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RESUMO

7

O Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos, Biomainhos, é uma unidade da
FIOCRUZ produtora de vacinas, biofarmacos e reati® Departamento de Controle de
Qualidade, pertencente a unidade de Biomanguirdh@esponsavel pelos diversos ensaios
fisico-quimicos, microbiologicos e bioldgicos pdilzeracdo dos produtos finais, produtos
intermediarios e matérias-primas.

Devido a necessidade de normalizar seus ensaieseméfs a produtos finais e
intermediarios, véarias medidas tém sido tomadasocooaalibracdo e qualificacdo de
equipamentos, validacdo de métodos analiticossiggoi de padrbes, entre outras atividades
de melhoria. Uma datificuldades encontradas pelos laboratérios derclentle qualidade é a
aquisicdo de padrbes que tenham caracteristicaslismes aos produtos produzidos em
Biomanguinhos. A disponibilidade de materiais déeréncia/padrées que atendam as
necessidades do laboratério e a dificuldade emlobté@além dos custos elevados, os tornam
impeditivos para uso nos ensaios rotineiros.

Esta dissertacdo tem como objetivo estabeleceétacprda producdo de material de
referénciain housepara os métodos que sdo utilizados pareomirole de qualidade de
produtos obtidos em Biomanguinhos. O planejamergfaleoracédo do material de referéncia
de trabalho serdo realizados considerando-se taslasondicdes necessarias para que a
substancia candidata atenda as normas vigentesoreldas a normalizacdo de métodos de
controle de qualidade. A implantacdo da metodolagidos requisitos necessarios para
obtenc&o do material serdo descritos neste trabalho

O material “candidato” a material de referénciapotirribosil-ribitol fosfato, o PRRP,
que apds conjugacao com a proteina monoméricadatdorna-se o principio ativo da vacina
contraHaemophilus influenzaa vacina Hib.

A avaliagdo do material de referéncia candidato asedda nos estudos de
caracterizacdo, homogeneidade e estabilidade,zando-se ferramentas estatisticas
adequadas, visando a atribuicdo do seu valor com incerteza de medigcdo associada,
atendendo aos propdsitos desejados e agregandoaoaf@bilidade aos produtos analisados
pelo laboratério. Além do uso interno, ha a intendé produzir este material de referéncia
emitindo certificado de acordo com as normas vegne assim fornecé-lo também para o
INCQS, érgédo da FIOCRUZ responsavel pelo contrelegdalidade nacional de vacinas e
medicamentos.
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ABSTRACT

The Institute of Technology in ImmunobiologicalsioBianguinhos, is a vaccine,
biopharmaceuticals, and diagnostic kits productiait that belongs to Fiocruz. The Quality
Control Department is responsible for the many ayschemical, microbiological, and
biological assays performed to release the final amermediate products and the raw
materials.

Due to the need of standardization of the asssysie measures have been being
taken, such as equipments’ calibration and qualifi, validation of analytical methods, and
standards purchase. One of the challenges facetiebguality control laboratories is the
acquisition of standards that have the same clarstits as the Biomanguinhos products.
The low availability of standards and referenceeamals that attend the laboratories’ needs
and the difficulties in obtaining these productssides the high costs, make their use in the
laboratories routine almost impossible.

This thesis intends to establish the productioaciice for the in-house reference
materials used in Biomanguinhos’ quality contradaas. The planning and elaboration of the
reference materials will be made according to therent legislation that concerns the
standardization of quality control methods. Theldgment of the methodology and of the
requirements for the material obtainment will becdissed in this work.

The ‘candidate’ to be a reference material ispblyrribosil ribitol phosphate (PRRP)
that, after conjugation with the tetanical monomeniotein, becomes the active substance of
the Haemophilus influenzaeaccine (Hib).

The evaluation of the candidate material is basetharacterization, homogeneity and
stability studies, using suitable statistical toahsorder to assign its value with an associated
measurement uncertainty. It aggregates relialiithe products analyzed in the laboratories.
Besides the internal use, the purpose of this werko certify the reference material in
accordance with the current regulations, so thedarit be more trustable and therefore be used
by INCQS, Fiocruz unit responsible for the natiogahlity control of vaccines and other
pharmaceutical products.



1. INTRODUCAO

No Brasil, oSistema de Qualidade vem se tornando um elemestmaal para o
sucesso das empresas e instituicbes. Este sistama éstrutura organizacional que envolve
os procedimentos, responsabilidades, processasiesos necessarios para implementacéo da
Gestado de Qualidade (ISO 8402). De acordo com né&fiT NBR ISO/IEC 17025:2005,
no requisito do Sistema da Qualidade, o laboratteie estabelecer, implementar e manter

um sistema da qualidade apropriado ao escopo dasatividades.

Setores regulamentados legalmente devem atendBoas Préaticas de Laboratério”
(BPL) e “Boas Praticas de Fabricacao” (BPF). AsdBBgaticas de Laboratorio referem-se ao
Sistema da Qualidade que diz respeito a organizag@ocondicdes sob as quais estudos em
laboratorio e campo sao planejados, realizados,itarados, registrados, relatados e
arquivados. As Boas Préticas de Fabricacdo, valtpdaa a producdo de medicamentos,
assegura que os produtos sejam fabricados em oudéte e controlados em relacdo aos
padrées de qualidade solicitados pelo registra&amido produto. As BPF de medicamentos

estdo relacionadas com os procedimentos de faBdaacontrole de qualidade (PIC/S,2004).

Garantir a qualidade dos resultados dos métodaétiems utilizados na rotina de
controle de produtos finais e produtos intermedgré um grande desafio para qualquer

laboratorio que tem como objetivo o controle deligade.

A confiabilidade dos resultados é determinada ata@e diversos meios, tais como: a
validacdo de métodos, rastreabilidade atraves diégs certificados, analistas qualificados e
treinados, equipamentos calibrados, entre outnaisetanto, devido a alta especificidade dos
produtos produzidos por Biomanguinhos, os matedaiseferéncia certificados e/ou padrées
certificados, que contenham as mesmas caractasisséo dificeis de serem encontrados ou
estdo indisponiveis em sua maioria. Quando possis& muito caros, inviabilizando

financeiramente o0 seu uso em testes de rotina.
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Este projeto tem como proposta a elaboracédo de aterial de referéncian house.

Com o objetivo de atender a demanda da prépriaadeidavaliou-se a viabilidade de se

utilizar um dos intermediarios da vacina Hib paalizacdo deste estudo, o polirribosil-ribitol

fosfato (PRRP). Este produto intermediario € unispatarideo obtido através do processo de

fermentacao e purificacdo do polissacarideo capdaldaemophilus influenzatgo b.

Abaixo temos fluxograma simplificado, com as etagp@groducéo, seus respectivos

produtos e a importancia da realizagdo dos engwesprincipais etapas de producdo da

vacina Hib em Biomanguinhos.

FLUXOGRAMA DE PRODUCAO DA VACINA CONTRA Hib

Propagacédo de células em meios de cultivo sélido e liquido

Producao da capsula polissacaridica em biorreator

Purificacdo do polissacarideo (PRRP)

Ativacédo do polissacarideo

PRRP - Primeiro produto
intermediario do  processo
produtivo. As analises do
conteudo de fésforo e contetdo
de D-ribose realizadas séo
indicativos do seu grau de
homogeneidade (pureza).

Conjugacao do PS com a PMT para a obtencdo do PSTT

Formulacéo

PSTT - Segundo produto intermediario
do processo produtivo. A andlise do
conteddo de D-ribose é utilizada para
calcular a eficiéncia da conjugacdo e
para estimar o0 conteddo de
polissacarideo, com base no qual se
realiza a etapa de formulacéo.

Envase e liofilizagéo

Rotulagem e embalagem (Produto final)

garantem a eficacia da vacina.

Vacina conjugada contra Hib  — Produto final.
A andlise do conteudo de D-ribose é realizada
para estimar o contelldo de polissacarideo por
dose da vacina, valor este que, associado ao
percentual de PS livre e a Distribuicdo de PM,

Figura 1.1 — fluxograma simplificado da produc&o davacina contra Hib.




A Vacina Hib e seus intermediarios sao produzidosoatrolados através de
procedimentos provenientes do processo de transfaréde tecnologia com a
GlaxoSmithkline (GSK) — Bélgica. Os métodos de rmatfisico-quimicos relacionados aos
produtos intermediarios da vacina Hib, jA& se emaomtestabelecidos e as metodologias

validadas.

Desta forma, faz-se necessario estabelecer umiatatereferéncia que sera utilizado
como material controle para os ensaios rotineBos. elaboracdo baseia-se em ISO Guias da

série 30-35, dedicadas aos materiais de referéncia.

Atualmente para vacina Hib, o material de refei@rioternacional disponivel no
cenario mundial fornecido pelo World Health Orgatian (WHO), é o PRRP liofilizado sob
o codigo 02/208, elaborado pelo National Instittde Biological Standards and Control
(NIBSC). Sua utilizacdo para rotina, entretantongavel mediante a quantidade necessaria

para as analises de controle de qualidade. Esteriaiatentretanto, é utilizado para dar
rastreabilidade ao material de referéncia proposto.

Em Biomanguinhos, encontra-se em andamento o pragjet transferéncia de
tecnologia com os Institutos Cubanos (Centro derirggia Genética y Biotecnologia (CIGB)
e Centro de Imunologia Molecular (CIM)), envolvendgroducdo de Biofarmacos. Estes
Institutos produzem e utilizam mais de 50 mated@geferéncia em seus procedimentos de
controle. Considerando-se as necessidades de Bguimdios em relacdo a materiais de
referéncia, esta proposta de trabalho € uma inviaiab sentido de ganhar experiéncia para a
producdo de novos materiais de referéncia, quemvisaender as necessidades do
Departamento de Controle de Qualidade e 6rgaosacyes.

Em funcéo da crescente demanda do mercado e @leoaexigido em cada processo, a
utilizacdo destes materiais em ensaios analiticosatse essencial para garantir a
rastreabilidade e confiabilidade metrologica dasligies, aliada as ferramentas estatisticas
como as cartas de controle (EURACHEM/ CITAC -2003).

E possivel acompanhar a resposta do método, sdénigin e 0s possiveis erros
aleatérios e/ou sistematicos. Desta forma, o dedemento de materiais de referéncia
viabilizaria a diminuicdo de custos do departameptssibilitaria a produgdo de materiais
com caracteristicas similares aos produtos emsaaigregando uma maior confiabilidade

aos produtos de Biomanguinhos.



1.1. A importancia da vacina contra Hib para a saude pulica mundial e no Brasil, no
combate a doencgas causadas pdtaemophilus influenzasipo b.
O Haemophilus influenza€ uma bactéria gram-negativa que de acordo com a

estrutura quimica da camada externa polissacayiolbcke ser capsulada ou ndo encapsulada.
Dos seis tipos capsulados He influenzae(a, b, c, d, e, f)o tipo b (Hib) é o principal
causador de doenca invasiva na infancia, especiédmem regides nao industrializadas,
incluindo meningites, epiglotes, septicemias, owiebtes, artrites e de doencas nao
invasivas, como pneumonias e otites (WHO, 2002).

No mundo todo dHaemophilus influenzaigpo b causa mais de trés milhdes de casos
de diversas doencgas anualmente. Aproximadament8@mOriancas morrem por pneumonia
e meningite causada pdiaemophilus influenzad¢ipo b. Varias sequelas neurolégicas
ocorrem em 15 a 30% dos casos, cujas criancasvdaiirea meningite (Holliday, 2008)

O uso da vacina iniciou em 1985 quando as primeieasnas de polissacarideo
polirribosil-ribitol fosfato foram licenciadas. Bst vacinas foram efetivas em adultos e
criancas acima de 2 anos de idade, mas néao prquietecdo adequada a criangas menores,
devido a baixa resposta imunolégica para antigembspendentes de células T como os
polissacarideos (Morris, 2008).

Por esta razdo, uma nova geracao de vacinas fendasida a partir da conjugagao
de uma proteina carreadora com polissacarideoa. desfjugacdo ndo somente induziu a
circulacdo de anticorpos e a memoria imunologicaceancas, como também resultou na
diminuicao da colonizagcéo nasofaringea de Hib garismo (WHO core2002).

As vacinas licenciadas para uso contidagmophilus influenzakpo b sdo baseadas
na conjugacdo com o toxoide diftérico, o toxéid@rieeo ou com uma proteina externa de
membrana meningococica. Deste modo, as vacinasugamgs contra Hib apresentam
variacbes quanto ao tipo de proteina carreadoran@odo de conjugacédo utilizado e ao
tamanho da cadeia do polissacarideo, fornecenderedifs propriedades imunoldgicas
(WHO, 2002).

Em 1997 a Organizacédo de Saude Pan Americana (PAHO) recmuenimplantacéo
da vacinacao contra Hib na rotina da América Latieado como precursores do processo o
Uruguai e Chile (Kmetzsch, 2003).

