estudo para verificar se o processo pode ser considerado sob controle do
ponto de vista estatistico. As causas assinaldveis que possam estar presentes e
evidenciadas nas cartas de controle sGo entdo identificadas e eliminadas.
Apés atingir o controle estatistico, faz-se o estudo do processo.

Todo o processo de validagdo do sistema de medicdo, e do processo
produtivo deve ser contemplado, conduzido e documentado de forma
especificada em protocolos e relatérios, seguindo procedimentos de operagao
padréo que sdo baseados em normas internacionais. Assim os procedimentos
de operacgo padrdo (POP) definem o que deve ser feito de forma
generalizada, sendo cada caso individual planejado em seu protocolo com os
respectivos critérios de aceitagGo e os resultados registrados em seus
respectivos relatdrios.

Esses procedimentos serdo descritos a seguir.
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Capitulo 2. Sistema Analitico

2.1 O Processo de Validacdo do Sistema
Analitico

A Quimica analitica € uma ciéncia tedrica e prdtica utilizada em um
grande ndmero de laboratérios, em diferentes formas, utilizando os mais
diversos equipamentos instrumentais analiticos e diferentes métodos. Tais
métodos sGo  usualmente  desenvolvidos, otimizados, validados,
colaborativamente estudados e aplicados.

As compilagées dos métodos aparecem em um grande nimero de
compéndios que fornecem as diretrizes bésicas para um desenvolvimento
efetivo de métodos para as mais diversas finalidades. .

Para métodos analiticos, os requisitos legais e mundialmente aceitos
sdo baseados nas diretrizes do FDA (Food and Drug Administration,1997) e
na USP Xlll (United States Pharmacopeia, 1995) e, mais recentemente, na |ICH
[International Conference on Harmonization, englobando Unido Européia,
Japéo e Estados Unidos (FDA)].

A ICH encaminhou novos desenvolvimentos nesse campo como
resultado da Conferéncia Internacional de Harmonizagdo para Requisitos
Técnicos de Registros de produtos farmacéuticos destinados a humanos.

Duas diretrizes da ICH (Q2A, 1995 e Q2B,1996) afetam
especificamente o enfoque da validacdo de métodos andliticos. Atualmente a
validacdo de métodos analiticos é parte de um processo mais completo e
abrangente designado como processo de validagéo do sistema analitico.

O processo de validagdo do sistema analitico contempla diferentes
aspectos, incluindo principalmente o instrumental analitico, atualmente
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presente em laboratérios, quer sejam de desenvolvimento analitico ou de
controle de qualidade.

A validagdo do sistema analitico € um processo que consiste em, no
minimo, quatro diferentes etapas, cada uma delas critica ao sucesso total do
processo: (1) validacgo de software, (2) qualificagdo/validacgo do
equipamento analitico (3) validagdo do método e (4) adequagdo do sistema,
representado na figura abaixo:

Hardware Validagao
de

_ métodos

4 equacgao
do
sistema

Software

Figura 1.0 processo de validacao do sistema analitico

(Shwartz e Krull, 1997)

Neste trabalho, enfocaremos trés etapas desse processo de validagdo,
a saber, hardware, métodos e adequacdo do sistema. Neste capitulo,
falaremos apenas da instrumentagdo analitica e, no capitulo seguinte, dos
métodos e adequacdo do sistema.
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2.2 Qualificacdo do Sistema Analitico

Antes de se dedicar ao trabalho de desenvolver e, posteriormente,
validar um método analitico, é necessério investir algum tempo e energia
para avaliar se o sistema instrumental analitico estd ele préprio qualificado.

A qualificagdo do sistema analitico é a parte do processo de validagao
que verifica o equipamento e seu desempenho, antes que ele seja
considerado disponivel para a utilizagdo em andlise.

Se a etapa de qualificaggo nao foi concluida e um problema é
detectado posteriormente, durante a utilizaggo do equipamento, serd mais
dificil e demorado identfificar a causa do problema para soluciond-lo. A figura

2 mostra o esquema e as etapas que compdem um processo de validacGo de
um sistema analitico.

"0 equipamento utilizado deve ter um projeto apropriado, uma capacidade adequada
e uma manutencdo prépria.”

Instalacbes Instalagdes Instalactes
dofabricante do usuario do usuario
Validagdo estrutural Validacdo funconal e Calibragdo e
e do software manutencao

I : f H = Adequabiidade do
uaiiicagcao Sistsma
Instalac3o Cperacional Performance

Antes da aquisicao Antes do uso Depois do uso

Figura 2. Esquema de validagdo de sistemas analiticos

(Shwartz e krull, 1997)
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Conforme ilustracdo acima, a validaggo inicia-se no local da venda do
equipamento, como parte do estdgio da validagdo estrutural. Durante esse
estdgio, o instrumento e o software s@o definidos para atender GLP (Good
Laboratory Practices), GMP (Good Manufacturing Practices), e as Normas de
ISO 9000. Durante a validaggo funcional ou estdgio de quadlificaggo, as
seguintes etapas sdo contempladas: (1) a qualificagdo da instalacgo (Ql), (2)
a quadlificacdo da operagdo (QO) e (3) a qualificagdo do desempenho ou de
performance (QP).

Apés o equipamento ser considerado disponivel para utilizagGo e apds
um periodo de uso, é recomendado oficialmente que seja feita a manutengdo
preventiva, seguida de calibragdo e padronizagdo, chamada por alguns
autores (Shwartz e Krull, 1997) de qualificaggo de manutengdo (MQ) ou
procedimentos de manutengdo. Cada laboratério deve ter seu procedimento
de operagdo- padrdo (POP), definindo a periodicidade para recalibragéo e
manutengdo preventiva e incluindo a definig@o sobre o inventdrio de pecas de
reposicdo. Essa programacdo é geralmente definida baseada no intervalo
observado em que o equipamento ndo apresenta perda de desempenho.

2.2.1 Quadalificagdo da Instalagdo - Ql

O processo de qualificacdo da instalagdo pode ser dividido em duas
etapas: pré-instalagdo e instalagdo fisica. Durante a pré-instalagdo, todas as
informacgdes pertinentes & prépria instalagdo, operagdo e manutencdo dos
instrumentos sdo revistas.

Os requisitos para o local de instalagGo e recebimento de todas as
pecas, manuais, eftc., necessdrios para a instalagdo, sdo confirmados e
providenciados. Durante a instala¢do fisica, os nimeros de série sdo
registrados, e todas as utilidades e conexdes de comunicagdo deverdo ser
concluidas.

A documentagdo, descrevendo como o instrumento foi instalado, quem
instalou e outras informagdes relativas ao processo devem ser documentadas
e arquivadas.
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2.2.2 Quudlificagdo da Operac¢do - QO

O processo de qualificagdo da operacdo garante que todos os médulos
do equipamento estejam operando de acordo com a especificacdo definida
para exatiddo, linearidade e precisdo do equipamento. Este processo pode ser
simples como uma verificagGo das rotinas embutidas no préprio equipamento,
ou conduzido mais detalhadamente, operando um fteste especifico, por
exemplo, para verificar a exatiddo do comprimento de onda de um detetor,
uma vazéo de fluxo de uma fase mével ou a precisdo de injegGo.

2.2.3 Qualificagdo do Desempenho - QP

O teste de desempenho, também frequentemente designado como
qualificacdo de performance, é conduzido para verificar o desempenho do
equipamento, agora nas condi¢cdes especificadas para determinada andlise.
Na prdatica, QO e QP podem ser conduzidas conjuntamente principalmente
para a exatidao, a linearidade e a precisdo (repetibilidade).

Para equipamentos de Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC), o teste de QP deve utilizar um método com caracteristicas bem
definidas de amostra, coluna e fase mével. A esséncia das diretrizes referentes
a sensibilidade do sistema, descritas na USP XXII-1995 sobre a
Adequabilidade do Sistema, também deve ser incorporada.

Novamente, uma documentag@o apropriada deve ser arquivada para
apoiar o processo de QP
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Capitulo 3. Validagcdo de
Metodologia Analitica

Todo e qualquer desenvolvimento de um produto quimico ou
farmacéutico gerard a necessidade de desenvolvimento de um método que
possa avaliar a qualidade desse produto durante seu desenvolvimento e sua
posterior produgdo. A validaggo de método analitico é um processo que
avalia ou quantifica se o método é aceitdvel para a andlise proposta, e é
requisito legal (FDA, 1987 e ICH, 1996) para garantir que uma metodologia
especifica seja exata, adequada, reprodutivel e robusta dentro da faixa de
concentra¢@o que serd utilizada.

Em 1987 o FDA (Guideline for Submitting Samples And Analitical Data
for Method Validation) designou as especificacdes da USP (United States

Pharmacopeia), como requisitos em conformidade legal com os requisitos do
FDA.

Apesar de existir uma concordéncia geral sobre os tipos de estudos que
devem ser feitos em uma validagao de métodos, existe também uma grande
diversidade na interpretacdo de como esses estudos devem ser feitos.

Para harmonizar a interpretagéo e o procedimento para esse estudo, a
Conferéncia Internacional em Harmonizagao (ICH - International Conference
on Harmonization, que engloba UniGo Européia, Japao e Estados Unidos
(FDA)), definiu duas diretrizes sobre a Validagdo de Metodologia Analitica. A
ICH Q2A, em 1995, relativa a procedimento, e a ICH Q2B, em 1996, relativa
a metodologia. Ambas devem ser consultadas durante a realizaggo dos
estudos de qualquer validagdo porque deverdo brevemente ser incorporadas
a USP e os érgdos regulamentadores federais |G fazem referéncias a tais
documentos.

As diferencas entre as “antigas” diretrizes especificadas pela USP e as
atuais da ICH s@o basicamente de origem seméntica, sem qualquer excecdo
destacdvel, como veremos a seguir.

De acordo com a USP XXlil, 1995, a total validaggo de métodos
compreende oito etapas, conhecidas como “os oito passos da validagdo”,
“parédmetros de performance analitica” ou fambém como “figuras de mérito
analitico”.

A ICH divide o assunto “Caracteristicas de Validagdo” de método
analitico de forma semelhante, porém com pequena diferenca na
classificagdo dos pardmetros que realmente importam. A ICH inclui a etapaq,
denominada adequabilidade do sistema, como parte da validagéo, e aborda
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resisténcia como parte do estudo de precisdo, enquanto a USP trata de
adequabilidade do sistema no capitulo referente & cromatografia e aborda
resisténcia como mais um item de validagdo, e ndo subitem de precisdo.

Para um melhor entendimento, abaixo estdo os pardmetros que devem
ser contemplados de acordo com a USP e a ICH.

USP ICH

Precisdo (repetibilidade) | Precisdo (em trés niveis)
s F R

Limite de deteccio | Limite de deteccdo

Limite de quantificacggo | Limite de quantificagdo

Especif‘iéi‘da.de“ - Especificidade

Linearidade  Amplitude | Linearidade
’ T | noitode

| Adequabilidade do sistema | Adequabilidade do sistema

|

Tabela 1 .Requisitos para validagdo de metodologia analitica

Neste trabalho, descreveremos a validagéo, abordando principalmente
a ICH, por ser mais completa e atualizada .

Este trabalho enfocard principalmente a validaggo de métodos
cromatogrdéficos por ser esta técnica hoje amplamente utilizada, e muito il
para exemplificar as etapas, cuidados e dificuldades relacionadas ao
desenvolvimento e & validagdo de método.

Um desenvolvimento e validaggo de método para HPLC requer
otimizacdo de diversas varidveis simultaneamente para obter um método
adequado para determinada aplicacGo, e seus principios se aplicardo
também a outras técnicas analiticas. Neste trabalho, serd dada énfase ao
procedimento de planejamento e condug@o dos experimentos, a apresentagdo
e documentagdo dos resultados e as suas conclusdes.
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A valida¢do ou caracterizagdo da qualidade da medida de um método
andlitico, além de quantificar a variabilidade dos pardmetros do método,
também permite evidenciar os problemas mais comuns e inerentes a uma
metodologia quimico-analitica.

Um programa bdsico de validaggo permite prevenir varios problemas,
como por exemplo: impurezas de sinteses que eluem com o pico do ativo que
se quer medir, comprometendo assim a exatiddo e a seletividade. Outro tipo
de problema comum a essa técnica pode estar relacionado a um tipo
particular de coluna cromatogréfica, que ndo mais produz a separagdo
necessdria porque o fabricante da coluna mudou seu processo de fabricagao,
alterando assim a precisGo do método, pois ndo hé reprodutibilidade com a
nova coluna.

Em muitos casos, o desenvolvimento do método é feito por um grupo
de trabalho, tipicamente um Laboratério de Desenvolvimento Analitico, e
aplicado por outro grupo, por exemplo, o Laboratério de Controle de
Quadlidade; nesse caso os problemas aumentam, pois serGo outros os
operadores, outros os equipamentos, outros os reagentes e outras as
condi¢bes de temperatura e umidade.

A melhor maneira de evitar ou minimizar esse tipo de problema é
avaliar a sensibilidade do método a variagées em condi¢des especificas
através da experimentagdo planejada, ou seja, determinar sua robustez e, em
seguida, avaliar a sensibilidade do método a variagbes aleatdrias presentes
em uma transferéncia de métodos, avaliando a sua reprodutibilidade.
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3.1. Exatidao

A exatiddo de um método é a medida da sua acurécia, do grau de
concorddncia entre o valor de referéncia, ou valor aceito como verdadeiro, e
o valor médio obtido pelo método analitico.

A metodologia recomendada (ICH, 1996) prevé a coleta de dados de,
no minimo, nove determinagdes em, no minimo, trés niveis de concentragdo,
contemplando a faixa de concentragao especificada (amplitude). Por exemplo:
trés concentracdes em trés replicagbes entre 50 - 150% do valor teérico ou
especificado para o estudo.

A coleta de dados para determinacdo da exatidGo pode ser obtida
através de um dos quatro procedimentos experimentais principais, a saber:

O Andlisando-se uma amostra de concentracGo conhecida e
comparando o valor medido com o valor conhecido. Para esse
método, é necessdrio utilizar padrdes de referéncia legalmente
reconhecidos, como sGo os padrées USP e NIST (National Institute
of Standards and Technology); quando padrées desse tipo ndo
estGo disponiveis, recomenda-se utilizar padrdes de referéncia
secunddria, documentando-se a sua procedéncia e normalizagdo
em relagGo a um padrdo primdrio (padrdo USP ou NIST).

O Comparagdo do novo método com um segundo método de
reconhecida acurdcia.

O Recuperagdo de quantidades conhecidas do analito que tenham
sido adicionadas ao placebo ou matriz da amostra. Se impurezas
potenciais tiverem sido isoladas na época do desenvolvimento, de
forma que poderd@o estar presentes como produtos de degradacgdo
ao longo da vida Otil do produto, estas devem ser também
adicionadas & matriz da amostra, para mimetizar amostras
impuras. Para os métodos de deteccgo de impurezas, o
procedimento ser@ o mesmo do método de deteccdo do ativo,
mudando-se evidentemente o critério de aceitagGo de exatiddo, por
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se tratar de amostras em concentracdes baixas e em niveis de dificil
deteccdo.

Baseia-se também na recuperagdo de quantidades conhecidas do
analito ou padréo que tenha sido adicionado agora a uma solugdo, pois néo
é possivel preparar o placebo ou matriz da amostra. Esse método é
empregado quando a amostra sem o analito tem caracteristicas muito
diferentes da amostra total.

A exatidao é normalmente expressa como a porcentagem de
recuperagdo obtida pelo método, comparando-a com o valor de referéncia.
O desvio da exatiddo deve ser tdo pequeno quanto possivel, para que o valor
medido se aproxime ao da referéncia. Em outras palavras , a recuperacéo do
analito deve aproximar-se de 100%.

Em andlise de tragos (microcomponentes ou impurezas), nem sempre
se alcancam recuperacgdes tdo elevadas e se consideram habituais valores de
recuperacdo entre 60 a 80%. Na andlise de macrocomponentes, em geral se
requer que o valor medido nao difira significantemente da referéncia. Para
determind-lo, é possivel utilizar um experimento, efetuando-se vdrias
determinagdes de amostras com concentrag@o conhecida, de onde se estima
a média da diferenga entre o valor medido e o valor real.

Os resultados encontrados devem ser registrados e comparados com
os critérios de aceitacGo previamente definidos no protocolo.

Um exemplo de experimento para determinacGo de exatidGo, sua
andlise e conclusdes serd apresentado no final deste capitulo.

3.2. Linearidade e Amplitude (Range)

A linearidade de um método analiico é sua habilidade em
proporcionar leituras que sejam, diretamente ou em escalas transformadas,
proporcionais & concentracdo da substancia em determinagdo.

A amplitude de um método é o intervalo entre o nivel superior e inferior
da concentragcdo do andlito (incluindo esses niveis) em que a exatiddo, a
linearidade e a precisdo dos resultados com o método em estudo tenham sido
demonstradas.

Para determinagdo da linearidade e faixa de variagdo, deve-se
preparar uma série de, no minimo, cinco diluicdes do padrdo,
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compreendendo o valor central da faixa de trabalho, 50% acima do limite
superior e 50% abaixo do limite inferior do intervalo especificado. Essas
solu¢des devem ser analisadas em duplicatas.

O estudo inicia-se ao verificar a linearidade da resposta do sistema em
relaco aos padrdes em diferentes diluigdes, para em seguida testar se essa
linearidade se repete quando da recuperacdo de adigdes do padrGo a matriz
da amostra, também chamado placebo da amostra. Esse procedimento
permite avaliar a exatiddo do método, como descrito no tépico anterior, e
também a amplitude de resposta do método. Um estudo em uma faixa de
concentraggo maior fornece confiabilidade de que o método responde
linearmente a toda a faixa de concentraggo compreendida pelo intervalo
especificado para aquele analito.

A linearidade do método andlitico deve ser avaliada por métodos
estatisticos apropriados, como por exemplo a andlise de regressao que
serd referenciada abaixo. Contudo, os seguintes comentdrios sobre avaliaggo
de linearidade merecem atengéo:

O resultado observado (y), deve ser igual a correspondente
concentracdo do padrdo avaliado (x). Um gréfico de y em fungdo de x, para
diversas determinagdes, de diversos valores de x, deve mostrar uma reta
passando pela origem, com declividade unitéria.

Desvios que mostram problemas incluem:

O Intercepto diferente de zero : isto mostra que hd um erro
sistemdtico (igual ao valor do intercepto), em toda a faixa de
medida.

O Dedlividade diferente da unidade: este caso mostra a exatidao
variando em fungdo do valor medido.

O Nao linearidade : este caso também mostra a exatiddo variando em
funcdo do valor medido, mas de um modo mais complicado (ver
analise de regressdo em textos de estatistica).

Quando desejamos avaliar o grau de relagdo entre as varidveis de
uma regressdo, ou seja, determinar qudo bem uma equaco linear, ou de
outra espécie, descreve a relacGo entre elas, estamos avaliando o grau de
correlacGo entre as mesmas. O coeficiente de correlagGo entre duas varidveis
expressa o quanto da variGncia de uma varidvel é explicada pelo
conhecimenio da outra.

Em nosso caso, estamos fixando valores de x (sem erro) e observando
uma varidvel cuja média depende de x; a observacdo tem erro aleatério. O
quadrado do coeficiente de correlagdo que encontramos nos cdlculos de
“regressGo” mostra o quanto da variacdo de Y é “explicada” por x.
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Assim, um coeficiente de correlagdo ao quadrado *=0.99, significa
que a vari@ncia de y, sendo x conhecido, é apenas 1% do que seria sem o
conhecimento de x. Nesse caso x tem um excelente efeito preditor sobre y. A
regressGo é tanto mais préxima dos valores de y, quanto maior for o
coeficiente de correlagGo (que é limitado em [-1, 1].

O coeficiente de correlagdo, o valor do intercepto da reta de regressdo
com o eixo y devem ser registrados no relatério e comparados com os critérios
de aceitagdo previamente definidos no protocolo. O gréfico da reta ajustada e
dos demais grdficos também devem ser incluidos no relatério.

Um exemplo de verificacGo de linearidade e exatiddo utilizando-se
andlise de regressdo serd dado no final deste capitulo, porem recomendamos
ao leitor a consulta a textos de Estatistica para uma explanagdo completa

sobre Andlise de Regress@o e suas aplicagdes (por exemplo, ver Draper &
Smith 1981).

3.3. Precisa@o

A precisao estd relacionada com a dispersdo das medidas ao redor de
seu valor médio ou central e corresponde ao grau de concorddncia entre
ensaios individuais.

De acordo com ICH, a precisGo deve ser determinada em trés niveis
diferentes: repetibilidade, precisGo intermedidria e reprodutibilidade. Antes de
apresentarmos a definicdo e a discussGo de cada um dos trés tipos de
precisdo, é interessante e oportuno esclarecer quais sGo as fontes principais
da variabilidade das medidas em um laboratério quimico e que podem
comprometer a precisGo de um método analitico.

O Erro em um Resultado Analitico

A diferenca entre um valor conhecido e o resultado de sua medida
analitica é uma quantidade composta de um erro sistemdtico e um erro
aleatério.

O erro aleatério - Sr - é obtido, fazendo-se determinagdes repetitivas
em uma Unica amostra, em condicdes idénticas e avaliando-se as diferencas
encontradas entre os valores individuais e a média das medidas, como serd
descrito no tépico sobre repetibilidade. O erro aleatério é fungdo de muitas
pequenas causas desconhecidas que faz a resposta flutuar em torno da
média.
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O erro sistemdtico - Sb - é considerado pelos quimicos como o mais
problemético, pois ele é tendencioso, e seu sinal e famanho nao variam entre
determinacdes em um mesmo material. E um erro constante de cada
laboratério ou de cada andlista. Ele pode estar associado a um procedimento
inadequado, a um reagente com uma impureza, a uma calibragdo mal feita,
a uma técnica ligeiramente diferente de um analista que esteja mal treinado,
a uma md interpretagdo de um passo no procedimento analitico ou a tantas
outras variagées normalmente presentes em um ambiente de laboratério.

A variancia total do método é dada pela soma dos dois erros, e a
experiéncia (Youden, 1975) mostra que Sr é quase sempre menor que Sb, e
freqientemente Sr é a metade ou a terca parte do tamanho de Sb. Em outras
palavras: o erro sistemdtico domina a situag@o, principaimente quando o
estudo é entre laboratérios.

Quando o Sr for inaceitavelmente grande, a situagdo toda deve ser
revista e nada se pode dizer de um método que ndo apresenta concorddncia
aceitdvel entre duplicatas.

Um outro tipo de erro pode também aparecer, oriundo da diferenca de
um procedimento especifico de um analista ou de um laboratério, da maneira
como ele transpde uma dificuldade especifica com uma amostra e que pode
aofetar o resultado. Esse tipo de variagdo é chamado de interagGo-amostra /
operador ou interagdo-amostra / laboratério.

A técnica estatistica andlise de varidncia (ANOVA), que serd
referenciada abaixo, permite separar as contribui¢cées do erro aleatério, do
erro sistemdtico e da interacdo amostra / laboratério. O quimico poderd
definir completamente a precisGo de seu método analitico, se planejar
adequadamente o experimento e, em seguida, fazer a andlise da variéncia.

As estdtisticas que serdo obtidas pelo experimento refletirGo a real
performance do método, se o quimico tiver a consciéncia de experimentar o
método, expondo-o as reais variagdes de uma situagGo rotineira de andlise e
ndo a condi¢des idealmente controladas.

E importante salientar que cada andlista (no caso de precisdo
intermedidria) ou cada laboratério (no caso de reprodutibilidade) deverd
analisar replicatas das amostras que |lhe cabem, ao invés de duplicatas.
Esclarece-se aqui, que o termo replicata se refere a preparacdes integrais de
novas amostras, enquanto duplicata se refere a aliquotas de uma mesma
preparacdo. O procedimento de utilizaggo de replicatas, ao invés de simples
duplicatas, tem o suporte de vdrios argumentos (Youden, 1975):

(a) Sem nenhum trabalho adicional, um outro material é testado. (b) A
confianga no resultado é maior, pois nGo hd como censurar o resultado, ja
que é outra amostra do mesmo material, e nGo sua simples duplicata. (c) Os

26



dados obtidos, a partir de um par de materiais muito similares, levam
facilmente a estimativas da distribuicdo do erro aleatério e do erro
sistemdtico.

3.3.1 Repetibilidade

E o resultado do método, operando em um curto espago de tempo e
sob as mesmas condigdes, dentro do mesmo laboratério, pelo mesmo
analista.

Deve-se partir de um minimo de nove determinacgdes, contemplando o
range especificado, por exemplo: trés niveis, trés determinagdes cada, ou seis
determinagdes em 100% da concentragdo tedrica.

A precisGo deve ser calculada como o desvio-padrao, desvio-padréo
relativo (RSD), intervalo de confianga para a média e avaliada em relagdo aos
critérios de aceitagGo predefinidos no protocolo, sendo em seguida
registrados no relatério correspondente. Um exemplo de determinagdo de
repetibilidade serd apresentado no final desse capitulo.

3.3.2 Precisdo Intermedidaria

A precis@o intermedidria expressa o efeito de varia¢des presentes dentro
do laboratério, devido a eventos aleatérios, tais como diferentes dias,
diferentes analistas ou equipamentos, etc. NGo é necessdrio estudar esses
efeitos individualmente.

Em determinagdes de precisdo intermediaria, o planejamento de
experimentos deve ser utilizado para que os efeitos (se presentes) de varidveis
individuais possam ser monitorados.

O objetivo do estudo é identificar e monitorar as principais fontes de
variagdo que comprometem a precisGo da medida. Essa determinacdo de
cada uma das fontes de variabilidade pode ser obtida, utilizando-se estudos
de R&R (repetibilidade & reprodutibilidade) disponiveis em softwares
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estatisticos e em textos estatisticos tais como Montgomery (1996). No final
deste capitulo seré apresentado um exemplo de estudo de R&R .

3.3.3 Reprodutibilidade

Reprodutibilidade ou resisténcia, como chamam alguns autores, refere-
se ao resultado de testes interlaboratoriais ou colaborativos entre laboratérios
diferentes. £ o grau de reprodutibilidade dos resultados obtidos sob uma
variedade de condigbes, expressos como desvio padrdo relativo (RSD). Esse
tipo de andlise requer planejamento de experimento e balanceamento dos
dados, para que se possa no final, através da técnica de ANOVA, identificar
corretamente todos os tipos de erros ou variabilidades G descritos.

E possivel determinar a repetibilidade, a precisdo intermedidria e a
resisténcia em um Unico experimento, desde que algumas regras sejam
observadas no planejamento e execucdo do experimento, como serd descrito
a seguir.

Planejamento de Testes Interlaboratoriais.

O principal objetivo de um teste colaborativo, utilizando um
determinado método analitico, é determinar a sua precisdo, buscando
identificar todas as possiveis variacdes a que o método normalmente é
exposto. Idealmente, para um método ser considerado satisfatério para todas
as amostras, ndo deve haver evidéncia de erro ou interagdo entre
laboratérios; o erro total deve ser oriundo do erro aleatério devido & causas
ndo-controldveis que aparecerGo como erro dentro de laboratério. Na
prdtica, isso é raro acontecer (Steiner,1975).

Os quimicos analiticos esperam que as andlises de um mesmo
material, feitas em tempos diferentes e por diferentes pessoas em lugares
diferentes, tenham resultados em concordancia aceitavel. Em outras palavras:
que as variagdes enconitradas estejam dentro de limites aceitdveis ou ainda
que a precisdo do método seja adequada e que os resultados individuais
estejam aceitavelmente préximos ao valor verdadeiro.

A técnica estatistica Andlise de Varidncia (ANOVA) (Box Hunter &
Hunter, 1978) é a ferramenta recomendada para decompor a variancia total
de um procedimento analitico em seus componentes individuais. A partir dai,
o quimico poderd identificar e controlar as causas dessas variagbes e, em
uma segunda etapa, melhorar o desempenho do método analitico em estudo.
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Sobre os Laboratorios Participantes

O nimero de laboratérios selecionados para participar de um estudo
colaborativo deve estar geralmente entre oito e quinze. Em cada laboratério,
determinagbes das amostras que estdo circulando devem ser analisadas,
sempre pela mesma pessoa. Antes de qualquer laboratério tomar parte no
teste, serd desejavel enviar-lhe duas amostras: uma de concentracdo
conhecida e outra de concentracdo n&o-revelada.

Os laboratérios ndo devem participar se ndo se mostrarem
suficientemente competentes. NGdo devem escolher seu melhor analista, mas
um que seja de competéncia média. O operador deve analisar replicatas
suficientes até que se familiarize com a amostra, antes de iniciar o feste.

Distribuicio de Amostras

Um ndmero suficiente de amostras deve ser calculado e circulado para
que o range de valores esperado para aquela amostra seja coberto.
Normalmente essa quantia estd entre trés e cinco amostras. Cada amostra
deve ser preparada em quantidade suficiente para distribuicGo em
embalagens & prova de umidade; uma quantidade suficiente da amostra
lacrada ficard retida no laboratério responsével pelo envio das amostras.

Precaucbes devem ser tomadas para que as amostras sejam
preparadas no estado mais homogéneo possivel. Quando elas puderem ser
enviadas em forma de liquidos ou pés, isso deve ser feito.

Replicatas

Cada analista deve analisar, no minimo, duas replicatas. Geralmente
ndo serd necessdrio analisar mais que duas replicatas, pois isso trard carga
extra de trabalho, sem aumentar relevantemente a qualidade da informagao
| obtida. A tentacdo de aumentar o nimero de festes colaborativos deve ser,
até certo ponto, evitada.