Dados mais abrangentes em relacdo ao periodoardevacinacdo sao apresentados
no artigo “Impact of theHaemophilus influenza¢ype b vaccination program on HIB
meningitis in Brazil” (Miranzi, 2007). No periodoed1983 a 2002, 379.352 casos de
meningite foram notificados no Brasil, incluindo. 240 (6,51%) casos de meningite por Hib

com incidéncia de 81,6% em criangas com menosah®$.
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Em setembro de 1999, em todo o Brasil, a vacinadditjugadafoi implementada
para criancas de até 2 anos, de acordo com o Rrag¥acional de Imuniza¢des (Kmetzsch,
2003). Observou-se que, com a implantagdo da vadibana rotina, e com aumento
gradativo da cobertura vacinal, houve uma respioséaliata em relacdo a incidéncia da

meningite causada pblaemophilus influenzatgpo b (Figura 1.2).

MENINGITE POR HHAEMOPHILUS INFLUENZAE B
INCIDEMCIA POR GRUFO ETARIO X COBERTURA VACINAL DE MENORES

DE I ANO EM ROTIMA COM A TERCEIRA DOSE
Braal, 1508 2002%
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Figura 1.2 — Incidéncia por grupo etario X cobertua vacinal - Meningite por Haemophilus influenzaeB
no Brasil no periodo de 1998-2002 (MS, 2003).

E inquestionavel a importancia mundial da vacind Ha prevencdo de doencas
invasivas como meningite. Ha, entretanto um défiwindial, pois apesar da recomendacao
da PAHO na sua utilizacdo, em 2006, apenas 26%r@as;as no mundo receberam a vacina
Hib (Morris, 2008). Isto demonstra o potencial @iemanguinhos como produtor de vacinas
tem atualmente em relacdo ao mercado interno eafunte ao mercado externo, no combate
aoHaemophilus influenzatgo b.

Atualmente no Brasil, a vacina Hib conjugada tedo sidministrada ao mesmo tempo
com a vacina DTP (Ribeiro, 2007) sendo esta fodaepor Biomanguinhos e distribuida pelo
Ministério da Saude. Recomendado pelo calendariondeizacéo, criancas abaixo de 12
meses de idade recebem trés doses, sendo adndiaisstra segundo, quarto e sexto meses de
idade (Ribeiro, 2007).



1.2. Implantacdo da producado da vacina Hib em Bionreguinhos

Em 1999, por contrato de transferéncia de tecnalagim a Glaxosmithkline,
Biomanguinhos/Fiocruz iniciou o fornecimento da imacconjugada contr&laemophilus
influenzadipo b (Hib) ao Programa Nacional de Imunizac¢teS (R003).

O processo de transferéncia de tecnologia foizaaddi com treinamento de todos os
funcionarios envolvidos com as etapas de produeagenharia, controle e garantia da
qualidade. A transferéncia de producéo foi gradaaié ser finalizada em maio de 2005, onde
foram produzidos os trés primeiros lotes naciodai€onsisténcia para estudos clinicos que
foram realizados em 2006, com a participacdo vahmte o acompanhamento de mil
criangcas em cinco centros municipais de saudeddaeido Rio de Janeiro. Em setembro, foi
finalizado o trabalho de campo, iniciando-se a leffio e a andlise dos resultados. A
conclusdo obtida neste estudo demonstrou que nadifeienca na eficacia da vacina
produzida em Biomanguinhos quando comparado comci&ma produzida com concentrado
de Hib importado (Biomanguinhos, 2007).

Biomanguinhos é atualmente um dos maiores forneesdde vacinas para o
Ministério da Saude, tendo 47% de participacdo eccato publico nacional. Considerando
apenas os produtores nacionais, responde hojespoda demanda do governo. Em relacdo a
Hib, o Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicasralera a totalidade da demanda do
Programa Nacional de Imunizacdes (PNI), cujo mdetasta avaliado em torno de 12

milhdes de doses por ano da vacina tetravalentem@iguinhos, 2007).

1.3. Material de referéncia (MR)
Segundo o ISO GUIA 30:2000, e o Vocabulario Inteim@al de Termos

Fundamentais e Gerais de Metrologia (VIM:2008aterial de referénciaé um material ou
substancia que possui um ou mais valores de pdaoiee que séo suficientemente
homogéneos e bem estabelecidos para serem usadadibmacdo de um equipamento, na
avaliacdo de um método de medicao ou atribuicamlbees a materiais.

O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacadealidade Industrial (Inmetro)
destaca que os materiais de referéncia sdo impestéarramentas na determinagao de muitos
aspectos da qualidade de medicdo e sao utilizados fins de validacdo de meétodo,
calibracdo, estimativa da incerteza de medicaanameento e para fins de Controle de
Qualidade Interno (CQ) e Garantia de QualidaderBatéGQ).

Materiais de referénciain-housé, frequentemente referenciados como material
referéncia de trabalho, material de verificacaalr@a de controle de qualidade ou padréao de

trabalho secundario, sdo produzidos no proprior&bao e requeridos para uso no dia a dia
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de acordo com o “Guideline for thé&n-house production of reference materials”
(LGC/VAM/1998/40).

Portanto, a elaboracéo producédo de material de referéncia devem ser ags
considerando-se as necessidades dos usuariosafmatbrios envolvidos) e as limitacbes
existentes quanto a manutencédo das caracteristicasaterial de referéncia para todos os
testes envolvidos.

De acordo com o Inmetro, os ISO GUIAS (Internatior@rganization for
Standardization) reconhecem duas classes de nmtdfaterial de Referéncia Certificado e
Material de ReferénciaPara material de referéncia, basta que seus rmgsltaejam

homogéneos e bem estabelecidos.

1.4. Material de referéncia certificado (MRC)
No ISO GUIA 30:2000, o MRC é descrito como sendo material de referéncia,

acompanhado por certificado, com um ou mais valdeepropriedade, certificado por um
procedimento que estabelece sua rastreabilidatieagdio exata da unidade na qual valores
de propriedades sdo expressos, com cada valoficaglti acompanhado por uma incerteza
para um nivel de confianca estabelecido.

Um MRC deve ser apropriado para o papel rigorose gle desempenha no
armazenamento e na transferéncia de informacdesldees de propriedade medidos. Os
seguintes critérios técnicos (critérios legais omerciais também podem ser relevantes) se

aplicam em geral a adequacgéo do uso dos MRC (IS[2 G8/2002):

a) O proprio MRC e os valores de propriedade a elerpurados devem ser
estaveis por um periodo de tempo aceitavel, sollighes realistas de
armazenamento, transporte e utilizagéo;

b) O MRC deve ser suficientemente homogéneo, paraogu®alores de
propriedade medidos em uma porcdo do lote se a&plicau qualquer outra
porcdo do lote dentro de limites aceitaveis derteza. Em casos de néo
homogeneidade de um lote grande, pode ser neaessEtificar cada
unidade do lote separadamente;

C) Os valores de propriedade de um MRC devem ter estlabelecidos com
uma incerteza suficiente para utilizagéo final de®/

d) Deve estar disponivel documentacgéo clara relativMBRC e seus valores
de propriedade estabelecidos. Os valores de pdajplée devem ter sido
certificados, de modo que a documentacéo incluaenificado, elaborado
de acordo com o ISO GUIA 31:2000.
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Sempre que possivel, recomenda-se que a medicam dado valor de propriedade
seja realizada através de um método com as cdstictes definidas pela validagcdo ou pelo
uso de padrbes rastreaveis, com a incerteza déggraeelativa aos requisitos da utilizacédo
final e por meio de instrumentos de medicdo, gienseastreaveis aos padrbes nacionais de
medicao. A utilizacdo subsequiente de um MRC, caprgdades rastreaveis, assegura que a
rastreabilidade seja propagada até o usuério. Ganpadrdoes nacionais de medi¢do sdo em
sua maioria harmonizados internacionalmente, congéenos padrdes de medicdo em um
pais sejam compativeis com padrdes similares ero pafs. Em muitos casos, os MRC sao

apropriados para as intercomparacoes de padroemaiscde medicao (ISO GUIA 33:2002).

1.5. Material de referéncia internacional (MRI)
E um material de referéncia obtido apés a redlizade um estudo colaborativo

internacional e se estabelece com a finalidadendiear em todo o mundo a terminologia e a
transmissdo de uma unidade de medida (CIM, 2004YHD estabeleceu o primeiro padrao
internacional de PRRP, elaborado pelo NIBSC, comdescolaborativo de laboratérios de
diversos paises (Mawas F, 2007). O certificadoed®bR| encontra-se em anexo na parte
final da dissertacao

1.6.1SO guias
A producdo de material de referéncia e materialraferéncia certificado sao

norteados pelos ISO guias da série 30 a 35.

O ISO GUIA 30:2000, trata dos termos e definici@@acionados com materiais de
referéncia. Segundo este guia os MR e MRC permitamsferir valores de grandezas
medidas ou atribuidas de um lugar para outro. &ledargamente utilizados para a calibragcéo
de instrumentos de medicdo, para a avaliacdo dedowtde andlise ou de ensaio e para a
garantia da qualidade de medi¢cOes. Este Guia rewanes termos e o0s significados que
devem ser associados a eles quando relacionadosneteniais de referéncia, com atencao
particular aos termos que sdo usados nos certiscatt materiais de referéncia e nos
relatorios de certificagdo correspondentes.

O ISO GUIA 31:2000 trata do conteudo de certifasade materiais de referéncia.
Devido a peculiaridades de cada material de red@ém quantidade de informagdes do
certificado de material de referéncia varia conmsidelmente. No entanto, o Guia ressalta que
o certificado deve comunicar as informacfes sobmeMR do produtor ao usuario, isto €,
deve declarar os valores de propriedade certifiasteus significados e limites de confianga.
Além disso, deve descrever a natureza geral e 0d9dRl e assegurar a sua integridade ao

usuario.
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O ISO GUIA 33:2002, ressalta a importancia do paps materiais de referéncia
certificados na ciéncia da medicdo. O uso destdsriaig assegura a rastreabilidade das
medidas desde que seja empregado com a devidadatemg relacdo a matriz e aos
parametros ensaiados.

O ISO GUIA 34:2004, trata dos requisitos geraisaacompeténcia dos produtores
de materiais de referéncia. Este Guia faz refeaéacisistema da qualidade que deve estar
implantado no laboratério que pretende produzir MR, a politica da qualidade, da
documentacéo e controle de informacgdes, uso deawaldores e requerimentos técnicos e de
producdo. Todas as etapas que devem ser cumpratasinp produtor de material de
referéncia estéo descritas neste documento.

O ISO GUIDE 35:2003, descreve o tratamento estatiaplicado na certificacdo dos
materiais de referéncia. Este documento delineiat@sas para a producdo do material de
referéncia, desde o planejamento do projeto, eewdle as questdes relacionadas com a
possibilidade de producdo do MR, a preparacdo dastaa) estudo de homogeneidade,
estudos de estabilidade que podem ser de longorte tempo. Além disso, trata da
caracterizacdo do MR e da estimativa do calculonderteza associado ao parametro em

guestao.

1.7. O cenario de materiais de referéncia no Brasil

Em abril de 2008, ocorreu no INCQS/FIOCRUZ a Il ddfa sobre Ensaios de
Proficiéncia e Produgcéo de Materiais de Referénoidrasil. Os organizadores do evento
foram, além do INCQS, o Inmetro e a CIENTEC. O aleste encontro foi dar continuidade
a discusséo iniciada na | Oficina, ocorrido em dez® de 2003, sobre material de referéncia
e ensaios de proficiéncia entre usuarios, prodsi®m@ganizadores de ensaios de proficiéncia
e Orgdos acreditadores em busca de melhorias gragé®. Um dos pontos altos neste
encontro foi a discusséo sobre a obtencao de padtdmateriais de referéncia que atendam a
necessidade do usuari®adrdes caros, dificuldades na importacdo comodeggrantia de
armazenagem adequada durante o transporte, atlegds a greves da receita federal, além
da falta de dados técnicos como informacdes saiterrdinacdo da incerteza, foram alguns
dos principais problemas levantados por grandeepdds usuarios. Outra dificuldade
levantada € a néo aceitacdo de organismos intenaasisobre uma nova certificacdo do
material adquirido pelo usuario quando o mesmogatia data de validade, apesar da
existéncia de resultados que comprovem a sua kdaalei. A recertificacdo, em geral, é
aceita quando o proprio produtor realiza o proce@stnmetro tem se sensibilizado com as
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dificuldades do usuério e para minimizar estastgessvem se preparando para acreditar, em

curto prazo, os produtores de material de refesénci

Outro evento de grande importancia para o Brasilizado em junho de 2008 foi o
seminario sobre “Acreditacdo de Provedores de Bssae Proficiéncia e Produtores de
Material de Referéncia” promovido pelo SBM e Inroetr Palestrantes de 0Orgaos
internacionalmente reconhecidos estiveram nestat@vwe demonstraram sua experiéncia
sobre o tema. Os ISO Guias relacionadas a MaweidReferéncia foram citadas pelo Dr.
Adriaan Van der Veen - NMI /Netherlands, presidedte comité da ISO REMCO. Ele
ressaltou que estd em fase de desenvolvimento od&@e 80, voltada para material de
referéncia in housé. No momento este guia é um draft na qual nagéssivel o acesso.
Também estd em desenvolvimento, a norma ISO 7&presenta uma visdo geral sobre os
requisitos de material de referéncia (producéo @&.uSstas normas poderdo contribuir
substancialmente para a implementacdo da produgdoateriais de referéncia “in house”,
como neste caso em particular.