O numero de resultados utilizados na andlise estatistica deve ser o
mesmo para cada laboratério; todas as medidas devem ser relatadas na
ordem da seqiiéncia de obten¢éo, mesmo que o nimero seja maior do que o
requisitado.

Apresentagio dos Resultados

Os requisitos para a apresentacgo dos resultados devem ser enviados
juntos com a amostras, com instrugdes claras das agbes a serem tomadas.
Isso inclui:

(1) Instrucdes para estocar e subdividir a amostra.
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(2) Preparagdes da amostra antes de conduzir a andlise.

(3) Detalhes precisos do método a ser seguido.
(4) NGmero de replicatas a serem feitas.

(5) Detalhes requeridos para a forma do relatério.
(6) NUmero de algarismos significativos

Um exemplo de estudo interlaboratorial serd apresentado no final deste
capitulo.

3.4. Especificidade

A especificidade (USP XXIll, 1995) ou seletividade de um método
analitico é a sua habilidade para medir acurada e especificamente o andlito
na presenca de todos os componente que, espera-se que estejam presentes
na matriz da amostra. E a medida do grau de interferéncia (ou auséncia de
interferéncia) da complexidade da amostra no resultado do teste. Em outras
palavras, é a habilidade do método em determinar exclusivamente o anadlito.

A especificidade é freqlentemente expressa como o grau ou tendéncia
dos resultados obtidos de andlises de amostras, contendo impurezas
adicionadas, produtos de degradacdo, componente de estrutura quimica
semelhante ao do analito, ou ingredientes do placebo quando comparados
ao resultado do teste de amostras, sem a adi¢do desses componentes.

A tendenciosidade ou “Bias”, como chamam alguns autores (USP XXlil,
1995 e Grenn, 1996), é obtida pela diferenca entre os dois conjuntos de
amostra.

O procedimento prevé que o método seja aplicado a amostras que
contenham todos os possiveis interferentes, menos o analito; o cromatograma
obtido deve mostrar auséncia de sinal de resposta no tempo de retencGo
esperado para o analito em questdo.
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3.5. Limite de Detec¢cdo Qualitativa e
Quantitativa

O limite de detecggo ou a sensibilidade de um método andlitico
corresponde & minima quantidade de analito que pode produzir um resultado
significativo.

Os par&metros para se definir e avaliar a sensibilidade de um método
sGo os limites de detecgdo e de quantificagéo.

3.5.1 Limite de Detec¢do Qualitativa:

O limite de deteccdo, segundo a USP corresponde & menor
concentragdo de analito que se pode detectar, porém ndo necessariamente
quanfificar em determinada amostra nas condicdes estabelecidas. E
expressado em unidades de concentracdo (%, ppm, ppb, etc..). Sua
determinac@o pode efetuar-se através da andlise de um branco ou placebo
(todos os ingredientes de determinada formulagdo, com exce¢éo do analito).

3.5.2 Limite de Detec¢do Quantitativa:

O limite de quantificacGo corresponde, segundo a mesma referéncia, a
menor concentracGo de analifo que se pode determinar com precisGo e
exatidGo razodveis nas condi¢des estabelecidas e é expresso também em
unidades de concentraco. (Quattrocchi et alli, 1992)

Em geral sé se efetua a determinagdo dos limites de deteccdo e
quantificacGo em andlises de impurezas ou tragos, quando o intervalo
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analitico se encontra muito préximo ao limite de detecgdo, ou em casos em
que o método se destina & determinacao de residuos de 4dguas de lavagem de
reatores ou equipamentos industriais.

Convenciona-se (USP XXXIII,1995 e ICH,1996) utilizar a relagao-sinal:
ruido para determinar o limite de deteccdo qualitativa e quantitativa de um
método. A determinagéo utilizando a relagdo sinal/ruido é feita comparando-
se o resultado de testes de amostras conhecidas do analito com resultados de
amostras em branco (auséncia do analito) e estabelecem um nivel minimo em

que o andlito pode ser detectado. Uma relacdo sinal /ruido de 2:1 é
geraimente aceita.

7

Para métodos ndo-instrumentais, o limite de detecco é geralmente
determinado através da andlise de amostras de concentragdes conhecidas do
andlito e, entdo, estabelece-se um nivel minimo em que o analito pode ser
seguramente detectado.

Para métodos visuais ndo-instrumentais, pode-se utilizar o limite de
deteccGo obtido por cromatografia em camada (TLC-Thin layer
chromatography), ou por titulacdes.

A obtencdo do limite de detecgGo quantitativa segue o mesmo
procedimento utilizado para a obtengo do limite de deteccdo qualitativa,
porém aumentando-se a relagdo sinal/ruido para 10 : 1.

3.6. Robustez

Robustez do método é a sua capacidade de se manter insensivel a
pequenas, mas deliberadas, variagdes em seus pardmetros, conduzidos pelo
préprio laboratério que o desenvolveu.

Antes que um método circule pelos laboratérios onde sua precisdo serd
testada, o laboratério que o desenvolveu deve estar completamente seguro
dos principais fatores que afetam o resultado, para que as precaucdes
necessdrias possam ser descritas no procedimento e, assim, minimizar as
variacdes. Essas informacgdes sdo freqientemente acumuladas durante o
processo de desenvolvimento do método. Uma técnica sistemdtica foi descrita
por Youden (1975) e continua sendo de grande aplicagdo (Mulholland, 1987).

Essa técnica permite que as importancias relativas de diversos fatores
sejam avaliadas simultaneamente. Designa-se por robustness (ICH, 1996) ou
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robustez o efeito de cada fator no resultado obtido pela técnica. Em geral usa-
se um plano sistemdtico (fatorial) em que cada fator assume dois niveis. O
plano é um desenho balanceado, de maneira que o efeito de um fator
particular é medido pela diferenca entre as médias de dois subconjuntos de
dados obtidos de cada quatro experimentos.

A tabela seguinte (um exemplo com 7 fatores) fornece a combinagdo
de fatores em cada experimento; os dois niveis de cada fator sdo designados
por letras mailGsculas (maior nivel) e mindsculas (menor nivel).

Experimento n .. . Fatoresde Combinaggo. =~ . Resultados
1 A B C D E  F G X,
o | IR CD Rt aar g x2 |
L :A S T R R S 1 x4 ;
o ,a B S B St St s g: )(5
S ; : — =t x6 .
S i R C D e x7 .
...... . R e E Sras g . X8

Tabela 2.Robustez

O:s fatores pesquisados em dois niveis podem ser tempo de extragéo, %
de um dos solventes da fase moével, fluxo da fase mével, temperatura,
comprimento de onda do detetor, presenca ou auséncia de algum
componente ou ainda a inclusdo e a exclusGo de um determinado passo do
procedimento, tal como agitagdo mecanica vs. manual e outros fatores que o
analista possa ter identificado na fase inicial do desenvolvimento do método.

A diferenca entre as médias de qualquer subgrupo de quatro
experimentos, contendo o fator em nivel mdximo e minimo, mostraré o efeito
produzido pela mudanga do valor daquele fator, uma vez que qualquer outro

efeito dos outros seis fatores remanescentes serd sempre cancelado {ver Box
Hunter & Hunter, 1978).
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3.7. Adequabilidade do Sistema (system
Suitability)

Como foi dito anteriormente, a ICH inclui testes de adequabilidade do
sistema como parte da validacGo de métodos analiticos, e a USP considera
esse parmetro como parte integrante de desenvolvimento e validagdo de
métodos cromatogrdaficos.

A adequabilidade do sistema é um conjunto de testes para verificar se
a resolug@o e a reprodutibilidade do sistema cromatogrdfico séo adequadas
para determinada andlise. Os testes sdo baseados no conceito de que o
equipamento, o sinal eletrdnico, as operacdes analiticas e a amostra
constituem um sistema integral que pode ser avaliado como um todo.

Em quimica instrumental analitica, esse é o primeiro parGmetro que
deve ser avaliado imediatamente apds o desenvolvimento de um método
analitico, na fase de qualificacgo do desempenho, pois ndo hd razdo para
medir os demais pardmetros se o sistema todo ndo for considerado
qualificado.

Assim, a verificacdo da efetividade final do sistema deve ser realizada
ndo sé no desenvolvimento, mas também durante o teste, sempre que houver
uma modificacdo significativa no equipamento, em um reagente critico ou se
houver suspeita de um mau funcionamento.

A USP recomenda que o estudo da adequabilidade do sistema seja
determinado a partir do pico do analito.

Os equipamentos instrumentais analiticos atuais |G possuem software
que avalia a adequabilidade do sistema, assim que o andlista considera o
método desenvolvido e aciona o passo para esse tipo de medida.

Os par&metros especificados na literatura para avaliagdo da
adequabilidade do sistema e seus critérios de aceitacdo estGo definidos
abaixo e ilustrados logo a seguir.
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3.7.1 Resolugdo (Rs)

A Resolugo R é uma fungdo da eficiéncia da coluna (N), especificada
para garantir que picos que eluem muito préximos sejam bem resolvidos, isto
é, separados uns dos outros.

Critério de aceita¢do: R, > 2 entre o pico de interesse e o pico que elui
muito préximo (impurezas, produto de degradacdo ou qualquer outro
interferente).

3.7.2 Pratos Tedricos (N)

Os pratos tedricos fornecem a medida da eficiéncia da coluna, ou sejq,
é a medida da intensidade ou agudeza do pico, requisito muito importante
para a deteccdo de tragos de componentes.

O valor de N depende da substancia que estd sendo cromatografada,
assim como também das condicdes de operacgdo, tais como o fluxo e a
temperatura da fase modvel ou gds de arraste, da qualidade do
empacotamento da coluna e da uniformidade do empacotamento dentro da
coluna e, para colunas capilares, da espessura do filme da fase estaciondria;
finalmente, do diGmetro interno e comprimento da coluna.

Critério de aceitacdo : em geral N deve ser > 2000

3.7.3 Repetibilidade (RSD)

] Medida da eficiéncia da coluna quanto aos requisitos de repetibilidade.
E medido como desvio-padrdo relativo (RSD) a partir de duas injegdes em
replicatas de solugdes padrdes.

Critério de aceitagdo : RSD < 1%, para, no minimo, cinco replicagbes.
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3.7.4 Fator de Cauda (1)

Tailing factor ou fator de cauda é a medida da simetria do pico. Para
picos perfeitamente simétricos, T é igual & unidade, e seus valores aumentam
conforme a cauda se torna mais pronunciada. Em alguns casos, valores
menores que a unidade podem ser observados. Conforme a assimetria
aumenta, a integracdo do pico e a precis@o da medida tornam-se menos
confidveis. Esse tipo de teste pode ser feito, coletando-se dados a partir de
replicadas da injecdo do padrdao ou outra substdncia recomendada pelo
procedimento especifico.

Critério de aceitacdo : Recomenda-se T < 2

3.7.5 Fator de Capacidade (k')

O pico deve ser bem resolvido, separado de outros picos vizinhos e do
volume morto; geralmente, como critério de aceitagGo recomenda-se K'>
2.0. A figura abaixo é um exemplo de adequabilidade do sistema.

equabili ade do sistema
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3.8. Capabilidade da Medida

A capabilidade da medida é a sua habilidade em fornecer medicées
consideradas satisfatérias para a finalidade proposta. Pode ser definida como
a relagdo entre a precisGo da medida e a tolerGncia da especificagdo
(Czitron,1997). Essa relagdo compara o erro da medida com o intervalo
especificado para o processo, como definido na equagéo abaixo:

Z;: = 2—‘-5%%5 Sendo:

P = PrecisGo

T = Intervalo de toler@ncia para o processo a ser medido
o = oencontrado na determinagGo de reprodutibilidade
LSE = Limite superior de especificacGo

LIE = Limite inferior de especificacGo

P/T é frequentemente expresso como percentagem, multiplicando-se o
quociente por 100. E desejavel que P/T seja pequeno para que apenas uma
pequena fragdo da toleréncia do processo seja usada pela variabilidade da
medida.

Como regra geral, considera-se o sistema de medicGo capaz para
medir um determinado processo, se a relacGo P/T ndo exceder de 0.3 (30%).
Barrantine (1991) fornece os seguintes valores como referéncia para essa
avaliaggo:

10 % ou menos  Excelente

11% a 20 % Adequado
21% a 30% Marginal
Acima de 30% Inaceitavel

UNICAMP
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3.9. Protocolo de Vdlidag¢ao

O protocolo de validacdo analitica é o documento no qual sGo
registradas, de forma sucinta e objetiva, as decisdes tomadas em relagdo a
quais pardmetros o método serd avaliado e como e quando serdo
determinadas.O primeiro passo é definir os requisitos de validagdo para o
tipo de andlise; o segundo é definir como fazer. E nesse protocolo que todas
essas informagdes sdo definidas, organizadas e planejadas.

A USP no capitulo <1225>, sobre validacGo de método analitico,
especifica fermos e definicdes, mas deixa protocolo e metodologia abertos a
interpretacdo do quimico. Essa omissGo pode ser intencional para permitir
flexibilidade no processo de validaggo.

3.9.1 DefinicGo dos Parametros a Serem
Investigados

Tanto a USP com a ICH reconhecem que ndo é sempre que todos os
par@metros de validagdo devem ser determinados. Essa definicgo é
decorrente do tipo de método e de sua finalidade. A USP divide os métodos
analiticos em trés categorias :

QO Categoria 1 - Ensaio ou quantificagdo de componentes de maior
concentrag@o

O Categoria 2 - Ensaio ou determinagGo de impurezas e produtos de
degradagao

O Categoria 3 - Ensaio ou determinacdo de caracteristicas de desempenho
(Exemplo: Teste de dissolugdo de comprimidos)

A tabela abaixo expde os requisitos (USP XXIlI, 1995 e ICH,1996)
quanto aos pardmetros, de acordo com a classificacgo do método.
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Pardmetros

Ensaio

Categoria 1

Ensaio

Categoria 2

~ Ensaio

Categoria 3

Exatidao

|

LOD

LOQ
Linearidade/
Range

PrecisGo -Ré.pe*. |
| Pr,é.c.i.,sao |merm
| Reprodutibilidade |
Especiﬁciddde ”

“Sim.
Sim

-

Sim |

Sim

Sim
Sim
Sim”™
Sim

Sim

Néao

Sim r

Sim

| Quantitativo . Limite do teste

Sim
Sim

Sim

Tabela 3. Parametros requeridos para validagcdo de acordo com o tipo do método

* Dependendo do caso, pode ser necessdrio.

** Em casos onde reprodutibilidade tenha sido determinado, nao
é necessdario determinar precis@o intermediaria.

3.9.2 DefinicGo do Protocolo.

Uma vez definido quais pardmetros deverGo ser determinados, antes
de se preocupar com o planejamento experimental e com o protocolo, é

necessdrio definir alguns pontos:

Q A seletividade do método deve ter sido previamente demonstrada, ou
deverd ser medida e documentada durante o curso do protocolo de

validagéo.