Segundo Dr. Thomas Steiger - BAM/Germany, COMARrehanco de dados de MR
que contém mais de 11.000 MR fornecidos por 24epaasraveés de institutos como BAM,
CANMET, CENAM, IRRM. Neste banco de dados esta ali$pel, também, os MR
biolégicos.

As consideracdes técnicas e econdémicas para dégemmoio do “MRC” foram
citadas pelo Dr. Robert Watters, do NIST. Ele fésga importancia da rastreabilidade para
0 desenvolvimento e produgdo de um MRC, sendo ¢t mportancia o estudo da
homogeneidade para a variabilidade do lote.

No Brasil, atualmente, existe um esforco por pdotérgao acreditador, Inmetro, para
acreditar instituicbes produtoras de material deréacia para atender as necessidades dos

laboratoérios.

1.8. Caracterizagéo, estudos de homogeneidade eabsiidade

De acordo com os guias ISO 30-35, os MR séo caizates com relacdo a
homogeneidade, estabilidade e o(s) valor(es) daripdade certificado(s). Para o Controle de
Qualidade Interno (CQI), entretanto, o ultimo regoi pode ser relevado, porém, a
homogeneidade e estabilidade adequadas sédo ceauksidecritérios essenciais (Inmetro,
2005).
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1.8.1. Caracterizacao
A caracterizacdo de um material de referéncia ®cegso de determinacédo de valores
de propriedade do MR como parte da certificacdopairesso. Na certificacdo do lote

produzido, a caracterizacao refere-se a valorgwipgddo lote (ISO GUIDE 35:2003).

1.8.2. Homogeneidade

Homogeneidade é a condi¢cdo de uniformidade de tesdiriou composicdo com
respeito a uma ou mais propriedades especificadas. material de referéncia é dito
homogéneo com respeito a uma determinada propeedsel o valor da propriedade,
determinado por ensaios em amostras de tamanhondiedeo, se encontra dentro dos limites
de incerteza especificados. As amostras podem meradis de embalagens diferentes
(frascos, pacotes e etc.) ou de uma unica embald§SMGUIA 30:2000).

O estudo de homogeneidade de um lote de materiedfdeencia € necessario para
demonstrar que as unidades de lote sdo suficientenm®mogéneas entre elas. Garantir a
qualidade é tdo importante quanto determinar agaoi existente no lote entre frascos, sendo
este um componente de incerteza que pode serdachd incerteza estimada como valor
proprio da incerteza do material de referénciafaatio (ISO GUIDE 35:2003).

1.8.3. Estabilidade

Estabilidade é a capacidade do material de referéhe manter o valor de uma
determinada propriedade dentro dos limites espaddfis por um periodo de tempo pré-
estabelecido, quando estocado nas condi¢des esae¢/EO GUIA 302000).

O ISO GUIDE 35 que orienta sobre a certificacaondéerial de referéncia, estabelece
dois tipos de estudo de estabilidade a serem aasids na certificagao:

» Estabilidade de longa duracédo em tempo real — @lest realizado para verificar

o comportamento do material, visando definir o prde validade, periodo de
utilizacdo em embalagem e condicbes de armazenamespecificadas. O
acompanhamento em tempo real permite a utilizagdmaterial no periodo de
avaliacdo da sua estabilidade. Para estas sityagdesdidade fica determinada
“em andamento” e a verificacéo € feita de acorduo ooplanejamento do projeto
para MR;

» Estabilidade acelerada — Estudo projetado par&taced degradacado do material,
avaliando o impacto de curtas exposicdes a conslipba das estabelecidas para o
armazenamento do produto, que eventualmente possaorer durante o
transporte ou dano no equipamento de estocagem ateriah (freezer ou
geladeira).
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De acordo com a ISO GUIDE 35, ha duas formas deae® estudo de estabilidade:
estudo de estabilidade classico e o estudo deiletddb “isochronous”.

No estudo de estabilidade classico, as amostragdodis sdo preparadas ao mesmo
tempo (preparacao do lote) em idénticas condig@setanto as medi¢cdes séo realizadas em
tempos diferentes, prevalecendo condi¢cdes de refipdatiade. Isto acarreta um aumento
significativo na incerteza, pois inclui o fatoridstabilidade do sistema de medicao.

O estudo de estabilidade “isochronous” permiteizaahs medicdes sob condi¢gbes de
repetitividade. Como consequéncia, a incertezesaptada por este estudo € menor do que no
estudo classico, entretanto, um conhecimento psaboe o tempo de degradacdo do material
em estudo é requerido.

1.9. Estimativa da incerteza de medicao associada MR

Para certificacdo do MR, de acordo com o ISO GUIEH;: a incerteza pode ser
expressa, considerando-se 0s seguintes itens:

- incerteza do valor obtido para o lote produzickrdcterizacao);

- transferéncia para os frascos (envase) do miateoiaogeneidade);

- tempo e temperatura de estoque (estabilidadega lprazo).

- tempo de entrega ao usuario — simulacdo de aontentemperatura quando em
transporte (estabilidade a curto prazo);

As fontes de incerteza que influenciam no resultataitico podem ser representadas
no diagrama de causa e efeito, mais conhecido cisgoama de Ishikawa.

No exemplo da figura 2, as principais fontes desfiteza associadas a atribuicdo de
um valor a um material de referéncia envolvem &ertezas da caracterizacdo nominal
(ucharag, da homogeneidade @i e da estabilidade {, sendo @ o mensurando eckhp @

incerteza combinada.

Homogeneidade  Estabilidade

\ 4
@]
o

Caracterizagdo nominal

Figura 1.3 - Diagrama de causa-efeito



A incerteza combinadacth, € obtida pela equacéo 1:

— 2 2 2 ~
Ucomp = \/ Ucharag, T Upp + Usts Equacgdol

e U = womp X K; onde k € o fator de abrangéncia para um ohi@do grau de confianca.

13
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2. Material de referéncia candidato: polirribosil-ribitol fosfato (PRRP)

2.1. Caracteristicas do PRRP

O polissacarideo capsular gmemophilus infuenzagpo b (Hib) € um imundgeno
utilizado comercialmente em formulacfes de vaciita Hste polissacarideo é um polimero
linear com unidades de repeti¢&@-d- Ribf —(1 - 1)-d- ribitol-5-P-(O -), (PRRP) , figura

2.1.
'_. {
OH
OH

O OH OH

o—p—0—

m
H. influenzae type b capsular
polysaccharide repeating unit

Figura 2.1 - Estrutura Quimica do PRRP (Verez-Benamo:2004)

2.2. Selegcéo do PRRP para material de referéncia

O PRRP é avaliado por meétodos preconizados pelmdeapéia Européia e
recomendagOes da producdo e controle da vacinaachaemophilus influenzaéipo b
conjugada da Organizacado Mundial de Saude (WH())200

A escolha do PRRP como material de referénciase aes seguintes fatores:

1. O custo do padréo fornecido pelo NIBSC e a qdadé¢ disponivel.

2. A validade do PRRP (cinco anos estabelecida(@8lg);

3. A facilidade do uso do PRRP nas analises emaela vacina Hib;

4. A abrangéncia em relacdo a(s) técnica(s)mpdem ser utilizadas para ensaios
em comum com a vacina Hib e com o polissacaridegugado a proteina monomerica
Tetanica (PSTT), outro produto intermediario.

Os métodos utilizados no controle de qualidadetosleeste projeto para utilizagdo

do PRRP como material de referéncia sao:
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= Método colorimétrico de determinacdo do conteudoDdebose -
método de Bial (Ashwell 1957, Kabat 1961).

Neste método o grau de pureza do polissacaridee padestimada pela
medicdo da concentracdo de D-ribose. O conteud®Britgose ndo pode ser menor
que 32% em relacdo a massa seca do polissacagdeoé determinado pela
reacao de Bial para pentose, usando D-ribose comgadrao (WHO, 2000).

= Método colorimétrico para determinacdo do contedédofdsforo -
Método de Chen (Chen, 1956)

Neste métodogp fosfato forma com o molibdato de aménio um comple
fosfomolibdico que, quando reduzido, desenvolve wol@racdo azul, que é
medido espectrofotometricamente. O conteldo tedtedosforo de 8,4% e a
especificacdo 6,8 a 9,0% calculado sob massa seras valores aceitaveis
(WHO, 2000).

Estes meétodos foram escolhidos, pois sdo dois gardsnque oferecem dados
sobre o grau de homogeneidade de alguns deleomnafdo da estrutura quimica do
polissacarideo.

Abaixo segue o0 Quadro 2.1 com as especificacd@sqsaprodutos intermediarios
(PRRP e PSTT) e para a vacina Hib, considerandad® método empregado.
Quadro 2.1 — Correlacdo entre ensaios fisico-quings de produtos e intermediarios
da vacina Hib.

Ensaios PRRP PSTT Vacina Hib, Especificacbes Situacdo
fisico-
quimicos
Contetdo dg Realizado Realizado Realizadg PRE32% Método validado
D-ribose PSTT: a ser e equipamento
(método de guantificado -
Bial) _ _ qualificado
Vacina Hib:10 a 15
mg/dose
Contetdo dg Realizado Nao N&ao PRRP 6,8 - 9,0% Método validado
fésforo (p/p) .
e equipamento
(Método de ualificado
Chen) q

Caso o material candidato seja adequado para uso omaterial de referéncia, ele

poderd ser utilizado nos ensaios de rotina do Glentle Qualidade do LAFIQ, no laboratério
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de controle de processos do DEBAC e pelo INCQS rgaéza controle de vacinas para
liberacdo pela ANVISA.

O Departamento de Vacinas Bacterianas (DEBAC) daemBnguinhos, responsavel
pela formulacdo da vacina Hib e produtos intermmemia produziu em 2008,
aproximadamente 50 lotes de PRRP, PSTT e Vacina Hib

O material de referéncia produzido neste estudest®vel, esta programado para ser
utilizado por 5 anos, periodo considerando a vdéddo PRRP. Entretanto, refor¢a-se que o
prazo estabelecido deve ser confirmado atravéstdd@ de estabilidade, ja que esta validade

estimada ainda nao foi comprovada para o PRRP kigésoaquosa.
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3. Requisitos para o planejamento de um material deeferéncia

O material de referéncia housedeve ser estabelecido de acordo coneeessidade
levantada pelo laboratorio e considerando-se aacteaisticas do material candidato a
material de referéncia. O planejamento deve camteminimo, 0S requisitos descritos nos
itens 3.1 e seus sub-itens. Qualquer alteracacergéeao planejamento devera ser justificada
(ILAC:1998).

3.1. Itens para a elaboracéo de um material de refencia
De acordo com ILAC:1998, os produtores de mateuasreferéncia devem criar,

implementar e manter um sistema de gestdo da qdaliddequado a extensdo das suas
atividades, incluindo o tipo, faixa e magnitude whaterial de referéncia produzido em
comprometimento a tais quesitos.
Deve ser incluido na politica de qualidade tambéoorapromisso de produzir o
material de referéncia de acordo com as definigdssnormas vigentes, onde valores de

propriedade sédo assegurados utilizando técnicastistas aceitaveis.

3.1.1. Objetivo de uso do material de referéncia
Verificar qual a finalidade do material de refei@nem elaboracdo, para qual
propésito ele foi desenhado, quais o0s testes ansegalizados (quais as caracteristicas

relevantes para que ele possa ser utilizado comp MR

3.1.2. Definicao de concentracdo e quantidade
Através de avaliacdes junto as equipes que requereso do material de referéncia,

definir a quantidade e concentracdo ideal pargakbrequisitante.

3.1.3. Garantia da integridade do material de refeégncia

De acordo com o Inmetro:2005, dois critérios edaenpara estabelecer o material de
referéncia sdo os testes de homogeneidade e ektdbil Para tal devem ser estabelecidas
quantidades de amostras utilizadas no estudo, tatape e tempo para 0s quais o material

devera ser avaliado.
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3.1.4. Documentacéo
Todo material de referéncia elaborado deve segiiprocedimentos padronizados
(POP ou IT), definidos pelo produtor do MR.

3.1.5. Identificacdo da amostra
Definir regras para determinacdo de seu nome eficagho, para 0 correto

reconhecimento do material.

3.1.6. Procedimento de preparacao e envase
Selecdo da metodologia para o preparo e envaseatiah de referéncia, bem como

a escolha dos recipientes onde seréo acondiciomasdogateriais produzidos.

3.1.7. Fator econémico

Avaliar as necessidades internas e do mercado nexteferificar os custos de
implantacdo, escala de producgdo, gastos com materianatérias-primas, padrdes para
rastreabilidade, gastos relativos as técnicas e@oeros de repeticdes envolvidas e técnicas

complementares.

3.1.8. Avaliacéo dos resultados
O uso de ferramentas estatisticas adequadas pat@cae dos resultados e a
estimativa da incerteza de medicdo do materialgpaejp sdo essenciais para definir seu

potencial como material de referéncia.

3.1.9. Certificado

Documento que acompanha um MRC, declarando um @ival@res de propriedades
e suas incertezas e confirmando que os procedimardoessarios foram realizados para
assegurar sua validade e rastreabilidade (ISO G1I2000).