Q O método deve ter sido desenvolvido e ofimizado até o ponto em que faga
sentido investir tempo e recursos para validd-lo. De fato, robustez deve ser
o primeiro par@metro a ser investigado.
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Uma vez que os dados tenham sido gerados, procedimentos estatisticos
devem ser utilizados para avalig-los e, em seguida, tomar decisdes com
menor subjetividade.

Uma vez que as trés etapas anteriores tenham sido avaliadas, o seguinte
protocolo pode ser utilizado:

Em um dia, a linearidade e a exatidao podem ser determinadas
conjuntamente, testando-se o ativo em 5 niveis.

Em seguida ao dia um, seis repeti¢cdes sao feitas com o ativo a 100% para
determinar a repetibilidade.

A etapa dois é repetida em dois outros dias por, no minimo, dois analistas
diferentes, para determinag@o da precis@o intermedidria.

O limite de detec¢@o serd avaliado (quando necessdrio), analisando-se o
ativo em cinco niveis de concentracdo, com seis repeticdes para
determinar a precisdo.

A linha de base é avaliada com seis repeti¢cdes de inje¢do do branco para
determinag@o do limite de detec¢@o (se necessdrio).

Dessa forma o protocolo, descrito acima e resumido na figura abaixo,

fornece um esquema bdésico para uma valida¢do de método.
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Esquema para protocolo de validagao analitica

1 Robustez | Linearidade : LOQ ] LOD

Parémetro 1 ! Nivel 1: 50% j Nivel 1 1| Seis brancos

Min. e max.

Par&dmetro 2 ; Nivel 2: 80% % Nivel 2
Min. e méax. !
Parametro 3 Nivel 3: 100% Nive|"3
Min. e max. ]
Porc":n;;tro 4 Nivel 4: 120% | Nivel 4
B hMin. e méx.
‘;w Parametro 5 Nivel 5: 150% ; Nivel 5
1 ) Min. e méx. ! ‘
| PRECISAO LOQ
[ Seis Replicatas Nivel LOQ

Tabela 4 .Exemplo de protocolo para validagdo analitica

Assim, tem-se um procedimento experimental que, aliado & utilizaggo
de testes estatisticos apropriados, torna o processo de decisGo em relagdo aos
dados menos subijetivos, e todo o processo de validaggo muito mais objetivo.
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3.10. Transferéncia de Método e
Revalida¢ao

Uma vez que o método tenha sido validado estard pronto para ser
transferido para outro laboratério que o utilizard. E ideal que os laboratérios
estejam em constante comunicacdo até que os objetivos do método tenham
sido desenvolvidos, otimizados, e a validacao tenha sido concluida.

A documentacdo do método deve incluir um procedimento escrito de
forma detalhada, relatério de validacao, critérios de System Suitability, quando
necessdrio, e um plano para implementagdo do método. O usudrio final deve
planejar o tempo para testar o desempenho do método e se familiarizar com
ele antes de colocd-lo a disposi¢do para o laboratério.

A revalidag@o do método deve ser conduzida em resposta as mudancgas
relacionadas a alguma matéria-prima, ao processo de fabricagdo, as
alteracdes de formulacéo do produto, ou a qualquer outra alteragdo (diluiggo
ou preparagdo da amostra) no método.

3.11. Exemplos de aplicagdo

Esses exemplos tem por objetivo demonstrar todas as etapas
envolvidas na determinacGo de cada um dos par@metros |d citados acima,
mas recomenda-se ao leitor a consulta das bibliografias |G citadas para a
completa exposigdo das técnicas aqui utilizadas. Na maioria dos casos
utilizou-se o software estatistico SAS.
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3.11.1 Determinacdo da Exatidao:

Sao preparadas 3 amostras com 80, 100 e 120% da concentracGo
estimada do analito, e cada uma delas é replicada trés vezes. Considere os
seguintes valores:

| Padréo (%) Encontrada (%) Recuperacgdo (%)
80 | 785/783/760 98,1/ 97,9 /95,0
100 | 101,1/101,3/98,4 | 101,1/101,3/98,4
120 [119,2/119,5/1188 |  99,3/99,6/99,0
Tabela 5. Determinacao de Exatidao

n =9

R = 98,9%

S =1,88%

RSD =1,90%

t =tug 0975 = 2,31

Calculando o intervalo de confianga para a verdadeira média, temos:

188 1.88
> < < 98,9 + 2,31 2=
o K N

98,9 - 2,31

ou sejq,
97,45 < u < 100,35.

O intervalo de confianga contém o valor 100%; logo, ndo se encontra
evidéncia contra a exatiddo do método.
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3.11.2 linearidade, precisGo e exatiddo em um
sO experimento

Para verificar-se exatiddo, precisdo e linearidade de um processo de
medida, usam-se dilui¢des conhecidas com 1%, 2%, 4% e 8% de teor. Em
cada ponto, sdo feitas duas replicagdes genuinas: preparam-se as respectivas
solucdes, duas com mesmo teor, em separado. O experimento foi feito em
ordem aleatorizada: os oito pontos experimentais foram medidos em ordem
escolhida por sorteio (experimento co

mpletamente aleatorizado).

Os resultados sao:

1 1 1 1.07

) ] ,2 B v]'.og {
. 3. . , ] v _,].95, |
. , . , o 210

) . ] RS 4..,]7.,

,6 . . 2, SRR I 3.'97 .

Tabela 6. Verificacao de Linearidade, precisdo e exatidao

Ajuste de uma reta

O programa usado estd a seguir:
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data t;

input OBS TEOR REP REC;
datalines;
1 1 1 1.07
2 1 2 1.08
3 2 1 1.95
4 2 2 2.10
5 4 1 4.17
6 4 2 3.97
7 8 1 7.97
8 8 2 7.92
symbol v=dot c=blue h=3 i=none;
proc reg graphics data=t;
model rec=teor;
run;
plot r.*p. r.*teor/vref=0 cframe=cream;
plot ngg.*r./noline cframe=cream;run;
A saida do procedimento segue:
Model: MODEL1
Dependent variable: REC
Analysis of variance
sum of Mean
source DF squares square F value Prob>F
Model 55.65012 55.65012 8525.535 0.0001
Error 0.03916 0.00653
C Total 55.68929
ROOT MSE 0.08079 R-square 0.9993
Dep Mean 3.77875 Adj R-sg 0.9992
C.V. 2.13808
Parameter Estimates
Parameter Sstandard T for HO:
variable DF Estimate Error Parameter=0 Prob > |T|
INTERCEP 1 0.089565 0.04911541 1.824 0.1180
TEOR 1 0.983783 0.01065463 92.334 0.0001
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Residual

0

-0.

=0.

Antes de olharmos esta saida, precisamos validar o modelo, através

da

andlise de residuos. O grdfico de residuos, e o grdfico probabilistico de
residuos, que estGo a seguir nos ajudam nesse trabalho:
REC = 0.0896 +0.3838 TEOR
.15 ¢ N
8
Rsq
0.9993
.10 adj o
0.9992
At MSE
.05 . 0.0808
.00 '———-———————————w*———-———-———-—-—-—————"————j
o ¢
e
15
i I 1 I { 1 T 1
1 2 3 4 3 6 7 8
Predicted Value of REC
REC = 0.0896 +0.9838 TEOR
37 N
8
Rsq
2 0.9993
AadjRsq
@ oo
At MSE
Z 1 . 0.0808
S o“ .‘
2 ®
= =11 @
-2
-3 1
T i T I T t i ¥ | 1 T T
-0.125 -0.100 -0.075 -0.050 -0.025 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150

Residual
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Os dois grdficos tem aspectos razoavelmente bons. No primeiro,
espera-se uma distribuicdo grosseiramente em faixa horizontal dos residuos;
no segundo, os residuos devem estar alinhados, para que a distribuigdo
Gaussiana possa ser considerada adequada para sua distribuicao.

Verificado o modelo, pelos residuos do ajustamento, podemos estudar
a regressdo.

A proporcdo de varidncia explicada pelo modelo é R? = 0.9993. O
valor indica um qjuste muito préximo.

A equagdo ajustada é REC = 0.089565 + 0.983783 + e,
onde var(e) é estimada em 0.00653.

A precisdo das estimativas do intercepto e do coeficiente de TEOR é
dada pelos seus desvios-padrao.

A tabela a seguir contém todos os resuliados sobre os parGmetros do
modelo:

Parameter Estimate

Parameter Standard T for HO:
variable DF Estimate Error Parameter=0 Prob > |T|
INTERCEP 1 0.089565 0.04911541 1.824 0.1180
TEOR 1 0.983783 0.01065463 92.334 0.0001

Verifica-se que o valor do intercepto nao é significante. O teste para a
hipétese de que o desconhecido valor do intercepto seja zero dd nivel de
significancia p = 12%.

Teste de exatiddo

Podemos testar a hipétese simultdnea H,: a = 0; b =1, que
corresponde ao modelo exato. O nivel de significancia desse teste é dado pelo

comando TEST e resulta em:
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Dependent Vvariable: REC
Test: Numerator: 0.0109 DF: 2 F value: 1.6649

Denominator: 0.006527 DF: 6 Prob>F: 0.2660

O teste F (2 e 6 gl) d& nivel de significancia 27%, um valor ndo
significante. Logo, n@o se rejeita a hipétese de que o modelo seja exato.

A precisdo de um valor observado é (irrespectivamente do ponto) =
0.08079 (Root MSE).

Note-se que, com o modelo que usamos, a precisdo relativa varia com
o valor medido. Ela é 0.08/Teor. Chega a 8% em medidas de teor 1% e cai a
0.8% em medidas de teor 10%.

Teste estatistico de linearidade

Além das andlises grdaficas de residuos, pode-se calcular um teste
especifico para linearidade. Para isso, calcula-se a soma de quadrado devida
ao erro puro. Esta soma de quadrados pode ser calculada, pois o
experimento foi replicado dentro de cada nivel da varidvel independente.

A soma de quadrados de erro puro pode ser calculada com o seguinte
programa.

proc gim data=t;
classes teor;
model rec=teor;

run;

Apenas a andlise de variGncia é mostrada a seguir:

Dependent variabie: REC

source DF sum of Squares Mean Square F value Pr > F
Mode1 3 55.65673750 18.55224583 2279.85 0.0001
Error 4 0.03255000 0.00813750

Corrected Total 7 55.68928750
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A soma de quadrados de erro puro, com quatro graus de liberdade
(um em cada ponta de concentragéo, dado que ha duas replicatas em cada
ponto), é a soma de quadrados de residuos deste modelo: 0.03255.

Podemos, agora, calcular a andlise de varidncia para o teste de falta
de ajustamento da reta. A soma de quadrados de erro puro é um componente
da soma de quadrados de residuos do ajuste da reta. Uma soma de
quadrados, devida a falta de ajustamento, é a diferenca entre a soma de
quadrados de residuos do ajuste da reta e a soma de quadrados de erro
puro. Costuma-se colocar este resultado em uma tabela de andlise de
varidncia:

Fonte de variagdo | Graus de liberdade | Soma de quadrados | Quadrado médio F
Falta de ajuste 2 | 000691 | 0.003455 0.42
Erro puro 4 ; 0.03225 0.00813750 -

Residuo | 6  0.03916

Tabela 7. Andlise de variancia

O resultado obtido n&o ¢ significante. Logo, néo se rejeita a hipdtese
de linearidade.

Ajuste do modelo sem intercepto

O modelo REC = b TEOR é ajustado, face aos resultados obtidos. O

programa estd a seguir:

proc reg graphics data=t;
model rec=teor/noint;
plot r.*p./cframe=cream;

run;

A saida mostra o valor do coeficiente b quase igual a unidade.
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Model: MODEL1
NOTE: No intercept in model. R-square is redefined.
Dependent variable: REC

Analysis of variance

sum of Mean
Source DF squares square F value Prob>F
Model 1 169.86003 169.86003 19533.386 0.0001
Error 7 0.06087 0.00870
U Total 8 169.92090
RooOt MSE 0.09325 R-square 0.9996
Dep Mean 3.77875 Adj R-sq 0.9996

C.V. 2.46779

Parameter Estimates

Parameter Standard T for HO:
variable DF Estimate Error Parameter=0 Prob > |T}|
TEOR 1 0.999588 0.00715208 139.762 0.0001

O modelo final ajustado é da forma REC = b TEOR + e. Temos as
seguintes estimativas:

O valor estimado de b é 0.9996 (dp 0.00715).
O desvio-padrdo de uma observagdo (precisao) é 0.09325.

A medida é considerada exata (sem tendenciosidade).
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3.11.3 Determinag¢do de Repetibilidade

Estudo de precisGo em relacdo a repetibilidade do método, em amostra
homogéneaq, a partir de 6 aliquotas da mesma.

Aliquota Concentragdo obtida(%)
‘ 49,75
4960
A,_4§'95A____ .
50,05

o L h W N —

Tabela 3 - Determinagdo de repetibilidade

Nomero de dados (n) = 6

Média ( X) = 49,90%
Desvio-padrédo (s) = 0,21%
RSD = 0,43%

Intervalo de confianca {95%) para a média = (49,7; 50,1)

Os resultados obtidos para desvio padrdo, desvio padréo relativo (RSD)
e o intervalo de confianca devem ser confrontados com os critérios de
aceitagdo predefinidos no protocolo.
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Os resultados obtidos para desvio padrdo, desvio padrao relativo (RSD)
e o intervalo de confianca devem ser confrontados com os critérios de
aceitagdo predefinidos no protocolo.

3.11.4 Precisao intermediaria

Estudo RR de uma balanca

Ao fazermos um estudo R&R para a atividade de pesagem de sete
produtos, utilizando uma balanga analitica, cada um dos sete produtos é
pesado por trés andlistas: Jodo, Paulo e Anténio. Esses analistas fazem
aleatoriamente determinacdes em duplicata, do peso de cada produto. Os
resultados dessas medidas sdo introduzidos na forma de um conjunto de
dados ou data set no SAS, e as informagdes pertinentes & amostra, bem como
o tipo de andlise que se deseja obter, sdo introduzidas em janelas do
aplicativo, conforme apresentado abaixo. Nesse exemplo, foi solicitada a
andlise de comparacao de médias e amplitude.

Average and Range Method

Test ID: Tinopal Performed By:
Date: 03/12/98 J&J

Part No. & Name: 0110963
Characteristics: Peso em gramas
Specification: 0.7 - 1.3

Gage Name: Balanga
Gage No.: 1245
Gage Type:
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Figura 4. Range chart

Ao analisarmos a figura acima, podemos ver que nenhuma amplitude
estd fora dos limites de controle. Qualquer ponto fora de controle, nesse grdfico,
deve ser investigado, pois pode ser um indicativo de que a técnica de medida do
operador em questdo difere da dos outros operadores ou que alguns, ou todos
os operadores ndo foram plenamente treinados no uso do instrumento ou do
método de medicdo.