O conteddo minimo de um certificado deve ser:

- Propriedade(s) de interesse;

- Seus valores;

- Suas incertezas;

- Descricdo da rastreabilidade metrologica coneelasid material e dos valores de
propriedade do MR;

- Finalidade de utilizacéo;

- Data de validade (periodo de validade);



- Instrucdes de uso
-Condi¢Oes de estocagem apropriada;
- Numero de identificacdo do lote.

19
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4. Planejamento técnico do MR PRRP

Nesta etapa, define-se o planejamento de toddsrssnecessarios para o material em

questado. Abaixo, a figura 4.1 apresenta um esquiEmenstrando a sequéncia de etapas de
preparacao do MR.

»
»

\ 4

Preparacéo
do material

v

Teste de

homogeneidade e
Estabilidade

Homogenei- ] MedicGes
dade do
confirmada? preparado
g
Célculo dos Continuacao
valores de das medicdes
propriedade do preparado

Atingiu o
objetivo?

E possivel
melhorar?

Material
pode ser
certificado

Figura 4.1 - Esquema experimental do Preparo do matial de referéncia (ISO GUIDE 35:2003).
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4.1. Preparo do material candidato a MR

4.1.1. Concentracdo e quantidade

Para utilizacdo do PRRP como material de referéogpitou-se por trabalhar em solucéo
aquosa, pois o PRRP é um polimero sélido de diganificdo e dificulta o processo de preparo
de amostras individuais.

O material sera preparado em batelada utilizandoystorno de 1,000g do PRRP para 2L
em baldo volumétrico. A concentracdo final da siadugde PRRP obtida sera de
aproximadamente 0,5 mg/mL.

A tabela 4.1 apresenta as quantidades necessarmsgalizacdo dos testes. Elas foram
determinadas pela GSK, durante o processo de érénsia de producéo e controle da vacina

contra Hib.

Tabela 4.1- Concentracdo de PRRP para os testesdeibose e fosforo

Teste Concentracédo do Quantidade Procedimento de | Volume do MR
MR para o teste | utilizada no ensaio diluicdo
D-ribose 0,05mg/mL 0,4mL x 2 Utilizar 1,0 mL dg 1,0mL

solucdo de 0,5
mg/mL e diluir para
10,0mL
Fosforo 0,5mg/mL 0,2mL x 2 0,4mL
Total 1,4mL

4.1.2. Envase

De acordo com orientagbes contidas no documentocoiiRendations for the
Preparation, Characterization and Establishmentindérnational and other Biological
Reference Standards-WHO 2004”, o envase devereeakzado em uma sala limpa ou em
cabina de fluxo laminar equipada com filtro HERAIgh Efficiency Particulate Arresting)
para evitar qualquer forma de contaminagao.

O volume de envase, nesta proposta, sera de 4malizémdo aproximadamente 500
frascos, devidamente etiquetados e identificados.

Os frascos a serem utilizados sé@o provenienteskfFD cujo processo de limpeza e

esterilizagdo sera o mesmo realizado para fraszcesvhse de vacinas injetaveis.

4.2. Caracterizacao

A caracterizacao sera realizada de duas formadea:s

4.2.1. Estrutural
A identidade do PRRP sera verificada com a utiipada Espectrometria de RMN

(*H, 1°C, heteronuclear!P).
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1) Espectrometria de ressonancia magnética nuEaaN)

Um espectro de RMN é um registro grafico das fraqia®& dos picos de absorgéo
contra suas intensidades. Por meio desta técréioa,stdo realizados, ao longo dos anos,
testes de identidade e pureza de polissacaridpsslaees utilizados na producéo de vacinas.
Dentre eles, o PRRP Hib pode ser habilmente recwhefrente aos estruturalmente
distintos polissacarideos (Jones, 2000).

Na pratica, o espectro RMN pode fornecer informaggidre contaminacao existente
no lote de PRRP Hib, natureza da degradacédo owegsos de ativacdo ao qual o material
pode ter sido exposto.

Neste sentido, o NIBSC preconiza o emprego destéct como teste de consisténcia

entre lotes produzidos. Abaixo se encontram desco$ motivos para esta selecao:

1. 0 espectro registrado é especifico para o PRRP Hib;

2. pode ser reproduzido para diferentes lotes fornogiad

3. a comparacao entre diversos produtores leva atespessencialmente
idénticos;

4, o teste € robusto, frente a pequenas variacdes coadicOes

experimentais.

Sendo assim, a inclusdo da espectrometria RMN demamenta na verificacdo da
identidade do material em estudo, € relevante sist@mte com a proposta deste trabalho.

Dentre as aplicacbes da técnica de RMN, a idergidad mais conveniente para
determinar a cadeia média do polissacarideo, congpitando as técnicas de dosagem
(Lemercinier, 2000).

4.2.2. Nominal

Os conteudos de D-ribose pelo método coloriméffidétodo de Bial) e de fésforo
(método de Chen) serdo ensaiados. Ambos sdo negsspara determinar a incerteza
associada a caracterizacao.
4.3. Teste de homogeneidade

Para garantir a manutencdo das propriedades fisitoicas do material investigado,
o estudo da homogeneidade da amostra é um dosdg@ponderantes para demonstrar esta
propriedade em uma amostragem representativa deofrgunidades). Para assegurar esta
qualidade, cada frasco deve ser avaliado e a @zzeda homogeneidade deve ser incluida na

estimativa da incerteza de medi¢do do valor derfgd@de do material estudado. O nimero
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de frascos depende do tamanho do grupo, de modo qumero das amostras escolhidas do
grupo possa ser considerado "representativo” deogcamo um todo.
Assim o ISO GUIDE 35 sera utilizada como referémeea cada parametro estudado,

de modo a disponibilizar uma analise critica desltados previamente obtidos.

4.3.1. Procedimento para realizacdo do teste de hogeneidade

Para testar a homogeneidade nos frascos e entedral5 frascos serao retirados
aleatoriamente do lote envasado, utilizando-sdeldade numeros aleatdrios (anexo 1) para
esta selecao.

Os frascos serdo enumerados de 1 a 15 e os erfsaiisido de D-ribose e de
fésforo), seréo realizados em triplicata para deako.

4 .4. Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade sera utilizado para detarno prazo de validade e
condicOes de armazenagem ideais e verificar aikdtal® do material em um curto espaco
de tempo, sob condi¢bes néo ideais.

Para o planejamento do estudo de estabilidade mitidzsio a MR, além das normas
ISO 30 a 35 sobre material de referéncia, serzadé, também, o guia do ICH sobre testes
de estabilidade para produtos biologicos (ICH, )J9%sta norma ressalta que produtos
bioldgicos tém datas de validade que diferem dedacocom a sua origem. O planejamento do
estudo deve considerar a expectativa relacionageicaiito, ou seja, ao seu historico. Como
diretriz, o ICH recomenda que:

- Produtos com validade estimada de 1 ano ou meleegrdo ser ensaiados
mensalmente para 0s primeiros 3 meses e postenteram intervalos de 3 meses.

- Produtos com propostas de validade de mais deol devem ter seus estudos
realizados a cada 3 meses durante o primeiro amontiezenamento, a cada 6 meses durante

0 segundo ano e anualmente.

4.4.1. Planejamento para estudo de estabilidade @ngo prazo

Como citado anteriormente,RRRP possui validade estimada de 5 anos, estocado a
20°C. Com base nesta informacéo, a estabilidadeaterial sera avaliada a temperatura de
4°C, - 20°C e - 70°C (Mawas, 2007), durante o pride 5 anos.
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Para este trabalho, o candidato a MR sera avafissalmente, por um periodo de 6

meses. A tabela 4.2 apresenta os parametros enpss€T (més)) em gque as amostras serao

analisadas.

Tabela 4.2 - Planejamento para estudo de estabilida (més).

Testes TO | T2 | T2 | T3 | T4 | T5 | T6 | T9 | T12 | T18| T24 | T36 | T48 | T60
Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més | Més
0 1 2 3 4 5 6 9 12 | 18 | 24 | 36 | 48 | 60
D-ribose
%
Fosforo
%

O estudo de estabilidade sera acompanhado por & @mcaté a verificacdo de
degradacdo do material. Como foi citado anteriotmeneste projeto serdo relatados e
avaliados somente os resultados obtidos duranBepoisneiros mesesdevido a limitagdo de
tempo.

4.4.2. Estudo de estabilidade acelerado

Este estudo tem por objetivo verificar o comportatmelo material sob “condicdes de
transporte”. E importante saber o que acontece @onaterial, se as condigdes necessarias
para transporte ndo forem obedecidas (ISO GUIDR(OBR). De acordo com as diretrizes
constantes no documento: “Recommendations for ttepapation, characterization and
establishment of international and other biologiceflerence standards (2004, WH@®)
estudo de estabilidade acelerado deve considemgpetatura semelhante ou superior a
temperatura de entrega do material de referéndegndo observar a ocorréncia de
degradacéo do produto em temperaturas ndo ideasmzenagem (por exemplo: 20°C ou
37°C). Para este estudo, foram selecionadas astatu@s de 25°C e 37°C, pois sdo as
temperaturas utilizadas para estudo de estabilidead®cinas produzidas em Biomanguinhos,
considerando-se a média da temperatura ambiemegyides tropicais.

O estudo de estabilidade a curto prazoacelerado sera realizado no periodo de 2
meses (8 semanas), com o0s testes realizados semat®l segundo o planejamento
apresentado na tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Planejamento para estudo de estabilida acelerado.

T1
Semanal

T2
Semana?2

T3
Semana3

T4
Semana4

T5
Semanab

T6
Semanab

T7
Semana7

T8
Semana8

testes

D-ribose:
%

Fosforo:
%
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5. Ferramentas estatisticas para avaliacdo de um neagial de referéncia
Nesta etapa, definiram-se quais as principais rfegréas estatisticas para cada etapa

do processo de elaboracdo do material de referéncia

5.1. Avaliacéo estatistica dos resultados de homogédade

A homogeneidade serd analisada entre frascos ecpdeafrasco. A comparacdo de
médias pertencentes a diferentes frascos, bem eomoada frasco, sera obtida através da
analise de variancia (ANOVA).

No resumo da andlise de variancia, conforme addhél pode-se fazer a comparagao
entre o valor décaicuiado€ O Frabelado (Critico). Caso o0 mesmo seja inferior ao critjpoge-se

considerar o material homogéneo para 95%igigficancia.

Tabela 5.1. Anélise de Variancia.

Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-p F critico

Entre frascos

Nos frascos

Total

onde SQ: soma quadratica, gl: graus de liberdadg, mvedia quadratica.

5.2. Avaliagéo estatistica dos resultados de estid@ade

5.2.1. Reprodutibilidade interna

A reprodutibilidade interna, também denominada ipéecintermediéria, refere-se a
precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amod&ascas ou padrdes, utilizando-se o
mesmo método, no mesmo laboratério, mas definirdtaenente quais as condi¢des a variar
(uma ou mais), tais como: diferentes analistagrelites equipamentos, diferentes tempos
(Inmetro, 2007).

A avaliacéo foi realizada através do coeficienteaigacédo (CV) de cada teste a cada
temperatura do estudo.

O calculo do CV é feito da seguinte forma:

S

7z

meédiz

CV(%) = *100 equacao 2
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Onde:
s é o desvio padrao
O valor de CV obtido deve ser < 5% para ser conaittereprodutivel (Anvisa, 2003).

5.2.2. Andlise de tendéncia por modelo empirico degresséo linear

A principal forma de avaliagdo da estabilidade neeodada pelo ISO GUIDE 35 é o
uso de analise de tendéncia (trend analysis).Oemonpasso para avaliagcdo dos dados para o
estudo de estabilidade € verificar qualquer tendétas dados que possam ser observados.
Para pequenos problemas de instabilidade onde anisewo basico é desconhecido, uma
aproximagéo linear através de um modelo empiriaoeétavel. Neste estudo, ndo ha modelo
fisico-quimico que poderia realmente descrever camiemo de degradacdo para o material
de referéncia em estudo.

O modelo empirico para estudo de estabilidade pedexpresso como:

P =Bo+Pr1=+¢ equacio 3

Onde (o e B1 sé@o coeficientes de regressaoe edenota o componente de erro
randomizado.

O componente de erro randomizady, pode ser composto somente pelo erro
randémico, mas também pode conter um ou mais fatseematicos. No caso de estudo de
estabilidade, x € o tempo e y é o valor de propdedio candidato a material de referéncia.

O valor obtido de caracterizacéo € o interceptted@®delo (F), onde a sensibilidade

nao pode ter diferenca significante de zero.

O calculo da sensibilidade é realizado da segtomiea:

(Xi = Xmeaia) * (Vi = Yimedia)

bl =12 equacao 4

n

Z (Xi - Xmédia)2

i=1
Onde ¥hegia= média dos resultados ge¥ia= média do tempo

O intercepto € calculado da seguinte forma:

By = Yimedaia ~ 01X equacao 5

média
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g= 1 equaco 6

S

]/ i (Xi - Xmédia) ?

s(by) é o desvio ou incerteza associada a sensibiligolee).

s(b,) = equacéo 7

A avaliacéo da sensibilidade deve ser feita daistgforma:
I bl < to,95n-2. S(R)

onde o valor de-Student( t ) para n-2 graus de liberdade e P=0,95 (95%I rde
confianca).
Se a condicdo da expressado acima for obedecidansbgidade é insignificante.

Como conseqliéncia, ndo ha instabilidade observada.

5.2.3. Andlise de residuos

Chama-se residuo de um modelo de regresséo andiéeeatre o valor observado e o

valor estimado da variavel independente represergad
& =Yyi- Y equacao 8

Onde o valor eepresenta o erro através da diferenca entreutiade obtido e o valor
previsto através da regresséo linear.

Através da analise de residuos verifica-se que ob®s etém distribuicdo
aproximadamente normal, com varidncia constante. oSeerros forem distribuidos
normalmente, entdo aproximadamente 95% dos resfmadrenizados cairdo no intervalo [-
2,+2]. Se os valores estiverem muito longe desta fpode ser indicativo da instabilidade da
amostra ou presenca detliers o que poderia ser uma observagéo atipica dontestis
dados (Montgomery, 2002). Entretanto sua exiséédeve ser avaliada para verificar se a
fonte de erro € proveniente do material.

Para calculo do residuo padronizado ou residudpadtiliza-se a seguinte equacéao:
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e
Residuo padrao=—— equacao 9
JMQE
onde
g - residuo
. - p \Z(el _emédia)z ~
MQE (média quadrética do residuo} 5 equacéao 10
n_

5.3. Estimativa da incerteza de medicéo

O conceito de incerteza como um atributo quantit&@ relativamente novo na
historia da medicdo, embora erro e analise tenhdo Ba muito, uma parte da pratica da
ciéncia da medicdo ou metrologia. O resultado da omadicdo € somente uma aproximacao
ou estimativa do valor do mensurando e desta fé&rmacessaria a inclusdo da incerteza de
medicao para que a expresséao torne-se completaTARNetro:2003).

Segundo o Guia para a Expressdo da Incerteza dbBcdMde a incerteza € um
parametro associado ao resultado de uma medicdoaeaéterizada como a dispersdo dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidoseasumando.

Para se estimar a incerteza global (incertezadpaciombinaday(y)) deve-se levar
em consideracao a contribuicdo de todas as fostexdrteza, denominadas de componentes
de incerteza padrao, durante o processo de medigdia.se obter a incerteza expandidla,
multiplica-se a incerteza padrdo combinada por ator fde abrangénci&, que garante um
intervalo de confianga dentro do qual acreditastare valor verdadeiro do mensurando. No
Guia EURACHEM (1999), frequentemente usa-se o w#ok=2, para um nivel de confianca
de aproximadamente 95%, e uma distribuicdo noreardbabilidade.

Os componentes da incerteza podem ser classificaao dois tipos: Tipo A, cuja
avaliagéo € realizada através de andlise estatii#ticuma série de observacdes da grandeza
medida (condicdo de repetitividade) e Tipo B, quasd assume que cada grandeza de
entrada tem uma distribuicdo e um intervalo deel&m. Além disto, as distribuicdes podem
ser classificadas em uniforme, retangular, trisaguiormal, etc. Assim, através de cada fonte
de incerteza pode-se estimar a incerteza padrabicada (¢). No entanto, a combinacao
somente podera ser realizada atraves da inceréelzdqrelativa, considerando-se gueéua
raiz quadrada da soma quadratica das incertezadopeadativas de todos os componentes que
contribuem para a estimativa da incerteza de medica

A expressao geral da incerteza de medicgéo é:

n 2
U=k Z(%) *u%(x,) equacdo 11

i=1
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Onde:
U =incerteza expandida de medigao
k =fator de abrangéncia usado para calcular atexzexpandida

2
—=Ci equacéao 12
x quacg
Ci= coeficiente de sensibilidade = derivada pardafuncédo y (y =f(xX»,...X)) em relacao a
grandeza de entrada x

u(x;) =incerteza padréo da grandeza de entrada estxnada

O resultado de medicao sera expresso por y * Wdosgrorresponde ao mensurando

e U a incerteza expandida.

5.3.1. Fontes de incerteza

De acordo com a EURACHEM, a incerteza do resulfamtte provir de muitas fontes
possiveis tais como efeitos de matriz, condi¢coesiemtais, pureza dos reagentes, incerteza
das massas e equipamentos volumétricos, aproximaciaposicoes incorporadas ao meétodo
e ao procedimento de medicéo.

Para determinacéo da incerteza do material deérefiex, as incertezas relacionadas ao
método estdo incluidas no componente de caraaéadza

Abaixo encontram-se alguns exemplos de fontes cirterza fornecidos pelos guias
da Eurachem e ISO GUM:

- Menisco do balédo volumétrico;

- Curva de calibracéo;

- Instrumento de pesagem;

- CondigOes ambientais de umidade relativa, pre$sagperatura,;

- Resolucao do equipamento;

5.3.2. Componentes de incerteza
Para estimativa da incerteza total, tratam-se ¢awk® de incerteza separadamente

para se obter a contribuicdo de cada fonte.

5.3.2.1.-Componente do tipo A (IQM,2009)
A Avaliacdo do tipo A (W) € utilizada para obter o valor de repetitividaule

aleatoriedade de um processo de medicdo em umaaaiento.
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Calcula-se a incerteza deste componente utilizarskguinte formula:

Uy equacéao 13

=S
Jn
5.3.2.2 - Componente do tipo B (Stavale, 2005)
Podem ser estimados pelos seguintes fatores:

- Incerteza dos certificados de calibrages ou pades (i)
As incertezas obtidas dos certificados dos padufiézados devem ter distribuicdo
normal, com fator de abrangéncia (k) e nivel ddianga de aproximadamente 95%.

O célculo da distribuicéo é feito da seguinte farma

U
u, = k°° equacéao 14
onde
Ucc = Incerteza expandida declarada no certificadecatibracdo ou do padréo.

k.c = Fator de abrangéncia da incerteza declaradantiticado.

Pelo ISO GUM as incertezas devem estar na mesmaalpholade (68%) para
proceder a expansao, atraves do k, para atindired ehe confianca de 95%.

Os componentes de possuam certificados com vadlerescerteza declarados como
balancas, baldes volumétricos, micropipetas, esgethmetro entre outros utilizados neste

projeto, devem ter a incerteza determinada desteato

- Distribuicéo retangular (ur)

Quando somente é possivel assumir limites supsriou inferiores do erro (efeito
sistematico) de uma grandeza de influéncia sobrenemsurando, deve-se assumir que a sua
distribuicdo € do tipo retangular. Utiliza-se efte de distribuicdo para resolucédo de balanca
e outros equipamentos analiticos.

O calculo da distribuicéo é feito da seguinte farma

u =— equacéao 15

onde:
ai = metade do intervalo de tolerancia da incertezsiderada.
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- Distribuic&o triangular (u)
Esta distribuicdo é referente a equipamentos aitakigou para algumas vidrarias,
por exemplo, a bureta, pois refere-se a tendéngra @alor central e probabilidade proximo
aos limites (IQM,2009).

a

u, = equacéao 16

>

- Erros sistematicos nao corrigidos (IQM,2009)
Idealmente, os erros de equipamento/instrumentesnileser utilizados corrigindo-se
o desvio dos valores relacionados ao material.eEartto, quando ndo ocorrem, devem ser

estimados e considerados como uma incerteza padré@ste caso o divisor deve se igual a 1.

5.3.3. Graus de liberdade efetivos/f) (INMETRO,2006)

Para estimar o valor de um fator de abrangénc@respondente a uma probabilidade
de abrangéncia especificada, é necessario queasgaderado a contabilidade da incerteza
padraou(y) da estimativa de saida y. Isto implica considerqu&o bemu(y) estima o desvio
padrdo associado ao resultado da medicdo. Paraestingativa do desvio padrdo de uma
distribuicdo normal, os graus de liberdade destanaBva, que depende do tamanho da
amostra na qual ela esta baseada, € uma medidatdhitidade.

Para uma incerteza padr@oadbtida de uma avaliacdo do Tipo A, ou seja, obtida
através de uma série de observacoes, os grausedialie sédo dados pgg=n-1.

Os graus de liberdade com uma incerteza paapgaobtida pela avaliacdo do Tipo B
€ mais complicada, entretanto, € uma pratica corefatuar tais avaliagbes de maneira a
assegurar que qualquer sub-estimativa seja evitglapor exemplo, os limites inferior e
superior sao estabelecidos, eles sdo usualmermtiiess de tal forma que a probabilidade da
grandeza em questéo estar fora desses limite$agodextremamente pequena. Sob a hipétese
de que esta pratica seja seguida, os graus dediberda incerteza padré@x) obtidos de
uma avaliacdo do Tipo B podem ser tomados comaseneo .

Estimar os graus de liberdade efetiwesda incerteza padraa(y), associada a

estimativa de saidaa partir da formula de Welch-Satterhwaite:

_ut(

¥ u; () Equacéo 17

=l Y
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onde osu(y) (i=1,2..,N), sdo as contribuicbes para a incerteza padrdo adsoei
estimativa de saidg resultante da incerteza padrdo associada a éstanae entrada, que
se admite sejam mutuamente independentes estatisinte, e vi sGo 0s graus de liberdade
efetivo da contribuicdo da incerteza padugyp).
A obtencédo do fator de abrangénkia feitaatravés do quadro 5.1. Estes valores sao
baseados na distribuic@@valiada para uma probabilidade de abrangénci® dé&%. Seveff

nao for inteiro, o que é usualmente o caso, coraideffpara o préximo menor inteiro.

Quadro 5.1 - Fatores de abrangéncila para diferentes graus de liberdadev.
veff |1 2 3 4 5 6 7 8 10 20 50 |
K 13,97 | 453 | 3,31 [2,87 [265 | 252243 [237 |2,28 [2,13 | 2,05 | 2,00

5.4. Procedimento para determinacéo da incerteza ddRC

De acordo com ISO Guide 35, € feita a determinaciéeerteza do MRC da seguinte
forma:

- Se expressa na relacao entre o valor de propeedaser certificada e todas as
contribuigdes nas quais o valor de propriedaderidpmatematicamente.

- Determina-se o valor de todas as contribuicoesr gom base na andlise estatistica
da série de dados ou por outros meios.

- Utilizam-se as incertezas padréo do tipo A erascipais do tipo B.

- Calcula-se o valor de caracteristica a ser a=tld.

- Determina-se a incerteza padrdo combinada da vedopropriedade a partir das
incertezas padrfes e as covariancias associadasasa@ontribuicdes, usando a férmula de
propagacao.

O modelo utilizado para o processo de determindedocerteza para certificagdo do

lote pode ser visualizado na figura 5.1
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Teste dentro »| Amostra minina
dos frascos retirada
Estudo de Sim |
homogeneidade _
Teste entre Homogeneidade ‘
» frascos ok? Uhomogeneidade
Nao!
Teste de - Uestab.
p{ estabilidade Tendéncia? |
Estudo de acelerado acel.(transporte)
estabilidade
Nao!
Teste de endencias \ 4
> ili » endéncia? q
g Eiztnib'(lﬁzgf " "1 Uestab. real
P \ 4
Validade
Caracterizagéo
Valor \ 4
designado » U
+incertezas MRC

Figura 5.1 - fluxograma do processo de determinacéda incerteza (Adriaan M.H.Van der Veen, 2001).

Neste trabalho sera utilizado o modelo da figudg Bisando atender a norma ISO
Guide 35. Este é 0 processo tipico para estimakivancerteza do material de referéncia.
Outras abordagens experimentais sdo possiveistagritrea linha de raciocinio para a
estimativa da incerteza do valor préprio do de uratemal de referéncia permanece
essencialmente a mesma.(Van der Veen, 4, 2001)

ApoOs a verificacdo dos componentes de incertezageateza combinada padrédo do

MRC pode ser expressa por:

_ 2 2 2 2 =
U MRC — k\/(ucaracteria(;éo + uhomogeneidade+ uarmazenagm + utransporte) equa(;ao 18

onde:
k= fator de abrangéncia para um nivel de confiaiec@5%.
Para calculo da incerteza combinada padrao, reafieca avaliacdo de cada um dos

componentes acima.

5.4.1. Calculo do componente de incerteza da Caracizacao

A caracterizagdo é o processo de determinacaoldodapropriedade do material de
referéncia, como parte da certificacao do loteO(®UJIDE 35,2003).

Para céalculo do componente de incerteza de carat@o, inclui-se as variaveis

relacionadas ao processo de medicdo, como a pesdgeamostra, preparacao, leitura,



34
pipetagem, entre outros. Portanto utilizou-se dsrea de repetitividade (incerteza tipo A) e

as incertezas relacionadas a medicéo (tipo B).

5.4.2. Calculo do componente de incerteza de Homogedade

Seguindo o ISO GUIDE 35, a determinacdo do comgdenda incerteza deve ser
determinado através da analise de variancia.