Se a causa do ponto fora de controle puder ser determinada, esse dado
deve ser retirado das andlise posteriores, |G que ele inflacionard a estimativa de
R médio que serd usada para estimar o desvio-padrao, representando a
precisdo intermedidria (fornecida pelo aplicativo como reproducibility).

Na figura abaixo, podemos observar que muitas médias amostrais, no
grdéfico da média, estao fora dos limites de controle. Isso ndo é surpresa, pois as
amostras de diferentes pesos foram escolhidas para o experimento, e os limites
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de controle s@o construidos baseados na medida de reproducibility.

Figura 5. Average Chart.

O padré@o de comportamento das médias é muito parecido para os trés
analistas. Isso indica que o método de medic@o e os operadores sGo capazes
de discernir produtos com pesos diferentes. Para obter as estimativas dos
componentes da vari@ncia discutidos acima, escolhe-se a opc¢do Average /
Range Method no menu Analysis, e a saida da andlise encontra-se abaixo.
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" Test ID: Tinopal Performed By:

Date: 03/12/98 J&d i

; 1
‘l‘ 1
i Part No. & Name: 0110963

f Characteristics: Peso am gramas

: Specification: 0.7 - 1.3

Gage Name: Balanga

Gage No.: 1245
Gage Type: i
MEASUREMENT UNIT ANALYSIS % PROCESS VARIATION ;
Repeatability 1
EV = 0.0176 % EV = 12.35 %
Reproducibility
AV = 0.0071 $AY = 4.96 % i
Gage R&R ?
R&R = 0.0189 $ R&R = 13.31 % |
‘ Part Variation 1
; PV = 0.1410 $ PV = 99.11 %
Total Variation |
v = 0.1423

i Results are based upon predicting 5.15 sigma.

{99.0% of the area under the normal distribution curve)

A Oltima opgdo refere-se & opgao de andlise dos componentes da
varidncia, que usa o método REML do PROC MIXED - SAS para estimar os
componentes da varidncia total. A saida é dada a seguir.

Variance Components Method

Results are based upon predicting 5.1% sigma.
(99.0% of the area under the normal distribution curve)

: Test ID: Tinopal Performed By:
: Date: 03/12/98 J&J

Part No. & Name: 0110963

Characteristics: Peso em gramas
; Specification: 0.7 - 1.3
i Gage Name: Balanga
f Gage No.: 1245
; Gage Type:

MEASUREMENT UNIT ANALYSIS % PROCESS VARIATION

Repeatability EV = 0.0162 3 EV = 12.55 %

Reproducibility AV = 0.0068 % AV = 5.29 %
: Part ¥ Condition IV = 0.0000 s IV = 0.00 %
: Gage R&R R&R = 0.0176 $ R&R = 13.62 %
: Part Variation PV = 0.1281 % PV = 99.07 % i
i Total Variation
TV = 0.1293 :
|
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O modelo utilizado nessa andlise estima a interagGo do analista com a
amostra no termo Part x Condition. A proporcdo de variagGo atribuida a
variabilidade R&R é 13.62%. Segundo a tabela (Barrentine, 1991), citada no
item 3.9 (Capability da medida), esse é um valor adequado para R&R. Os
valores estimados por esse método sGo muito préximos aos estimados pelo
método da média e amplitude. Isso se deve & pouca ou nenhuma interagdo
operador x amostra.

3.11.5 Reprodutibilidade

Estudo Interlaboratorial entre Ciba e Johnson & Johnson. Este exemplo
tombem pode ser utilizado para transferéncias de métodos entre dois
laboratérios.

Um experimento foi planejado para que pudéssemos conhecer as
provdveis causas das discrepdncias encontradas entre os resultados Ciba e

J&J.

O experimento foi planejado para que partes iguais da mesma
amostra fossem analisadas pelas duas empresas e por dois analistas
diferentes, dentro de cada empresa, de forma que fosse possivel andlisar a
vari@ncia entre amostras, laboratérios e analistas. Neste esquema, temos a
estrutura:

}‘
Labaratdrio ( flAmostra
/
i Operador \/x
R

Figura 6. Diagrama do experimento
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Onde:

Laboratério e amostra sdo fatores cruzados; o operador estd embutido
em laboratério (isto é, para determinar o nivel do fator operador, é necessério
especificar o nivel do fator laboratério). Conseqientemente, a amostra estd
cruzada com o fator operador, dentro de laboratério.

Conforme o diagrama, temos a figura acima, em que uma linhg,
ligando um fator ao outro, define uma relagdo de embutimento.

Essa estrutura determina a particGo da variagdo nos componentes de
varidncia, fatores que levam & variag@o total. A varidncia total é dividida em
uma soma cujos componentes sdo: operador (dentro de laboratério),
laboratério e amostra.

O experimento é do tipo comumente conhecido como andlise R-R
(repeatability - reproducibility). Dois tipos de andlise sGo produzidos: um tipo
estuda as médias e suas variagdes, em um modelo dito fixo; o outro considera
os fatores aleatérios e estuda os componentes da variancia.

Os valores médios de E(1%/1cm) e os resultados da andlise encontram-
se abaixo:

Média global: 1111 (dp=1.3)
Média Ciba: 1117 (dp=1.9)
Média Johnson: 1105 (dp=1.9)

Diferenca entre Companhias: 12 (dp=2.7)

Diferenca entre analistas (Ciba e J&J) = Zero

Em porcentagens, temos as seguintes influéncias dos componentes de
variancia:

64% = variagdo entre os lotes
36% = variacdo entre Companhias
zero% = varia¢do entre analistas

A diferenca entre médias (JJ e Ciba) é da ordem de 12 unidades. Essa
diferenca representa, em média, apenas 1.1 % do valor medido, podendo ser
considerada desprezivel face & grandeza do mesmo.

A variabilidade entre os lotes analisados era esperada, conforme
informado pela Ciba, pois essas amostras foram preparadas em laboratério.
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Concluséo:

Né&o foi detectada diferenca relevante entre os métodos utilizados.

Sugerimos que a Ciba trabalhe préximo ao valor médio do intervalo
por eles especificado (de 1105 a 1181), ou seja, préximo a E{1%/1cm)
=1143.

As tabelas de andlise de varidncia obtidas, utilizando-se SAS JUMP
estdo abaixo:

Variability Chart )l

1130 ;
1120 i
1110 ,

1100 =

1090 -

1080

] Ciba JJ

i \ Anafista within Cia

Analysis of Variance

Source SS Mean Square F Ratio Prob>F
Cia 1 2146,01 2146,0 26,9020  0,03522
Analista(Cia) 2 159,54 79,8 0,7041 0,49858
Error 860 6797,36 113,3

/

/(Variance Component Estimates ]

Component Var Comp Est 9% of Cum. Total Cum. %  Sqrt(VC)
Cia 64,56982 36,30 64,6 36,3 8,04
Analista(Cia) -2,09488 0,00 64,6 36,3 1,45
Error 113,28935 63,70 1779 100,0 10,64

%riance Component Estimates can be negative, and indicate a covariance structure unsuited to the variance components model.

i
Discrimination Ratio 1

Figura 7. Estudo interlaboratorial
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Capitulo 4. Validagdo de
Processos

A validag@o de processos é o elemento-chave na busca da certeza de
que a qualidade estd assegurada (FDA, 1987). E o sistema para estabelecer e
implementar um procedimento de determinagdo dos controles requeridos e
assegurar conformidade com a especificagdo.

Atualmente, a validagGo de processos é considerada uma boa prdética
para os negdcios, porque ajuda a produzir melhores produtos, de forma
mais 4gil e com a qualidade que o consumidor espera (Elfe, Lahey e Launsby,
1995). A companhia que realmente valida seus processos pode competir
efetivamente no mercado, atualmente globalizado e, por isso, muito mais
competitivo.

Conduzida e aplicada correta e adequadamente, a validagdo de
processos pode garantir a qualidade do produto, reduzir o indice de recusas e
facilitar a solucGo de problemas relacionados as falhas de processo. Além de
ser um requisito do FDA (como serd@ comentado oportunamente), é também
considerada uma ferramenta critica e essencial para o sucesso de qualquer
processo produtivo.

Neste capitulo, abordaremos os tipos de validagbes, o sistema de
aplicacdo, suas etapas, requisitos e citaremos as principais ferramentas para
um estudo completo de caracterizagio ou validagdo de um processo
produtivo.

O ciclo completo de desenvolvimento de um novo produto serd
apresentado para que a atividade de validaca@o seja perfeitamente visualizada
como parte integrante e necessdria de qualquer desenvolvimento de um novo
processo.

Em seguida, apresentaremos um roteiro de operacdes-padrao para a
atividade de validagdo, com uma breve discussdo de toda a documentagdo
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necessdria para registrar a validacéo, citando as ferramentas estatisticas mais
utilizadas para este processo.

4.1. DefinicGo e Objetivo

O FDA (Food and Drug Administration) define a validagdo de processos
como evidéncia documentada, que garantird, com alto grau de
confiabilidade, que um processo especifico produzird consistentemente

produtos de acordo com os atributos de qualidade da especificagio pré-
definida.

A validagGo de processo é um sistema que permite estudar e conhecer
um processo, definindo os fatores de influéncia em cada uma de suas etapas,
criticas ou ndo. A partir do conhecimento do processo, podemos controld-io e,
posteriormente, melhord-lo (Elfe, Lahey e Launsby, 1995).

4.2. Requisitos do FDA (cGMP)

4.2.1 Histoérico

A validacdo de processo é um requisito do ¢cGMP (current Good
Manufacturing Practices) para produtos farmacéuticos e aqueles considerados
“medical devices”. Esse requisito é descrito em “Regulations for Finished
Pharmaceuticals, 21 CRF Parts 210 and 211", e em “Good Manufacturing
Practice Regulations for Medical Devices, 21 CRF Part 820", e resumido em
“Guidelines on General Principles of Process Validation” do FDA de maio de

1987.

O FDA passou a exigir tais requisitos em decorréncia de fatos negativos
acontecidos na indéstria, relacionados a “medical devices” que apresentaram
problemas durante sua utilizacdo, prejudicando o consumidor final.

Em meados de 1970, as exigéncias eram bem menores e, se um
medical device era ineficiente em seu processo de produgGo, os custos dessa
ineficiéncia eram passados para o consumidor. Se havia um problema de
processo, as companhias conviviam com o problema, porque simplesmente
ndo se conhecia muito bem o processo. Na década de 80, muita coisa
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mudou, a competicdo aumentou, e a industria teve de melhorar drasticamente
seus produtos do ponto de vista da qualidade e custo; caso contrdrio, nao
sobreviveria no mercado globalizado.

Novos temas surgiram nessa época, relacionados & nova realidade que
exigia baixo custo de producéo e produtos de altissima qualidade.

Em 1987, o FDA publicou o “Guidelines on General Priciples of Process
Validation”.

Em 1990, a expectativa de consumidores de medical devices também
aumentou. Por exemplo: um portador de marcapasso, que em 1970 estava
satisfeito com uma bateria que durava dois anos, agora espera que ela dure,
no minimo, quatro anos.

Antes de 1990, o FDA né&o podia obrigar uma companhia a recolher
seus produtos defeituosos do mercado, a menos que a levasse a julgamento
oficial e fosse vencedor. Desde 21 de julho de 1990, foi atribuida maior
autoridade ao FDA, conferindo-lhe autoridade suficiente para requerer a
retirada do mercado de um produto com problemas.

“Validar o Processo” ou estudar o processo era o primeiro passo para
gerencid-lo, tornando-o mais produtivo, reduzindo custos e tempo de
producdo, atendendo & expectativa do consumidor, tornando-se assim mais
competitivo e sobrevivendo ao novo mercado mais exigente e,
adicionalmente, atendendo aos requisitos do FDA.

O FDA espera que as indistrias de medical devices adotem a
validag@o de processos como uma prdtica constante. Muito do trabalho j& é
feito atualmente, dentro das organizacdes. Porém, nada é formalizado e bem
documentado. Freqientemente as companhias ignoram o trabalho de
organizar e registrar todas as etapas de um processo, contemplando-o de A a
Z. E assim ndo podem mostrar a elas préprias, a seus operadores e ao
inspetor do FDA que qualidade tem determinado processo e qual seu histérico
para poder tirar proveito de experiéncia passada e obter mais eficiéncia no
futuro.

4.2.2 Conceitos Gerais

O FDA reconhece que, devido & grande variedade existente de
produtos médicos, de processos e plantas de manufatura, ndo é possivel
estabelecer, em um Unico documento, todos os elementos de validagdo que
sdo aplicdveis a processos especificos. Conceitos bdsicos, entretanto, tém
aplicabilidade geral e podem ser seguramente utilizados como um guiq,
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fornecendo diretrizes para um planejomento adequado de um processo de
validagGo, levando-se em conta a natureza e a complexidade do processo em
estudo.

A garantia da qualidade do produto é derivada da aten¢do cuidadosa
de um nimero de fatores, incluindo a selecdo da qualidade dos materiais,
planejamento adequado do processo e do produto, controle e testes do
processo e do produto final. Devido & complexidade dos produtos, a rotina de
testar somente o produto final ndo é suficiente para garantir a qualidade do
produto final.

Os principios bdsicos de garantia da qualidade tém como seus
principais objetivos a producdo de artigos que atendam completamente &
expectativa do consumidor. Estes principios podem ser definidos da seguinte
maneira (FDA, 1987):

(1) A qualidade, a seguranga e a eficiéncia devem ser definidas e
construidas no produto.

(2) A qualidade ndo deve ser inspecionada ou testada no produto final

(3) Cada passo do processo de manufatura deve ser controlado para
maximizar a probabilidade de que o produto final atenda a todos os
requisitos de qualidade especificados.

Exemplos de Requisito do FDA para
(1) PRODUTOS FARMACEUTICOS (21 CRF Parts 210 and 211)
Section 211.100 Written procedures; deviations:

“There shall be written procedures for production and process
control designed to assure that the drug product have the identity,
strength, quality, and purity they purport or are represented to possess”.

Section 211.110 Validation Requirements:
Sampling and testing of in-process materials and drug products.

“...Control procedures shall be established to monitor the output
and VALIDATE the performance of those manufacturing process that
may be responsible for causing variability in the characteristics of in-
process material and the drug product.”

(2)  DISPOSITIVOS MEDICOS (21 CRF Part 820)
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Section 820.5 requires every finished device manufacturer fo:

“...prepare and implement a quality assurance program that is
appropriate to the specific device manufactured...”

Section 820.3 defines quality assurance as:

“...all activities necessary to verify confidence in the quality of the
process used to manufacture a finished device.”

Section 820.100 general requirement for process validation:

“Written manufacturing specification and processing procedures
shall be established, implemented, and controlled to assure that the
device conforms to its original design or any approved in that design”.