Para o calculo, ha duas possibilidades:

Quando a média quadratica entre frascos for maieragmeédia quadratica dentro do

frasco, utiliza-se:

_ (M Quadraticaentrefrascos -
u homogeneidade —

M
n

Quadraticajentrodosfascos) equagéo 19

Quando a média quadratica entre frascos for mammagmédia quadratica dentro do
frasco.

Neste caso utiliza-se a expressao:

4
_ M Dentrodosfascos 4 2 30 2 0
uhomogeneidade_ n (n _ 1) equacao

onde n = replicata

5.4.3. Componente de incerteza da estabilidade
De acordo com o ISO GUIDE 35, Para determinacéce deshponente, utiliza-se o
desvio padréo da sensibilidade, denominado em a(®tempo utilizado.

Uestabilidade— S(bl)desvio padrao calculado em andlise de tendé)éiiempo equagéo 21
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6. Rastreabilidade e confiabilidade

A busca pela melhoria dos métodos analiticos éantes Garantir a confiabilidade de
uma medicdo através do treinamento de analistidagao dos métodos, uso de padrées,
calibracédo/qualificacdo de equipamentos, procediosede controle e garantia da qualidade
definidos, sdo exigidos cada vez mais para empoesagolitica de qualidade regulamentada
por 6rgaos de controle. De acordo com B.King,2@33principais topicos que devem ser
considerados para garantir uma medicdo com cohdiatie/rastreabilidade representados na

figura abaixo:

Método
validado

Calibracéo

Medicao

| Valida

de
Qualidade/
Garantia da
Qualidade

Rastreabilidade/
Incerteza
de medicao

Figura 6.1 — Principais topicos para confiabilidadstreabilidade de uma medicdo analitica (B.,K203).

Todos os topicos acima fazem parte do sistema dalgde de Biomanguinhos. De
acordo com o VIM:2000, a rastreabilidade é a pemfaiile do resultado de uma medicéo ou
do valor de um padrao que esta relacionado a refi@® estabelecidas, geralmente a padrées
nacionais ou internacionais, através de uma cadmitinua de comparacdes, todas tendo
incertezas estabelecidas. Nesta dissertacédo, parandtrar a rastreabilidade dos resultados e
confiabilidade dos métodos utilizados, focaramsseguintes topicos:

- Validagédo dos métodos;

- Utilizacdo de material de referéncia certificado.
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6.1. Validacao de métodos

Validacdo é a confirmacéo por exame e fornecimdatevidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado usemato séo atendidos (ABNT. 2000).

Os métodos para determinacdo de D-ribose e fosftdn implantados no LAFIQ e
foram validados em 2004, cujos respectivos docunsene validacao sao:

- Validacao da determinacao colorimétrica do contedelpolissacarideo pelo método
de orcinol — n°1109/2004

- Validacdo da determinacgéo de fésforo — n° 89/2004

O método para determinacdo da concentracdo derdpsfatretanto necessitou de
pequenos ajustes para uniformizar com técnicazestdi para determinacdo de fésforo e da
vacina contra meningite A + C e do polissacarideo EIn consenso com o0s
responsaveis/analistas do LAFIQ, realizou-se aagif® do procedimento padronizado e a

revalidacéo do método.
6.1.1. Revalidacdo do método de determinacao do ¢eado de fésforo

6.1.2. Preciséo
Segundo a Resolucdo 899 da ANVISA, precisdoa@adiacdo da proximidade dos

resultados obtidos em uma série de medidas de omat@gem mdultipla de uma mesma
amostra. E considerada em trés niveis: Repetitieidguiecisdo intracorrida); Precisdo

intermediaria (preciséo inter-corridas) e Reprdiilitiade (precisao inter-laboratorios).

6.1.2.1. Preciséo Intermediaria

“Concordancia entre os resultados do mesmo lalrayattnas obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equiptoaetiferentes. Para a determinacédo da
precisdo intermediaria recomenda-se um minimo des d@s diferentes com analistas
diferentes”.— ANVISA RE 899 (2003).

Com base nesta definicdo, os dados de precisdmnedéria sdo obtidos utilizando
analistas diferentes em dias diferentes de und®teRRP. Os dados sdo avaliados através do

coeficiente de variacéo relativo (CV) e pela amatis variancia (ANOVA).

6.1.2.2. Repetitividade
“Concordancia entre os resultados dentro de uno qoeriodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacéo” — ANVISA 8E(3003).
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Com base nesta definicdo, avalia-se a repetitieidadra um dos trés principais
analistas executantes deste teste na rotina doatdbo. Para determinacdo da incerteza,

utiliza-se o analista com maior coeficiente deagho.

6.1.2.3. Resultados de Precisao

A tabela 6.1 apresenta os resultados obtidos poaRstas para a avaliagdo da
repetitividade e precisdo intermediaria.
Tabela 6.1 - Resultados de fosforo no PRRP obtidpsr 3 analistas.

N° determina¢des ANALISTA
A B C
1 8,05 8,56 8,55
2 8,63 8,58 8,64
3 8,44 8,60 8,66
4 8,23 8,52 8,64
5 8,63 8,56 8,20
6 8,35 8,60 8,49
7 8,08 8,52 8,60
8 8,16 8,64 8,55
9 8,59 8,54 7,93
Média %(m/m) 8,35 8,57 8,47
Desvio padréo 0,232 0,038 0,247
REPETITIVIDADE - CV(%) 2,77 0,45 2,91
média total 8,46
Desvio padrédo 021
3 ) 2,48
PRECISAO INTERMEDIARIA — CV(%)

Avaliacdo: Verificou-se que tanto em repetitividade quanto m@cisdo intermediaria, 0s
valores obtidos estdo dentro do coeficiente deagaa aceitavel da resolucdo 899 da Anvisa

que €<5%.

Para avaliacdo da precisdo intermediaria, realssoa-verificacdo da homogeneidade

das variancias, através do teste estatistico ANQatdela 6.2.

Tabela 6.2 -Teste ANOVA para precisao intermediaria

RESUMO
Grupo Contagem Soma Médig Variancija
Coluna 1 9 75,15 8,35 0,054
Coluna 2 9 77,13 8,57 0,001
Coluna 3 9 76,26 8,47 0,061
ANOVA
Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-K F critico
Entre grupos 0,221 2 0,110 2,858 0,07y 3,403
Dentro dos grupos 0,928 24 0,039
Total 1,149 26
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Avaliacado: Os critérios de F calculado < F critico e Valor»B,05 foram considerados para
avaliar a precisdo intermediaria, e atendem adelsieido, pois F calculado (2,858) < (3,403)
F critico e valor-P: 0,077> 0,05.

6.1.2.4. Avaliacéo final de precisédo
Como os critérios acima foram obedecidos, podesselgir que estatisticamente, ndo
ha diferenca significativa entre os resultadosdaistineste parametro. Desta forma reforca-se

gue o método implantado tem uma precis@é®rmediaria aceitavel

6.1.3. Especificidade

“A Especificidade é a capacidade que o método padsumedir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tasiogoarezas, produtos de degradacao e
componentes da matriz” - ANVISA RE 899 (2003).

Com base nesta definicdo, foram realizadas asndiegdes de fésforo na amostra e
na amostra enriquecida (dihigrogenofosfato de paias
6.1.3.1. Resultados de Especificidade

A tabela 6.3 apresenta os resultados dos ensailimados para a avaliagdo da

especificidade do método.
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Tabela 6.3 — Recuperacéao - Adicao de padrao.

AMOSTRA N° leitura Abs concentracdo ug/mL
1 0,379 0,864
2 0,376 0,857
3 0,377 0,859
PRRP 4 0,389 0,887
5 0,374 0,852
6 0,361 0,821
7 0,376 0,857
8 0,388 0,885
MEDIA 0,378 0,860
N° . concentracao
Leitura Abs ug/mL+0,50ugg/mL
1 0,604 1,396
2 0,605 1,398
3 0,601 1,389
PRRP+0,50uL 4 0,595 1,374
padréo 5 0,612 1,415
6 0,598 1,381
7 0,606 1,400
8 0,606 1,400
MEDIA 0,603 1,398
Valor adicionado 1,360
M*100 equagao 22 RESULTADO MEDIO
Célculo de 3
recuperacdo | onde:
C1 = Concentracado determinada na amostra adiciongda
C2 = Concentracéo determinada na amostra no 107%
adicionada
C3 = Concentracao adicionada (0,50ug/mL)

Avaliacdo: A resolucdo da Anvisa N° 899 e o Inmetro ndo eefincritérios de
especificidade. O documento orientativo de valida@ métodos do Inmetro (2008) informa
gque em certos casos, podem ocorrer resultadosestipegidos, devido a diferenca da natureza
do padréo utilizado e da matriz, como de fato @eorrDesta forma, este teste foi realizado
para verificacdo de um aumento da resposta emaeaamostra.

6.1.4.Linearidade e Faixa

“A linearidade é a capacidade de uma metodologititiaaade demonstrar que os
resultados obtidos sao diretamente proporcionesaentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. A faixa é o intervaepecificado entre os limites de
quantificacdo superior e inferior de um método itical E derivado do estudo de
linearidade” (ANVISA RE 899, 2003). Recomenda-se glieearidade seja determinada pela

analise de, no minimo, 5 concentracdes difereMasa este ensaio, 0s valores determinados
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para a curva de linearidade estdo apresentad@bela 6.4. Esta avaliacdo é feita através da

regressao linear dos dados.

Tabela 6.4 - Preparo da curva padrao de fésforo.

Con?gsnftc:?géo de ug/mL Hg/tubo ;?&Zg‘f ég‘ dl_r)égade VOIUTri Se agua
(ug/4mL) 5ug/mL
branco 0 0 0 4,0
P1 0,25 1,0 0,4 3,6
P2 0,50 2,0 0,6 3,4
P3 1,00 4,0 0,8 3,2
P4 1,50 6,0 1,2 2,8
P5 2,00 8,0 1,6 2,4

6.1.4.1. Resultados de Linearidade e Faixa

Na tabela 6.5 constam as leituras das concentral@esirva padrao de fosforo, os

desvios padréo e os coeficientes de variacao.

Tabela 6.5 —Avaliacao dos resultados da curva deliaacao.

Concentracdo pg/mL Abs Média Desv.Padrédo CV% Variancia
0,25 0,110

C1 0,25 0,112 0,111 0,001 1,037 1,3E-06
0,25 0,112
0,50 0,218

Cc2 0,50 0,219 0,219 0,002 0,696 2,3E-06
0,50 0,221
1,00 0,441

C3 1,00 0,442 0,441 0,001 0,131 3,3E-07
1,00 0,441
1,50 0,660

C4 1,50 0,660 0,659 0,002 0,263 3,0E-06
1,50 0,657
2,00 0,876

C5 2,00 0,880 0,878 0,003 0,322 8,0E-06
0 0,000
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6.1.4.2.Teste de Grubbs

Todos os dados obtidos foram submetidos ao tesgrudebs (Grubbs F. 1974), que se
destina a verificar a existéncia de valores ab&sarNeste teste, rejeitam-se valores em
relacdo a estimativa do desvio-padréo (Leite F8L99

Para aplicacéo do teste, utiliza-se amplitude éagdie a média:

1 — colocar os valores obtidos em ordem crescente.

2 — Determinar a média aritmética.

3 — Determinar a amplitude do maior (maior valoe€ia).
4 — Testar o maior valor do conjunto, segundo agtua

c={

maior XMédia) equa(;éo 23

s
s = desvio padréo
5 — Testar o menor valor do conjunto, segundo agi

G - (XMenor B XMédia)
S

equacéao 24

O valor G obtido deve ser comparado ao valor taloelde Grubbs com 95% de
confianga.

O valor tabelado de Grubbs para n resultados davmaior que o valor encontrado,
caso contrario o valor é rejeitado.

Os resultados da aplicagéo do teste de Grubbsacomst tabela 6.6.
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Tabela 6.6 — Resultados do teste de Grubbs.

Para um valor aberrante G critico 1,155
Medida Abs Gsuperior Ginferior Valor testado Resulado
0,1100
0,1120 0,577 1,155 MAX 0,1120 OK
0,1120 MiN 0,1100 OK
0,2180
0,2190 1,001 0,873 MAX 0,2210 OK
0,2210 MIN 0,2180 OK
0,4410
0,4420 1,155 0,577 MAX 0,4420 OK
0,4410 MiN 0,4410 OK
0,6600
0,6600 0,577 1,155 MAX 0,6600 OK
0,6570 MIN 0,6570 OK
0,8760
0,8800 0,707 0,707 MAX 0,8800 OK
0,0000 MIN 0,8760 OK

6.1.4.3. Verificacdo de Homocedasticidade

Observando a equacdo da reta através dos resultadasirva de calibracdo da
concentracdo versus absorbancia, suponhamos que engy tem a mesma distribuicdo para
todos osn pontos, o que constitui 0 chamado caso homocedasds residuos devem
apresentar a mesma variancia para cada observacXo 8e os pontos estdo distribuidos
aleatoriamente, sem demonstrar um comportameninidief ha homocedasticidade. Mas se
existe alguma tendéncia (crescimento/oscilagdoddoema heterocedasticidade. Havendo
heterocedasticidade, o modelo deve ser modifidadma a verificacdo deste critério, utiliza-se

o teste de Cochran descrito a seguir.

6.1.4.4.Teste de Cochran

Este teste avalia a homogeneidade das variancigse @ermite utilizar a curva de
calibracdo com um limite de confianca aceitavelvdlor de Cochran calculado deve ser
menor que o valor de Cochran tabelado para comsidgre as variancias sdéo homogéneas
conforme o aumento da concentracdo. Isto caraatema comportamento homocedastico

para a curva de calibracdo e o calculo é feitovésraa expressao:
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2

S méximo

C = Z g2 equagao 25
Onde:
Fvax € @ maior variancia

Y's? 0 somatdrio das variancias

Para este caso o valor de¢;& 0,533 .
Pode-se concluir que os resultados sdo homocenkipiiis G d0,533) < Gu(0,684).

6.1.4.5. Regressao linear e coeficientes da reta
Os coeficientes angular e linear da reta constreidaos valores do tabela 6.5 estao

apresentados na tabela 6.7 e no grafico 6.1.

1,2

1,

0.8 -

§ 0,6 -

y = 0,1097x + 0,0011
r=1

0,4

0,2 -

0 T T T T
0] 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentracdo ug/mL

Gréfico 6.1 — Regressao linear e coeficientes daae validacdo

Tabela 6.7 - Dados da equacao da equacao da regéessnear.

coeficiente de correlacdo 1,00
coeficiente angularmj 0,1097
coeficiente lineark() 0,0011

Avaliacdo: O coeficiente de correlacdo linear € usado pararmi@ar o quanto pode ser
considerada adequada a reta como modelo matem&@teacordo com a resolucdo do
Inmetro (2007), para linearidade, r >0,90 é reqleereé para Anvisa (2003%0,99. Verifica-
se r= 1,00 obtido atende ao critério estabelecido.
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6.1.4.5. Andlise de residuos

Chama-se residuo de um modelo de regressédo angifeemtre o valor observado e o
valor estimado da variavel dependentesye- yi, conforme descrito no item 5.2.3. Na tabela
6.8 consta o resultado da analise de residuo adalineste trabalho e no grafico 6.2, a

distribuicdo destes residuos.

Tabela 6.8 — Resultados da analise de residuos

Observagéo Y previsto Residuos Residuos padréo
1 0,1110 -0,0010 -0,6123
2 0,1110 0,0010 0,6240
3 0,1110 0,0010 0,6240
4 0,2206 -0,0026 -1,6244
5 0,2206 -0,0016 -1,0063
6 0,2206 0,0004 0,2300
7 0,4399 0,0011 0,6783
8 0,4399 0,0021 1,2964
9 0,4399 0,0011 0,6783
10 0,6592 0,0008 0,5085
11 0,6592 0,0008 0,5085
12 0,6592 -0,0022 -1,3459
13 0,8785 -0,0025 -1,5158
14 0,8785 0,0015 0,9567
0,005
0,003 —+
0 .
S o001 e . . ¢
=) ! 1 1 1
g 0%, 2 4 6 8 10
-0,003 +
-0,005
Concentracao(ug/Tubo)

Gréfico 6.2 — Distribuicéo de residuos — validagcéo

Avaliacdo: Os residuos estdo distribuidos de forma homogéneam valores dentro do
intervalo estimado para normalidade a 95% [-2,92Qjue demonstra homogeneidade das
variancias nos pontos de calibrac&o. Isto significa as medicdes realizadas séo suficientes

para que se tenha confiabilidade nos resultados.
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6.1.4.5. Preciséo do instrumento
A precisédo do instrumento avalia a variagao relamila a cada ponto da curva em

interacdo com a resposta do equipamento (Ermef%),28 os resultados encontram-se na
tabela 6.9.

Tabela 6.9 — Avaliacdo da preciséo do instrumento

Nivel de concentracéo

(pontos da curva de média Desvio padrdo CV% Avaliacao

calibracdo — ug/mL )
0,25 0,23 0,0026 1,04 APROVADO
0,50 0,47 0,0035 0,70 APROVADO
1,00 0,98 0,0013 0,13 APROVADO
2,00 1,48 0,0039 0,26 APROVADO
2,50 1,98 0,0064 0,32 APROVADO

Avaliagdo: Os resultados obtidos dos coeficientes de variggicada ponto da curva de
calibracdo sao aceitaveis demonstrando uma respe$titura do equipamento adequada.
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6.1.5. Incerteza de medicédo do método de fésforo
O quadro 6.1 apresenta as principais fontes detérzeconsideradas para a estimativa
da incerteza de medicdo associada ao contetudosflerdde a tabela 6.10 as incertezas

associadas a cada fonte.

Quadro 6.1 — Principais fontes de incertezas assadas a medicéo do conteudo de

fésforo.

Simbolo Nome / Fonte de incerteza

Preciséo intermediaria atribuida ao laboratéridrai®(n)
Uga s = desvio padréo amostral entre as 27 medida3 dnalistas, 9 medidas de cada analista
n=27

Ajuste da Curva
Uza

Incerteza da calibracdo do espectrofotdmetro ({extio)
Uig

Uzg Duvida na leitura da Espectrofotdmetro ("resolugéo”

Usg Incerteza calibragdo do baldo volumétrico utilizadalissolugdo da amostra (Certificado)

Ugg Erro n&o corrigido do bal&o volumétrico utilizadodissolugéo da amostra (Certificado)

Usg Erro de paralaxe para avolumar o baldo volumétritizado na dissolu¢&o da amostra (assumido)

Uss Incerteza calibrag&o do baléo volumétrico utilizaddliluicdo da amostra (Certificado)

U7g Erro néo corrigido do baldo volumétrico utilizadodissolucdo da amostra (Certificado)

Ugg Erro de paralaxe para avolumar o baldo volumétritizado na diluigdo da amostra (assumido)

Ugg Incerteza calibragdo da micropipeta utilizada haigiio da amostra (Certificado)

Uiog Erro n&o corrigido da micropipeta utilizada na igéio da amostra (Certificado)

U1 Incerteza da calibragéo da Balanca utilizada nagees da amostra (Certificado)

Ui Davida na leitura da Balanga utilizada na pesagermndostra ("resolugao")

Ussg Incerteza da micropipeta da aliquota digerida (fetio)

U4 Erro n&o corrigido da micropipeta da aliquota dage(Certificado)

Ussg Incerteza do coeficiente linear da regresséo li(referente a soluc@o padréo de fésforo)

Uieg Incerteza do coeficiente angular da regresséaorlineferente a solucédo padréo de fésforo)
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Tabela 6.10 - Calculo de Estimativa de Incerteza ddResultados das Analises de fosforo

(planilha de célculo).

Ci Incerteza Vv
Simbolo Valor (£) (F;/S Distribuicéo de Coeficiente de Pia‘:jg’% Graus de
probabilidade Sensibilidade - Liberdade
divisor (%)
Ugp 0,040| % 68 normal 1 1 +0,04041 26
Uoa 0,020| % 100 | retangula J3 1 +0,01166 infinito
Ui 0,009| ABS 95 normal k=2 18,868 % / ABS +0,08491 infinito
Uzg 0,0005| ABS 100 | retangula V3 18,868 %/ ABS +0,00545 infinito
Usg 0,03| mL 95,45| normal K= 12,87 0,745 %/ mL +0,00779 infinito
Usg 0,01| mL 100 | a‘;igg‘é a 1 0745 %/mL |, 00745 infinito
Usg 0,040| mL 100 | retangula NED 0,745 % /mL +0,01721 infinito
Uss 0,01| mL 95,45| normal k=243 0,745 %/ mL +0,00307 infinito
Urg 0,03| mL 100 (azzg:i‘éa 1 0745 %/mL |, o 0oo3s infinito
Ugg 0,030| mL 100 | retangula J3 0,745 % /mL +0,01290 infinito
Ugg 0,001| mL 95,45| normal k=232 14,906 %/ mL +0,00643 infinito
Usos 0,002| mL 100 (azzg:i‘éa 1 14,906 % /mL 3’02981 infinito
Upip 1000| ug 100 normal k=2,87 0,0000745 % /ug +0,03 4
U0 20| ug 100 | retangulal V3 0,0000745 %/ ug +0,00 infinito
U3 0,0001| mL 100 | retangula k=2,18 74,586 % / mL +0,00342 16
Uwsg 0,0002| mL 100 (a‘;;"grrfi‘éa 1 74536 %/mL |, 001401 infinito
Uisg 0,0021| ABS 95 normal k =2,00 18,868 % / ABS +0,01981 infinito
Ues 0,00014| ABS/ug 96 normal k =2,00 70,310| %.ug/ABS | 0,00492 infinito
Uc 0,11 68 | Normal /W//////
| |
U 0,22 % o5 | Normal| k= [196) Ve = | 705,81

Onde: uC = Incerteza Padrdo Combinada; U=Incertez&xpandida; k=fator de abrangéncia;

PA=Nivel da Confianga (Probabilidade de Atangéncia).

A incerteza associada ao método encontrado é 8éf,2 Tabela 6.11 demonstra as
principais fontes de incerteza associadas ao método
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Tabela 6.11 — Principais fontes de incerteza do nu&to de fésforo.

Contribuicéo

Possiveis causas do valor da incerteza
para Incerteza

Nome / Fonte de incerteza

Preciséo intermediaria 13% Variagao sistematica do laboratorio
Incerteza da calibracéo do Variacio d libraco d : ¢
espectrofotdbmetro  (certificado  (088% ariacao ga caiibragao do equipamento
calibraczo) no comprimento de onda do método

6.1.6. Avaliacéo final da validacdo de método

As verificagBes realizadas avaliando os parametaosliticos demonstraram
estatisticamente que o método atende ao que fienulido, ou seja, determinar o contetdo de
fésforo do PRRP com a confiabilidade necessariareSsltados dos parametros avaliados

nesta validacédo vém ratificar a validacao realizattariormente.

6.2.Utilizacdo do padré&o internacional

Sempre que possivel, os materiais de referénciandeser utilizados no processo de
validacdo de um método de ensaio. Um MRC possuvalor de concentracdo, ou outra
grandeza para cada parametro e uma incerteza ads0Ei muito importante, portanto, que o
fornecimento desses MRC seja realizado por orgarsigeconhecidos e confiaveis. (Inmetro,
2007).

Em 2001/2002, a implantacao/validacdo dos métodoa pontrole de qualidade de
produtos intermediarios e da vacina Hib no LAFIQrafim realizados utilizando materiais
disponiveis na época, como lotes produzidos pebxdShitkline, com os resultados do
certificado de liberacdo como “valor referénciatgpaomparacdo dos resultados obtidos em
Biomanguinhos, além de outros materiais e padro@sicos com pureza acima de 99%.
Entretanto, ndo havia disponibilidade de padr6es &® caracteristicas da vacina Hib.

A partir de um workshop realizado pelo WHO/NIBSCaffdnal Institute Biological
Standard and Control), recomendou-se a preparagdBRRP referéncia com quantidade
conhecida de polissacarideo que poderia ser usado @ross-calibratede varios métodos
para quantificar o conteido de PRRP. Este matéeiatria ser utilizado no bulk sacarideo,
bulk conjugado e formulacao final feito sob supsiei da WHO para facilitar a calibracao
das dosagens, requerido particularmente por progki® laboratérios de controle nacionais
(Mawas, 2007).

O primeiro padrao internacional de polissacaridepsalar Hib, o PRRP, foi
elaborado a partir de um estudo colaborativo imtgomal com participagdo de 10

laboratorios, incluindo 5 produtores e 4 labora®rle controle nacionais, além do NIBSC.
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No estudo colaborativo, realizaram os testes datficacdo de D-ribose, fésforo e
HPAEC-PAD e RMN.

O material de referéncia foi totalmente estabetecdn outubro de 2005 como
primeiro padrdo internacional de PRRP pelo Experhittee of Biological Standards of the
WHO (WHO report BS/2018/haemophilus), com o contedd 4,933t 0,267 mg/ampola,
determinado através do conteudo de D-ribose pa@b@ratorios entre os 10 participantes
(Mawas, 2007).

Para a elaboracdo do material de referéncia, o QlB#izou-se 900mL de PRRP
liquido e cloreto de sodio como estabilizante. O mesmolifdilizado e envasado em

ampolas.O codigo de identificacédo do lote do MR208.
6.2.1. Resultados de D-ribose do padrao internaciahNIBSC/WHO

6.2.1.1. Preparacéo do padrao

A ampola do padrdo lote 02/208 contendo 4,933 mdPBR&P, foi reconstituido
conforme orientacdo do certificado, colocando 1dalagua ultrapura. A seguir foi feita uma
diluicdo de 250 vezes da “solucdo-méae”. Foram sejaar 7 aliqguotas para teste, numero de
amostras minimo para avaliacdo de repetitividadeacldo com DOQ-CGCRE-008 -
INMETRO, 2007. A tabela 6.12 apresenta os resuftaplastidos do ensaio realizado na
solugéo teste do padréo internacional.