4.3. Tipos de Validagdo

A validag@o pode ocorrer virtualmente em qualquer fase do ciclo de
vida do produto; entretanto, existem trés tipos especificos que normalmente
sdo definidos pela equipe ou pelas circunstancias presentes no momento da
validac¢do. Os trés tipos s@o:

- Validagdo prospectiva

- Validagéo simultGnea ou concomitante (concurrent)

- Validagao retrospectiva.

4.3.1. Validagao Prospectiva

A validagdo prospectiva é conduzida antes da distribuicdo de um novo
produto e inicia-se na fase de desenvolvimento do produto; garante a
seguranga, a qualidade e a eficiéncia dos produtos antes que estes sejam
liberados para o consumo ou venda. Produgdes consecutivas aprovadas
podem indicar que o processo estd sob controle.
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VALIDAGAO PROSPECTIVA DO PROCESSO

Gerar o fluxograma do processo
{Macro}

Gerar o fluxograma do processo
(Micro)

¥

Discutir os estudos
pecificacs plicavei

) 4

Determinar as condigdes
do Plor Caso

Figura 8. Esquema de validag@o prospectiva

(Elfe,Lahey e Launsby, 1995)

4.3.2 Validag¢do Simultanea (concurrent).

A validagdo simultnea é realizada paralelamente ao langamento e
distribuico dos produtos. Esse tipo de validacgo pode ser conduzido em
processos novos ou naqueles que sofreram alguma alteracdo; ela, porém, é
mais freqiente em processos que |4 existem e requerem documentagdo
adicional para definir completamente os pardmetros criticos do processo.

Esse tipo de validagdo segue basicamente os mesmos passos da
validac@o prospectiva, sendo comum para processos que ndo sdo freqientes,
que acontecem de forma intermitente e para aqueles que ndo requerem testes
destrutivos para avaliar se os produtos estdo em conformidade com a
especificacdo.

Como os produtos sdo freqUentemente distribuidos para consumo ou
venda durante o processo de validagdo, esse tipo de validagdo é considerado
o menos favordvel para novos processos.
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Os processos |G existentes e com longa histéria de sucesso podem ser
considerados exce¢do e entrar nessa categoria de validacgo.

4.3.3 Validagdo Retrospectiva.

A validagdo retrospectiva é aquela conduzida para um processo em
que o produto |G é de producGo normal e, portanto, | distribuido para
consumo e venda. Os dados de validag@o sGo baseados em testes de controle
de qualidade de produgdes acumuladas ao longo do tempo. Nesse tipo de
validacdo, os dados de lotes previamente produzidos sdo estatisticamente
avaliados para demonstrar o nivel de necessidade de controle da qualidade
do processo.

Esse é o menos favorével dos tipos de validagées, pois, para a maioria
dos processos, o histérico dos dados ndo fornece detalhes suficientes para
uma completa avaliagdo. Além disso, o tratamento estatistico dos dados néo
garante um sucesso ou reprodutibilidade futura. Contudo, os dados que esse
tipo de validag@o gera podem ser utilizados para fornecer uma visualizaggo
das etapas passadas do processo e estabelecimento de novas avaliagdes para
uma validag@o concomitante ou simultanea.
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VALIDAGAO RETROSPECTIVA DO PROCESSO

Gerar o fluxograma do processo
(Macro}

¥

Gerar o fluxograma do processo
{Micro)

Figura 9. Esquema de validacdo Retrospectiva

(Elfe, Lahey e Launsby, 1995)

4.4. Estagios de Validagao

Quando se fala em validagdo, a primeira questGo que nos vem a
mente é: por onde devemos comecar?

A validag@o pode ser realizada em qualquer etapa do ciclo de vida de
um produto, e é justamente a época do ciclo de vida do produto que
determinard o tipo de validag@o adequada e as etapas envolvidas.
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A validagGo prospectiva é a validagdo mais recomendada, por avaliar e
garantir qualidade do processo e do produto a ser produzido desde o inicio
do projeto para seu desenvolvimento.

E sobre essa validagdo que falaremos com mais detalhes, pois ela se
inicia juntamente com o projeto, contempla todas as fases de
desenvolvimento, implantagdo do processo e obtencdo do produto final.
Todas essas etapas serdo comentadas em relagGo a procedimentos,
documentagdo, ferramentas para coleta e andlise de dados, e interpretacdo
de resultados para conhecer e otimizar o processo em estudo.

Durante um estudo de validagGo, todos os fatores que afetam a
qualidade do produto devem ser avaliados. Esses fatores podem variar
consideravelmente entre diferentes produtos e diferentes tecnologias, mas
como regra geral, as seguintes atividades de qualidade servem como uma
diretriz para a maioria das situagdes:

4.4.1 Desenvolvimento do Projeto e o Processo
de Vdalidacdao

Durante a fase de pesquisa e desenvolvimento, o produto desejado
deve ser cuidadosamente definido em relagdo as suas caracteristicas fisicas,
quimicas e de desempenho. Esses requisitos devem ser definidos em uma
especificacdo que traduza completamente as caracieristicas de qualidade
desejada e a qual serd a base para a descricdo e controle do produto.

As mudangas durante a fase de desenvolvimento devem ser
documentadas para fornecer rastreabilidade, que pode ser Gtil em etapas
futuras.

A utilizaggo final do produto deve ser um fator determinante no
desenvolvimento das caracteristicas e especificacdes do produto. Todos os
aspectos pertinentes ao produto que possam afetar a sua seguranga ou
eficiéncia devem ser considerados. Esses aspectos incluem desempenho,
confiabilidade e estabilidade.

Os critérios de aceitaggo devem ser estabelecidos para cada
caracteristica, a fim de definir as variacdes permitidas. Esses limites devem ser
expressos em termos facilmente mensuraveis.

A validade da especificagGo deve ser verificada através de testes e
desafios do produto em bases cientificas, durante o desenvolvimento e fase
inicial de producdo. Uma vez que a especificagGo demonstre aceitabilidade
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para traduzir a qualidade do produto, qualquer mudanca da especificago
deve ser registrada.

A fase de planejamento ou projeto do produto é a fase mais importante
do ciclo de vida do produto. A seguranca, eficiéncia de desempenho e
confiabilidade do produto sGo definidas nessa fase. N&o importa quanto
cuidado seja despendido para produzir um dispositivo, ou quao perfeito seja
o programa de GMP; a seguranca e eficiéncia do produto ndo podem ser
aumentadas, a ndo ser na fase do desenho ou do projeto do produto.

E essencial que parémetros de controles do processo sejam
estabelecidos e implementados durante a fase do projeto para garantir que a
seguranca, a eficiéncia e a conformidade com a especificagdo possam ser
medidas e otimizadas na fase de manufatura do produto.

4.4.2 Os Sete Estagios de Desenvolvimento

A ftotalidade de especialidades e caracteristicas do produto ou do
servico que lhe confere a capacidade de atender &s expectativas de
desempenho deve ser construida no produto ou no servico, e ndo
inspecionada no final da producao.

A competitividade atual nos faz deparar com o desafio de converter
projetos de produtos propostos pelo mercado e inovagbes tecnolégicas, em
produtos comercializdveis. Esses produtos devem atender as expectativas do
consumidor, ser confidveis, seguros, de alta qualidade e fornecer retorno de
investimentos que justifique o seu desenvolvimento.

Os sete estdgios de desenvolvimento que serdo resumidamente
apresentados neste trabalho, descrevem um processo de desenvolvimento em
que os obijetivos do projeto seguramente serdo alcangados.

O desenvolvimento de um produto deve passar por estdgios
claramente definidos e planejados, que podem variar de um projeto para
outro, mas em geral seguem os sete estdgios como o exposto abaixo:
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Esfégiq 1 Obijetivos e Estratégias |
Esfégio 2 Defini¢cdo do Produto

Estagio 3 Projeto do Produto - Construgéo da especificagdo

Estagio 4 ) AvaliacGo do Projeto — Des. Processo de Manufatura
Estagio 5 Qualificagdo, Validagdo, Registro do Produto

Estagio 6 Inicio de Producdo, Aprovacdo Oficial

Estagio 7 Estoque e Distribuicao

Tabela 8. Os sete estdgios de desenvolvimento de um processo / produto

Apesar de os estdgios serem esquematizados em seqiéncia, alguns
deles podem acontecer simultaneamente. Por exemplo: a fun¢Go do produto e
sua especificagdo podem ocorrer paralelamente ao desenvolvimento de um
processo. Deve haver um equilibrio consciente na sobreposi¢do dos estdagios.
Um excesso de sobreposicdo de estdgios pode levar a um planejamento e
coordenagdo inadequados, e pouca sobreposicGo pode acarretar demora
excessiva na conclusdo do projeto.

As reunides dirigidas pelo gerente do projeto, em cada um dos
estdgios, permitirGo auditar o andamento do projeto e definir objetivos a luz
da situacdo dos negécios do momento, orientando novas estratégias e passos
a serem seguidos.

Para cada um dos estdgios, existem ferramentas especificas e
imprescindiveis, e ao longo desse trabalho apresentaremos as ferramentas, o
planejamento-chave, a comunicagdo e as técnicas estatisticas envolvidas.

Estdgio 1 - Objetivos e Estratégias

E nesse estdgio que objetivos e metas (beneficios ao consumidor e
objetivos econdmicos) s@o definidos para toda a equipe envolvida no projeto.
Os recursos e estratégias necessdrios ao trabalho sGo também definidos nessa
fase.
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Ferramentas aplicdveis a esse estdgio: Diagrama de afinidade,
benchmarking, brainstorm, avaliagdo contextual, andlise conjunta, QFD- Fase
[

A tabela abaixo lista as atividades e documentac@o necessdrias a esse
estdgio.

Nome do documento Responsavel O%ieﬁvo

|
] Documentar e comunicar
| Metas e estratégias . Lider do projeto um conjunto detalhado dos

| objetivos e metas

Descrever o desempenho
; do produto segundo a |
' Desenho da expectativa do Engenhsiro do produto perspediyq d‘o' consumidor
| produto e identificar as

‘ : ' caracteristicas que devem
! ser melhor investigadas.

i - Programar as dtividades e
. identificar os investimentos,
~as pessoas e outros
| recursos necessdrios para |

esta fase e para as etapas |
| futuras . Prever os testes
, pré-clinicos  dos  novos |
. materiais. ‘

Delineamento do projeto Lider do projeto

Tabela 9. Estagio 1

Estagio 2 - Defini¢ao do Produto

O segundo estdgio define as caracteristicas do produto que atendam as
expectativas definidas no estdgio 1. As técnicas de pesquisa sdo conduzidas e
definidas para completar a especificacdo do produto.

Ferramentas aplicaveis a esse estdgio: diagrama de dafinidade,
brainstorm, andlise conjunta, QFD - Fase |, método de selecdo, andlise
funcional, FMEA e experimentagdo planejada.
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Nome do documento Responsavel Obijetivo
Descrever as interfaces
. técnicas do produto e o
Delineamento da sistema de testes, as
| especificago do Engenheiro dificuldades a serem
s desempenho contornadas. Os itens que
| requerem investigagoes

adicionais sdo identificados.

Aprovacdo do plano do

projeto Lider do projeto

Programar a atividade e
identificar os investimentos, as
pessoas e oufros recursos
necessdrios & conclusdo do
projeto.

Delineamento do plano | Engenheiro do produto e
padrdo a ser seguido ; Regulatory Affairs

[dentificar os padrdes internos,
naciondis e internacionais a
serem seguidos

Tabela 10. Estagio 2

Estagio3 - Projeto do Produto - Construgéo da especificagdo

O terceiro estdgio inicia-se com a geracdo de uma especificagdo de
desempenho do produto, que direciona requisitos do projeto (tecnologia,
confiabilidade, produtividade entre outras) antes de o produto ser realmente
projetado. O projeto do produto é entdo completamente definido (hardware e
software), analisado e simulado. Antes que os conceitos do projeto sejam
definidos, é necessdrio que eles demonstrem suficiente robustez.

FreqUentemente os conceitos sGo selecionados em condicdes ideais ou
nominais e, como o projeto é um processo interativo, a regressdo aos estagios
iniciais para modificacdes necessdrias deve ser esperada e acomodada.

Ferramentas aplicdveis a esse estdgio:

experimentacdo planejada e andlise funciona

QFD - Fase I, FMEA,
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i Nome do documento

Responsdvel

Ob%ﬁvo I

’ Aprovagdo da especificagdo
I do desempenho

Engenheiro

| produto, suas interfaces com os outros |

Descrever os detalhes técnicos do

produtos e os testes do sistema, os |
requisitos ambientais e conformidade |
com padrdes regulatérios ‘

i

Engenheiro do

Esquema para protocolo de validogéoéﬁ

i

Apro:laguo do plano- produto e - analitica i
! padrao Regulatory ; ;
: Affairs &
: |
- Desenhar o produto em detalhes |

Engenheiro . técnicos suficientes para a construgdo

| Esbocar o produto

- dos protétipos

| Delinear especificacdo dos

{ materiais envolvidos

Engenheiro do

! produto

' Descrever e definir os requisitos de

aceitagdo para os materiais :

- Relatar a andlise do
: projeto (incluindo FMEA -
- Failure Mode and Effect
| Analysis)

Engenheiro
do produto

- Também  descrever os  aspectos
: funcionais do projeto

Documentar, em relatério, os resultados
das andlises realizadas durante o
projeto do produto, incluindo FMEA e |
revisbo dos componentes criticos. |

Delinear o plano de garantia
. da qualidade

i

Engenheiro da
qualidade

Documentar as decisdes preliminares

| processos de aceitac@o

nas avaliagdes de fornecedores e novos

f

i Delinear o plano de

i
1
1
i
1
i
i
1
i

Engenheiro da

Documentar as decisdes preliminares na
identificacGo do processo de fabricacao,

i

' produgdo produgdo definindo os requisitos da planta a ser
utilizada

' Deli Engen. do Documentar as decisdes preliminares na

| Delinear o plano de produto, - . -

' validagéo manufaturg e es'tra’regla de validac@o e testes a serem |

! gualidade feitos. |

| Especificagdes aprovadas de

i testes
|

Engenheiro do
produto

Emitir os métodos de testes e os critérios de |
acettagdo |
|

Tabela 11. Estdgio 3
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Estagiod - Avaliacdo do Projeto - Des. Processo de Manufatura

O detalhamento do tempo é fornecido & equipe a fim de que a
transferéncia da tecnologia da engenharia para a manufatura do projeto seja
mensurada e planejada. Testes pré-clinicos do produto podem iniciar-se nessa
fase. A avaliagdo do processo é também paralelamente conduzida.
Ferramentas aplicdveis a esse estdgio: QFD- Fase lll, FMEA, experimentacdo
planejada e experimento robusto, andlise funcional e cartas de controle.

Nome do documento

Responsdavel

s ObieﬂvoA

Especifica¢des aprovadas e
delineamento para
desenvolvimento e
validagdo do processo

Engenheiro do
produto

Documentar a configuragdo do |
produto para desenvolver o
processo e as atividades da
validagdo

Fluxograma da produgdo
aprovado

Engenheiro da
manufatura

Documentar as decisdes finais
sobre as estratégias do
desenvolvimento do processo

Plano da validagao
aprovada

Engenheiros da
manufatura, do produto e
da qualidade

Documentar as decisdes finais
sobre estratégia da validacdo
do processo/produto

Protocolo de validacao

Engenheiros da
manufatura, do produto e
da qualidade

Documentar os procedimentos

para comparagdo do processo, |
dos componentes e do

desempenho do produto com

as especificagdes

Delineamento da producdo

Engenheiro da
manufatura

Documentar o processc a
partir  do fluxograma,
detalhando os procedimentos
da produgdo em operagdes
da produgdo

Delineamento da
documentacdo de garantia
de qualidade

Engenheiro da qualidade

Documentar os procedimentos
da aceitagdo do processo e do
produto

Tabela 12. Estagio 4
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Estagio 5 - Qualificagdo / Validagcdo / Registro do Produto

Este é o mais complexo dos estdgios de desenvolvimento de um
processo. Diversas atividades acontecem simultaneamente: o desenvolvimento
do processo continua associado as avaliagbes do processo e do produto, que
continuam até que ambos possam ser considerados prontos para a validag¢ao
formal. Os testes da validacdo para o processo e o produto sGo concluidos, e
as atividades de qualificagdo sdo completadas com a validagdo do processo
pelo departamento da qualidade.

Ferramentas aplicdveis a esse estdgio: QFD - Fase lll, FMEA,
experimentacdo planejada, andlise funcional, cartas de controle e andlise de
capabilidade.
T

|

i

Nome do documento

Responsavel

i
)
¢

' Relatério da validacao

aprovado

Engenheiros da
manufatura, do produto
e da qualidade

i Documentar os resultados dos |
! testes

Documentos e
especificagdes da

. manufatura aprovados

Engenheiro da
manufatura

Documentar todos os
procedimentos da manufatura e
registrar as operacdes em fichas
de registros da producdo

- Documentos da qualidade
| aprovados

t

Engenheiro da
qualidade

Documentar os detathes dos
procedimentos de aceitagdo da
producdo e as avaliagdes dos

¢ fornecedores.

Manuais e embalagens
aprovados

Especialista do mercado

Garantir que a literatura que
acompanha o produto esteja
disponivel

Aprovagdo do plano de

i

producdo inicial

Lider do projeto

Determinar o  plano  de
producdo que atenda ao
inventdrio

Testes clinicos aprovados

Pesquisa dos testes

Documentar os resultados dos

clinicos | testes clinicos
T
_ Documentar as decisdes da |
Plano de educacdo do i 3
g L Mercado promocdo do produto e os |
usudrio (se necessdrio) . !
: | recursos necessdrios |
: i Documentar as decisdes da
| Plano promocional " Mercado ' promogdo do produto, as
aprovado | estratégios e os  recursos
i necessdrios |
i Planc de treinamento da Mercado Documentar as decisdes do
' equipe de vendas aprovado treinamento para vendas e os

recursos necessarios

Tabela 13. Estagio 5
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Estagio 6 - Inicio de Produgdo - Aprovacdao Oficial

Neste estdgio, é formalizada a transferéncia da tecnologia do produto
e da produgdo da equipe de desenvolvimento para a equipe de manufatura
para a producdo normal. A producdo deve reter o lote em quarentena, se
aprovagbes de 6rgdos oficiais ainda estGo sendo aguardadas, ou liberd-lo
para a venda se o lote estiver em conformidade com as especificagdes e de
acordo com as exigéncias regulatdrias.

Ferramentas aplicdveis a esse estdgio: coleta passiva de dados,
histogramas, cartas de controle, diagrama de Pareto e estudos de capability.

Nome do documento. | Responsavel Objetivo
Gerar um boletim do produto com
Portfélio com informacgdes andlise de  mercado, andlise
Mercado

do produto

| Aprovagdo  dos  drgdos

regulatérios

Relatério do desempenho
do produto

Aprovacdo de todas as
| pendéncias necessdrias

para a liberaggo e a
comercializag@o

competitiva e descricdo técnica do
produto |

Mercado

. Garantir conformidade

com as

Lider do projeto

Regulatory Affairs

exigéncias governamentais
" Documentar e revisar os
procedimentos adotados

obtidos

comparando-os com  resultados

Documentar as aprovagoes finais e
abrir vendas

Tabela 14. Estagio 6
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Estagio 7 - Langamento e Abertura de Vendas

O (ltimo estdgio compreende atividades de producGo normal, tais
como construgdo de estoque, controle de distribuicGo e aumento dos niveis de
producdo. As atividades relacionadas & educacGo do consumidor e &
promo¢do do produto também aumentam. A aprovagdo do produto por
4rgdos oficiais finaliza e formaliza a intfrodugdo do novo processo e do novo
produto.

Ferramentas aplicGveis a esse estdgio: coleta passiva de dados,
histogramas, cartas de controle e diagrama de Pareto.

Relatério clinico final

|  Nome do documento Responsavel Ol{jeﬁvo };
T zims ,,w!
Documentar os .
resultados clinicos, |
: Pesquisador dos monitord-los e rever o

| testes clinicos desempenho da equipe !
j na  determinagdo e
! defini¢do do produto ‘

| , . Transferéncia da |
Lo . Lider do projeto/ ) ?
| Término e arquivo do B, documentagdo para |
! ™ . Documentagdo i
| portfélio do projeto Lo controle dos |
i tecnica !

documentos técnicos

Tabela 15. Estagio 7

Organizagio

As equipes de introdu¢Go de novos produtos devem ser compostas por
pessoas de todas as dreas envolvidas e organizadas em equipe
multidisciplinar, que deverd acompanhar o desenvolvimento do projeto desde
o seu inicio.

Essa equipe serd responsdvel pelo projeto do produto, desenvolvimento
do processo e sua implementacao.

A equipe da validagdo deverd, além das responsabilidades descritas
acima, contemplar a manutencdo da validacéo, incluindo change control,
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auditorias e revalidagdo. Essas atividades deverdo ser planejadas e
documentadas em documentacdo apropriada, como serd descrito no item
4.6.5 . Documentacéo de Validagéo.

4.5. Elementos de Validacao

O processo completo da validagGo deve ser baseado em investigagéo
metddica e sistemdtica. Os quatro blocos principais para a construgao do
processo da validagéo sGo:

Quadlificagdo da instalagdo (IQ) — RevisGdo dos equipamentos e
utilidades

Qualificaggo da operaggo (OQ) —  Andlise da operagdo do
equipamento

Qualificagdo do desempenho (PQ) — Desempenho do processo
Validagdo de processo / produto (PV) = Andlise do produto

Os quatro elementos da validagdo podem ser incluidos em qualquer
um dos trés tipos de validagGo definidos acima; entretanto, sGo mais
comumente conduzidos em validagdes prospectivas e simuliGneas.

O escopo de cada um dos quatro elementos do processo da validagdo
é ser uma ferramenta ou um sistema para documentar o processo durante a
fase de validagdo, garantindo a futura aceitabilidade do processo, através do
estabelecimento e da documentagdo de desempenho do processo e produto,
com o qual a produgao futura deverd ser comparada.

Esses elementos de validacdo tém a finalidade de fornecer os requisitos
bésicos para a constru¢do ou o desenvolvimento de programas pertinentes ao
processo, tais como:

Programas de manutengdo preventiva, calibragéo, alteragdes de
processo ou de equipamento (definidas na literatura como “change control”),
treinamentos, auditorias e controle de documentagdo. Esses programas sao
utilizados para garantir que o equipamento, o processo e os procedimentos
que especificam o processo, sejam mantidos no mesmo estado de controle de
quando o processo e o produto foram inicialmente validados.

A definicdo para cada elemento segue abaixo.
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4.5.1 Qualificagdo da Instalacao / Ql

A qudlificagdo da instalagGo estabelece que o equipamento /
componentes do sistema e suas limitacdes de desempenho estdo de acordo
com o especificado. E nessa fase que se estabelece a garantia de que o
equipamento completo estd instalado e conectado a&s utilidades apropriadas,
de acordo com as necessidades de manufatura.

Essa fase é considerada a fase da documentagdo da qualificaggo em
que o desenho do equipamento, suas especificacées e dados de fabricacGo e
instalag@o serdo documentados. A IQ inclui documentagdo de instalagdo para
verificar a compra, os materiais, a instrumentacdo e os compenentes de
engenharia.

4.5.2 Qualificagcdo da Operagdo / QO

A quadlificaggo da operacdo estabelece confianga em que os
equipamentos do processo e seus sistemas auxiliares, definidos na
qualificagdo da instalag@o, sGo capazes de operar consistentemente dentro
dos limites especificados.

A OQ é considerada a fase de teste da qualificaggo em que a fungdo
do equipamento é avaliada em relagdo ao especificado para o processo,

simulando a fase de produgédo.
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4.5.3 Qualificagcdo do Desempenho do Processo /
QP

A qualificagGo do desempenho do processo estabelece confianga em
que o processo é efetivo e reprodutivel.

A QP é mais freqientemente empregada para utilidades consideradas
criticas e que exigem um longo teste para garantir que o sistema opere dentro
dos limites do projetado sobre toda a faixa de condi¢bes de operagdo. Um
exemplo desse tipo de estudo é a avaliagdo da dgua para o sistema de
injecGo. Os testes da qualidade da dgua usualmente se estendem por 30-45
dias apés o término do QO. Na fase QP, deverd se estender por, no minimo,
um ano para garantir que mudancas no fornecimento da dgua e nas
condigdes ambientais ndo afetem a qualidade do desempenho de todo o
sistema.

4.5.4 Valida¢do do Processo e Produto / VP

A vdlidaggo do produto estabelece confianca através de testes
apropriados em que o produto, acabado e produzido por um processo
especifico, atende a todos os requisitos especificados para seu desempenho e
seguranca.

Em outras palavras: a validaggo deve demonstrar o desempenho do
processo de manufatura, que é o responsavel pela variabilidade nas
caracteristicas do produto. A identificacdo dos parémetros criticos do
processo, seu controle e a demonstragdo de que um produto é manufaturado
de forma reprodutivel e dentro da especificagdo pelo processo contemplado,
através da avaliagdo das caracteristicas criticas do produto, fornecem
evidéncia para conclusGo dessa etapa.

Importante lembrar que a validagdo da metodologia analitica, que
avaliar@ pardmetros do processo e do produto, devem ser também validadas
de acordo com os requisitos descritos no capitulo 3.

A validagcdo da limpeza e, se aplicavel, da sanitizaggo também deve
estar devidamente desenvolvida e concluida para o processo contemplado.
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4.6. Documentacdo de Validagao

Dois dos mais criticos aspectos da definicdo de validagGo sGo o
estabelecimento da evidéncia documentada de que o processo e o produto
atendem consistentemente as especificacdes pré-definidas. Para: atender a
esse importante requisito {descrito na secdo 820.75 do QSR- FDA,1998), é
necessdrio gerar a documentagéo de validacdo. Esta é fundamental e deve ser
escrita e organizada de tal maneira que a validagdo ocorra de forma légica e
répida.

Protocolos, planos, procedimentos, especificacdes, registros de
producdo, fichas, relatérios devem ser escritos de forma clara e assinados
pela equipe de validagéo.

O plano de validacGo de uma unidade, chamado de plano-mestre,
deve ser escrito antes do trabalho ser iniciado.

A documentagdo de uma validag@o deve incluir:

4.6.1 Plano-Mestre (MP)

Quando o compromisso da validagdo abrange dreas extensas de
processos complexos, deve-se organizar os objetivos e os compromissos da
validagGo em um plano-mestre, que fornecerd toda a estrutura do trabalho a
ser realizado.

O plano-mestre pode incluir o processo e os produtos de uma planta
inteira ou pode contemplar um Onico processo. O escopo desse documento
ndo é critico em relagdo & sua definicGo; é critico, sim, no sentido de
identificar os sistemas a serem validados, os testes a serem conduzidos e o
desempenho esperado para os sistemas em avaliacdo. Todas as atividade e as
responsabilidades devem estar descritas nesse documento, incluindo detalhes
da programacdo das atividades, métodos, softwares e de todo o processo da

validacgo. Os exemplos podem ser facilmente encontrados na literatura
(Carol DeSain, 1994). '
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4.6.2 Protocolo

O protocolo da validaggo contém todo o planejamento do trabalho, os
detalhes especificos do projeto e a documentagdo requerida para cada fase
da validagdo, para cada parte do equipamento do processo contemplado. O
protocolo deve conter também o critério de aceitagdo (predeterminado na
especificagdo) a ser utilizado como critério de sucesso da validagao.

Os requisitos para protocolos, de acordo com a fase da validagéo,

encontram-se em detalhes no Procedimento de Operacao Padréo, item 4.6.4.
B.

Como regra, qualquer mudanga subseqiente deverd ser assinada por
toda a equipe da validagéo.

4.6.3 Relatério

Como todo o trabalho da validagdo é feito de acordo com o descrito
no protocolo, os registros do processo podem ser anexados ao protocolo. A
conclusdo final dos estudos da validagéo, os resultados e os dados relevantes
devem ser sumariados em um relatério que deve incluir a disposicdo do
equipamento ou processo e produto. Qualquer indicagdo ou condigdo
especifica para o processo avaliado deve ser incluido no procedimento da
operagdo padrdo para o equipamento ou processo avaliado.

O relatério deve incluir:
QO Titulo, designagao e descrigdo do objeto da validagao.
O Resultados do trabalho da validagéo.

Q Avaliaga@o baseada no critério de aceitagdo e a disposicao final do produto
obtido.
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O Requisitos a serem incluidos no respectivo Procedimento de Operagdo
Padréo.

Q Assinaturas da aprovagdo pelos responsaveis (pesquisa, gngenharia,
fdbrica e qualidade).

O relatério deve também incluir a justificativa de desvios ocorridos
durante a execucGo do protocolo da validago.

4.6.4 Procedimento de Operacdo Padréo para
Validagao / POP

Devido & grande diversidade de produtos e processos relationados a
producdo de medicamentos e dispositivos médicos, é dificil escrever um
procedimento que seja completamente adequado a qualquar tipo de
processo. O que se pretende neste trabalho, é expor um procedimento
padronizado que deverd ser redefinido de acordo com as necessidades de
cada companhia e de cada processo, detalhando melhor alguns passos ou
excluindo aqueles que n&o se aplicam a determinado processo.

Em linhas gerais, os principios e procedimentos para a validagdo
devem seguir a seguinte estrutura de organizag@o como a definida no POP
abaixo.

Objetivo
O objetivo deste documento é fornecer diretrizes para o processo da

validagdo de equipamentos, processos e produtos de uma empresa especifica
,digamos, a companhia XXX. ~

Alcance
Estas diretrizes se aplicam a equipamentos e processos novos e &
existentes da fdbrica XXX. Todos os procedimentos da valldqgoo serGo

conduzidos pelo departamento interno da qualidade, ou conduzidos por
terceiros devidamente coniratados e aprovados. »
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Definigoes

Qualificagiio da instalagGo - Estabelece a confianga em que os
equipamentos de processo e as utilidades auxiliares sGo capazes de operar
consistentemente dentro dos limites e tolerancias estabelecidos.

Qualificagdo do desempenho do processo - Estabelece confianga em
que o processo ¢ eficiente e reprodutivo.

Qualificaggo do desempenho do produto - Estabelece confianga,
através de testes especificos, em que o produto final produzido por
determinado processo atende a todos os requisitos especificados.

Validag&o prospectiva - Validagdo conduzida antes da distribuicdo de
um novo produto ou da melhoria de um produto & existente, cuja
modificacdo afeta suas caracteristicas de qualidade.

Validagdo retrospectiva - Validagdo do processo de um produto ja
distribuido. E feita, tomando como base os dados acumulados ao longo do
tempo.

Validagdo - Estabelece evidéncia documentada de que um processo
produza, satisfatoriamente, produtos que atendam & especificacdo quanto aos
requisitos de qualidade.

Protocolo de validagdo - Planejamento escrito, estabelecendo como a
validacdo serd conduzida, incluindo pardmetros a serem seguidos,
caracteristicas do produto, equipamentos de produco, decisbes a serem
tomadas em relagdo a critérios do sucesso da validagdo e disponibilizagdo do
produto obtido.

Pior caso (worst case) - Conjunto de condicdes do processo,
contemplando os limites inferior e superior e outras circunstancias, incluindo
aquelas que, dentro do Procedimento de Operacdo Padrdo para o processo
em estudo, apresentam chance de falhas quando comparadas as condigcbes
ideais. Essas condi¢gdes ndo conduzem necessariamente & falhas do processo.

Relatério de validagdo - Relatério documentando todo o procedimento
realmente executado, seus resultados e conclusées.
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O O O O

O O

o

Método

A . Validagao Simultdnea

Antes de qualquer protocolo de validagao ser escrito, é essericial que:

As especificacbes do sistema, subsistemas e componentes dn processo
tenham sido definidas e aprovadas '

FMEA tenha sido concluido e documentado para processos e pr?duto
A andlise de risco tenha sido conduzida
O controle do projeto tenha sido documentado e esteja sob controle

A necessidade de testes pré-clinicos e clinicos esteja sendo OVOIIGdG e
executada quando aplicavel

O treinamento dos operadores tenha sido executado e documeﬁiado

Os procedimentos da calibracGo e manutencdo estejam dlspomlvels e em
execugdo

A descricgo detalhada dos equipamentos e dispositivos dos testes esteja
disponivel

Os procedimentos de amostragem estejam documentados

Os procedimentos e métodos dos testes tenham sido volldodos e
considerados adequados

Os procedimentos e as instrugdes das operagbes para todas ag méquinas
estejam disponiveis e controlados

Os festes com base estatistica e cientifica tenham sido conduzidos para
identificar fatores criticos que possam afetar o desempenho do processo.

Todos os itens acima devem estar documentados e disponiveis em

formato facilmente recuperdvel.
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B. ValidagGo Retrospectiva

A validagdo retrospectiva consistird no exame da qualificacgo da
instalagGo dos equipamentos, dados de controle em processo, testes do
produto final, reclama¢bes da praca e outras informacdes que sejam
consideradas relevantes.

Os dados devem ser estatisticamente avaliados. Se o processo estiver
operando em condi¢des estatisticamente controladas, deve-se avaliar sua
variabilidade e compard-la com o objetivo especificado. Nesse tipo de
validagGo, é essencial que os registros de caracteristicas-chave do processo
estejam disponiveis em detalhes (tempo, temperatura, umidade, set-up dos
equipamentos, etc.). Em linhas gerais, essa validagGo segue os mesmos
passos da validag@o prospectiva.

C. Validagao Prospectiva

A validagdo prospectiva incluird todas as consideracdes que devem ser
feitas antes de um novo produto ser introduzido no mercado, ou quando
existe uma mudanca relevante do processo que possa afetar a identidade ou
uniformidade do produto.

D. Elementos que devem ser contemplados

Equipamento: Quadlificacdo da instalagao.

Processo: Qualificacdo do desempenho.

Produto: Qualificaggo do desempenho/validaggo.
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D.1 - Equipamento: Qualificacdo da Instalagdo / IQ

Inclui: '

O Desenhos / descricbes dos equipamentos, incluindo modelo e ndmero de
série ;,

O Certificagdo da instalagéo |

Q Procedimento de sanitizagdo ( se aplicavel)

QO Procedimento de OperagGo Padrao |

O Manutengdo preventiva e calibragcdo (se aplicével)

QO Inspegbes de seguranca

QO Instrugbes para set-up

O Testes de especificagGo

Q Lista de pecas de reposicdo e periodicidade de substituiggo

O Validagdo de limpeza (se aplicavel)

O equipamento deve funcionar em condigbes que simulem & operacdo
normal de produgéo, incluindo as condigdes definidas como “pior. caso”. Os
resultados devem confirmar que o equipamento e os sistemas auxiliares sejam
capazes de operar consistentemente dentro das especificagées estaljelecidas.

O protocolo a ser escrito para QI do equipamento deve conter ¢s seguintes
segoes:

O Objetivo

0]

Descri¢ao do equipamento / sistema

O

Testes de caracterizacéo e qualificagGo

Manutencao / calibragdo / limpeza do equipamento
Critérios de sucesso (devem se atingidos antes de prosseguir)

Resultados e andlises

0O 0 0 O

Conclusdes
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D.2 - Processo: Qualificagdo da Operagio e do Desempenho - Q0 e
1) 4

Recomenda-se construir um fluxograma macro do processo e descrever
brevemente como a validagdo contemplada serd conduzida para garantir,
como resultado, um produto conforme a especificacéo preestabelecida.

Os seguintes itens devem ser referenciados:
Treinamento de operadores e selecdo de procedimentos

Procedimentos de Operagdo Padrao para o equipamento

@)
o
O Desenhos e especificacdes de engenharia
O Especificagbes de matérias-primas

Q Registros de controle de qualidade das matérias-primas
Q Carateristicas de qualidade (resultados esperados)

Deve-se conduzir experimentos para caracterizar fatores importantes
que afetam o desempenho do processo em estudo. Neste caso, deve-se
salientar o necessidade da utilizaggo das ferramentas como QFD,
experimentacdo planejada, FMEA, etc.

A determinacGo das condicdes de pior caso, dentro do intervalo
especificado, deve ser conduzida; resultados para, no minimo, trés lotes de
producdo devem se registrados. A definicdo do que serd considerado o pior e
o melhor caso e quais resultados serdo considerados como critério de sucesso
devem ser definidos pela equipe de validaggo.

O protocolo a ser escrito para Q0 e QP do processo deve conter as
seguintes segées:
QO Obijetivo
Q Defini¢do do processo e fluxograma

O Defini¢cao das respostas e fatores-chave obtidos de estudos de laboratério
ou outros estudos (identificagGo das melhores condigdes de processo)

O Coleta de dados nas piores condicdes

O Andlise planejada / controle de processo

(0]

Revalidacao
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O Resultados esperados ou critérios de sucesso (devem ser ahngubs antes de
prosseguir) ,

QO Resultados obtidos

QO Conclusées e assinaturas de aprovagdo

D.3 - Produto: Qualificacdo/Validagdo do Processo/ VP t

A validacGo do processo, através da avaliagdo do produto obtido,
deverd incluir testes de desempenho, simulando condigdes rormais da
utilizagGo do produto. Deve-se utilizar produfos que tenham sndo;produzudos
em equipamento qualificado e processo |G validado.

A validagdo do processo, através da avaliagGo do produto abtido, deve
incluir: 1

O Revisao de especificagdo de produto
QO RevisGo de métodos de testes para simular utilizagdo
Q Nuumero de amostras, nimero de lotes a serem testados ;

O Andlise dos resultados

O protocolo a ser escrito para validagdo do processo (VP) deverd conter:

Q Objetivos

QO Revisdo de especificagdes e métodos relacionados ao teste
O Testes a serem efetuados.

O Resultados e andlises

O Conclusées e assinaturas de aprovagao
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4.6.5 Manutencdo da Validacdo

Cada uma das dtividades descritas abaixo servird para manter o
plano-mestre atualizado, e a equipe de validagdo decidird se registros
pertinentes a atividades de manutencdo devem fazer parte dos adendos do
plano-mestre, do relatério ou da quadlificagdo de equipamentos.

Uma vez que o sistema, produto ou parte de um equipamento tenha
sido validado dentro do ciclo de desenvolvimento do produto, a manutengédo
da validagdo pode requerer trés atividades adicionais que serdo descritas a
seguir.

A. Alteracao de Parametros (change control)

Depois de concluida a validagdo, qualquer alteragGo aplicada ao
processo, equipamento, software, materiais inicialmente utilizados,
procedimentos de limpeza, etc., deve ser registrada e avaliada quanto ao seu
efeito na validagéo atual.

E necessério definir um “Sistema de Alteracdes no Processo”, chamado
na literatura de Change Control System, com a finalidade de registrar e
monitorar todos os pardmetros do processo e suas alteragdes ao longo do
tempo. Esse item é de responsabilidade da qualidade, da manufatura e, se
necessdrio, da pesquisa e do registro do produto.

A alteracdo dos pardmetros pode ocorrer e ser ou ndo necessaria a
revalidacdo; a equipe deve decidir, avaliando o impacto da mudanga como
exposto acima.
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B. Revisdo Periodica da Qualidade

A revisdo peridédica da qualidade é um instrumento pbra checar
retrospectivamente a qualidade dos parémetros relevantes do pfocesso em
um certo periodo de tempo (por exemplo, em um ano). A revisdo periédica da
qualidade ndo é um elemento de validaggo direta, mas em relagGo aos
processo de validagdo existente, torna possivel determinar quanto ym produto
pode ser ainda considerado validado ou quanto uma revglidacdo é
necessdria.

Para essa atividade os seguintes documentos devem ser condiderados:

Todos os dados quantitativos dos produtos {4 liberados. ;
Dados de controle do processo. |
Reandlises, recusas, indice de rejeicdes.

Reclamagées da praga.

Resultados da estabilidade.

Desvios e alteragbes do processo.

0O 00 OO0 0 O

Desvios em resultados de testes ou em procedimentos de monitgramento.

Essa atividade é de responsabilidade das mesmas péssoas que
aprovaram o relatério da validagao.

C. Revalidagio

i

Uma vez validado, o sistema necessitaré de um prcigramo de
manutengdo preventiva que garanta consistentemente o mesmo dgsempenho
do processo originalmente validado. A revalidagGo deve ser conduzida toda
vez que ocorrer uma mudanga significativa na embalagem, formulagéo,
equipamento, processo ou caracteristicas do produto.

Mudanca em fornecedor de matéria-prima pode, evantualmente
requerer validagéo. Carfas de controle ou outros tipos de andlis¢ de dados
sGo de grande ajuda para determinar se a revalidagdo é requeridaj

Os sistemas de manutengéo da validagdo, acima descritos, fornecerdo
subsidios para essa decisGo, que deve ser tomada pela equipe dei aprovacao
do relatério.
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4.7. Ferramentas para Validagao

Na definigdo dos sete estdgios de desenvolvimento do projeto, citamos
as ferramentas aplicdveis a cada estdgio para que o produto final atenda aos
requisitos do consumidor e, conseqlUentemente, torne-se um produto
competitivo, atendendo as expectativas da companhia que o fabrica.

Existem muitas ferramentas disponiveis, porque muitos sGo os objetivos
a serem alcancados e muitas as etapas a serem cumpridas em
desenvolvimento e validagdo de um processo. O esquema abaixo resume os
estdgios para validagdo do processo e as ferramentas consideradas
imprescindiveis para a conclus@o satisfatéria do projeto.

FERRAMENTAS PARA VALIDAGAO DE PROCESSOS

Requisitos Requisitos Especificagdes Parametros
dos clientes [—] Fase? tenicos. [ Fasen B0 projsto | Fase Ul do processe Fase v
Selectonar um conceito Selecionar um conceito Ajuste fino do processo Controle
(Projeto) (Processo) de
processos
Andlise Funcioral i
Disgrama de afinidade FMEA's (Processo) Analise de Fathas CEP
Analise Funcional - . Dy ho de Exp - Desenho de E S
FMEA'S (Prodtito) ci LT - - CEP: | :
D ho de Experli g JRANE R Lt - TR

Figura 10. Ferramentas para validagdo de processos

(Elfe, Lahey e Launsby, 1995)
Sendo:

CEP = Controle estatistico de processo, e

FMEA = Failure Mode and Effect Analysis
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Capitulo 5. Comentdarios /
Conclusoes

A qualidade, como ferramenta de boas prdticas de negécios, tem sua
base nos principios da validagdo. A caracterizagdo do sistema de medidas e a
sua validag@o s@o procedimentos imprescindiveis para avaliar a qualidade da
informag@o oriunda de um processo. Para sistemas de medigdes cujo processo
exige metodologia quimico-andlitica, a validacdo é um processo constante
que se inicia antes de um instrumental analitico ser instalado e continua até
que o método tenha sido validado e transferido.

O processo todo de caracteriza¢do, qualificagao e validagao de sistema
analitico é trabalhoso e requer investimento de tempo. Mas a n&o-validagao
do sistema analitico pode significar perda de tempo e recursos. Assim, a
validagéo do sistema de medig¢do analitica é um processo que permite utilizar
os recursos do laboratério da forma mais adequada e produtiva possivel.

Dentro do conceito de que a qualidade deve ser construida no produto
desde o inicio de seu desenvolvimento, e sendo os métodos andliticos a
ferramenta que ir@ medir esse processo, a necessidade da validagdo analitica
é incontestavel.

A equipe de desenvolvimento do produto, incluindo todos os
departamentos envolvidos, como |4 exposto acima, deve entender Qualidade
como boa prdtica para o negdcio e aplicar seus principios em todo o
processo, tendo como base os elementos da validagdo e os requisitos FDA.
Somente quando a qualidade que se inicia nos laboratério também se
estende para o chao de fdbrica, escritérios, dreas de manutencéo e todas as
demais dreas envolvidas, ela se torna realmente Good Business Practice.

A validacgdo é a ferramenta pelo qual os sistemas e processos sGo
testados para garantir que funcionem reprodutivamente dentro do esperado.

Deixamos o “testar o produto final”, para buscar e definir o nivel de
exceléncia de produgdo, garantindo que todas as etapas do processo de
manufatura estdo sob controle. Isso permite melhoria de processo, diminuigGo
ou eliminagdo de ndo-conformidades e retrabalhos. Quando conduzida
adequadamente, a validagao propiciard conhecimento do processo e do
produto, que resultar& em maior produtividade e lucros, entre outros ganhos,
tais como: maior envolvimento dos empregados, menor custo de manutengGo
e menos paradas de mdquinas.
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