Tabela 6.12— Resultados do PRRP pelo contetudo deibese do padréo internacional

NIBSC/WHO.
N° mg/mL
1 4,874
2 5,023
3 4,862
4 4,862
5 4,943
6 4,713
7 4,851
Média 4,875
Desvio padréo 0,0946

Avaliacao inicial: Todos os resultados encontrados estdo dentroattr declarado no
certificado com sua incerteza associada (certific®2/208). Para comprovacdo desta
afirmacéo, realizou-se outra inferéncia estatister@ominada teste de hipétese. Neste caso foi
utilizado a distribuicdo déStudentdevido ao niumero de resultados obtidos ser memer g
30.
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6.2.1.2. Formulacéo da Hipétese

Este teste de hipdtese compara os resultados @doetsm o valor declarado no
certificado do MRI. O valor dg, € o valor do certificado de PRRP, cujo valor é 3,8%)/mL
e a média obtida no laboratorio foi de 4,785mg/erh, condi¢bes de repetitividade. O teste
de hipotese € bilateral com 95% de significancia.

Hipotese de interesse:

Ho : 1 = média

Hi: 4 # média

T = média -y equacao 26
siin

T=4875-4933 -1,622
0,094617
Comoa=0,05/2= 0,025
Na tabela dé de Studentpara n=7, temos 2,365.

O valor de T calculado (-1,622) encontra-se dedtrontervalo [-2,365, 2,365] para
95% de significancia. Comprovando que ndo ha,istitaimente diferenca significativa entre

os resultados.

6.2.1.3.indice z-score

O Laboratério de Controle Fisico-quimico de Biomangos avalia os seus resultados
de ensaio utilizando como ferramenta de analisadiceé z-score (IUPAC 2006, Inmetro

2007) e para este estudo foi aplicado este indadgprme a equagao a seguir:

(Xlaboratério - Xv)

Z= S equacéo. 27

z=4,875—-4,93% - 0,22 ou seja em mbddulod;22
0,267

Xiab = Valorobtido pelo laboratério
Xy = Valor aceito como verdadeiro (valor certificadoMBC)
s = unidade de desvio (incerteza do MRC)
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A avaliacéo é realizada de acordo com a seguicgdeede pontuacéo (IUPAC 2006,
Inmetro 2007):
1zI < 2 = satisfatorio
2< 1zl < 3 = questionavel
IzI > 3 = Insatisfatorio
Conforme demonstrado acima, o resultado alcancaddigfatorio para o teste de D-

ribose.

6.2.1.4. Avaliacéao final dos resultados para o testle D-ribose do padrao internacional
Segundo os itens 6.2.1.2 e 6.2.1.3, 0 padrdao cdmtBAribose esta conforme, pois

estatisticamente nao foi verificado nenhuma iniéncia.

6.2.2. Uso do padrao internacional para o método dedsforo.

Como citado anteriormente, o padrao internacioad?BRP foi certificado através do
conteudo de D-ribose. O artigo de Mawas (2007) descreve a elaboracdo do padréo,
entretanto, discute os diversos métodos utilizgaoa controle de qualidade de PRRP e os
resultados encontrados para cada método de todabaratérios envolvidos. Realizou-se o
teste com o padrdo para o conteudo de fésforo @a@mmos com o valor médio encontrado

pelos laboratorios participantes.

6.2.2.1. Preparo do padrdo para o uso no teste disforo

O padréo de PRRP lote 02/208 foi reconstituido axomé orientacdo do certificado,
adicionando 1 mL de agua ultra-pura em uma ampmota4,933 mg de PRRP. Para o teste de
fésforo, ndo sdo necessarias outras diluicdesste tietermina a quantidade de fésforo. O
artigo apresenta os valores da massa de PRRP detdown através da conversao do valor de
fosforo médio de cada laboratério. Desta formdjzoti-se um fator de conversédo, 11,9
(relacdo do peso molecular do fosforo com o pestecutar de PRRP), empregado na
determinacao de PRRP para realizar a comparacéorestiltados.

Para esta avaliacdo foram separadas 3 aliquotes teaste devido a pouca
disponibilidade de amostra e foi aplicado somenteste de z-score comparando resultado

médio encontrado pelos laboratérios participant@s s resultados obtidos no LAFIQ.

6.2.2.2. Resultados do artigo sobre o primeiro pado internacional de PRRP

A tabela 6.13, extraida do artigo de Mawas (200@0tém os resultados obtidos para

os teores de fosforo e ribose.
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Tabela 6.13 — Resultados do estudo colaborativo aelaboracdo do 1° padréo

internacional de PRRP:

Summary of results (mean PRP content in mg) for the Hib PRP stand ard

Method Lab  Mean OV Method Labh  Mean W
Ribsose 1 4.723 3.2% HFAEC- 1 5746 RB.3%
2 4.975 2.5% FAD 2 4.523 2. 7%
3 5.191 A0 5 5560 3.0
5 5028 B G.GEE T
[ 5,103 0% Qa 5113 54%
T 4,893 1.8% 9b 6.335 A%
10 4615 2.3% 10 4.239 10,45
Phosphorus 2 4.937 1.2% NMRE L 4. 9RG 0.3%
3 5.365 2.5
T 5.159 2.0%
B 4985 0.3%
9 4.939 3.3%

(wverall means with 95% confidence iniervals and between-lab CV: Ribose:

4933 (4.743-5.123),;

4.2%; Phosphorus:

5077 (4.847-5.307);

3.6%:;

HPAEC-PAT): 5 A58 (4.626—-62900 16.5%; All methods: 5155 (4886

5424, 11.2%.

* CV of mean results obtained for four ampoules of candidate standard.

fonte: Mawas F et al. Evaluation of the sacchatimigent and stability of de first WHO Internatioisindard for Haemophilus influenzae b

capsular polysaccharide. Biologicals (2007),doi10@6/J.biologicals.2007.

Para comparacdo do resultado obtido no laboratmn o do artigoutilizou-se o

resultado médio de fésforo do estudo colaborati@77mg/mL). Como nesta tabela nao

consta o desvio padréo calculou-se o desvio pgukio CV médio.

CV médio = 3,6%

CV= s/média x100 entdo = 3,6=s /5,077x100s =0,183

6.2.2.3. Resultados obtidos no Laboratoério Fisicougmico

Os resultados de PRRP do contetdo de fésforo mesuro padrdo internacional
NIBSC/WHO estéo apresentados na tabela 6.14.

Tabela 6.14 — Resultados de PRRP do contetdo deféde do padréo internacional

NIBSC/WHO:
N° | Quantidade de PRRP (mg/ml)
1 4,941
2 5,105
3 5,039
Média 5,033

6.2.2.4. Célculo do indice z-score para fésforo

Utilizando a formula do item 6.2.1.3, temos o satpicalculo para o valor de z:

z =(Xan-Xy) =5,033 -5,077=1- 0,24 =0,24

S 0,183
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Avaliacao final: De acordo com a escala de pontuacdo descritteenn@.2.1.3, o resultado
encontra-se emZ| < 2, ou seja, satisfatério, demonstrando que o métattnde a
determinacdo de fésforo em PRRP ratificando a aefid do método de fosforo, descrito
neste trabalho.
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7. Resultados do material candidato a MR

7.1. Dados experimentais do preparo do material deferéncia

O Departamento de Vacinas Bacterianas, DEBAC, dibdzou uma parte do lote de
PRRP de identificacdo 074HPRP006 fabricado em dbri2007 para producdo do material
candidato a MR em janeiro de 2008. Este matecalufiarmazenado até a sua utilizacdo, em
camara fria a -20°C, mesma temperatura de estocdgdtRRP no DEBAC. A validade para
uso de PRRP na producao da vacina Hib é de 5 anos.

Para utilizacdo do PRRP no preparo da solucédo docididato, foi determinada a
massa seca do polimero. Segundo o documento da \RE@mmendations for the
production and control dlaemophilus influenzae typecbnjugate vaccines, 2000, a umidade
deve ser determinada por um método aceitavel, agm\pela Autoridade Nacional de
Qualidade. No Brasil, a ANVISA ¢ a autoridade emmahtos, medicamentos e vacinas.

O método de secagem do material € o estabelecido qomtrole de qualidade do
PRRP em testes de rotina, utilizando balanca termogétrica de acordo com a IT 1037, de
determinagdo de umidade residual, do LAFIQ. Estsrugdo de trabalho foi objeto de
avaliacdo na auditoria realizada pela Anvisa ererudo varias etapas da implantacdo de
controle de qualidade da Hib, sem restricbes awdoetitilizado para determinacdo da
umidade, no LAFIQ.

Todas as metodologias e célculos referentes aopaentes do PRRP sdo dados em
percentual sobre a massa séteste estudo, a secagem do PRRP foi realizadebocatério
farmacéutico Mantecorp/RJjtilizando uma balanca de modelo similar ao do LI
devidamente calibrada, com certificado de calilvagér laboratério credenciado junto a
RBC. A utilizacdo da balanca da Mantecorp foi ne@ga para ndo atrasar a elaboragéo do
material, ja que a balanca do LAFIQ estava em nemgdbD corretiva e havia sido
encaminhada para assisténcia técnica em Sao Paulo.

A tabela 7.1 apresenta as condi¢des utilizadagcegem do PRRP, cujos resultados

constam na tabela 7.2 e estéo representados ria®gral e 7.2.



Tabela 7.2 - Tempo x umidade perdida x massa findlo PRRP.

Tabela 7.1 - Condicbes do método de secagem do PRRP

Equipamento: Balanca termogravimétrica

Modelo: HB 43 Metller toledo

Temperatura 60°C

Tempo: 60 minutos

Tempo (min)

Tempo (min) umldad(;)perdlda massa final(g)
5 11,7 1,064
10 15,35 1,020
15 16,85 1,002
20 17,51 0,994
25 17,93 0,989
30 18,17 0,986
35 18,34 0,984
40 18,51 0,982
45 20,33 0,960
50 21,16 0,950
53 22,82 0,930
55 23,07 0,927
56 23,07 0,927
57 23,07 0,927
58 23,07 0,927
60 22,99 0,928
secagem do PRRP
30
25
o %000 0

20 1 o !
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Grafico 7.1- Umidade perdida x tempo de secagem RRRP

55



56

Secagem PRRP
1,075
*
1,050 A
1,025 B *
C 1,000 A *
g , ¢ * * ¢ *
& 0,975 1
S .
0,950 - .
0,925 - Mot e
0,900 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
tempo (min)

Grafico 7.2 - Massa x tempo de secagem do PRRP

Apds o tempo de secagem programado, para garas@cagem do material para
determinacdo da massa seca, foi realizada umaprogeamacao de secagem a 60°C por 30

minutos e a massa manteve-se constante.

7.2. Preparo da solucao

O PRRP seco foi colocado no baldo volumeétrico dedlbrado. Posteriormente, foi
adicionada &gua ultra-pura até aproximadamenteldAdolume. Como o PRRP dissolve-se
vagarosamente, o baldo volumétrico foi armazenad®Capor 24h para permitir a completa
dissolucdo do material. Em seguida, o baldo faradd da camara fria e ao chegar a
temperatura ambiente, completou-se o volume paraA2lsolucéo foi homogeneizada e

mantida no baldo volumétrico até o momento do eneastemperatura ambiente.

7.3. Testes e avaliacdo do material candidato a MR

De forma a facilitar a verificacdo da adequabilelatb material candidato para os
métodos de determinacdo de fosforo e D-ribose,essltados obtidos de caracterizacao,
homogeneidade, estabilidade e incerteza de medighacada técnica serdo avaliados
separadamente. Sua caracterizacdo sera realizatlande-se a estrutura por RMN e a

nominal por D-ribose e fosforo.
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7.4. Ressonancia magnética nuclear (RMN) — Caracieacao estrutural

Os testes descritos neste item da dissertacéo falimados em Farmanguinhos, na
Plataforma de Métodos Analiticos/ Laboratério de NRMDs parametros de analise estédo
descritos abaixo, levando-se em consideracdo oamge#ams definidos na literatura
(Lemercinier, 2000) e ajustados pelo Laboratori®RtN (Farmanguinhos).

As andlises de RMN d&#1 foram realizadas em espectrémetro Bruker 580- (500
MHz, °C - 125 MHz) em BO 99.96% deuterado da CIL. Os deslocamentos quéngistiio
expressos em ppn{d) em relacdo ao DSS (4,4-dimetil-4-silapenato-fesaito). O
assinalamento dos sinais do espectro de RMN'Hledo PRRP material de referéncia
internacional (NIBSC/WHO) e o PRRP utilizado pargparacdo do MR foi obtido. As
possiveis atribuicbes foram realizadas com basditeratura (Lemercinier, 2000) e nos
espectros registrados para outros lotes de PRRRementes da GSK, no periodo de
transferéncia de tecnologia. Para estes lotesositddram obtidos os espectros de COSY 90
(onde pode-se estabelecer as correlagbes entidrogénios que estdo acoplados), HSQC e
HMBC (técnicas que produzem informacdes sobre acoghtos entre hidrogénio e carbono).
Os experimentos foram realizados cdefayigual a 1.5s, 65K*H). Os programas de pulso e

0 processamento foram realizados com o softwareNfWIR 3.5 da BRUKER.
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7.4.1. Espectros déH RMN do Padrdo Internacional NIBSC e do material @andidato.
Andlise comparativa e atribuicées
A seguir é apresentada a estrutura do PRRP (politiribitol fosfato), com a

identificacdo de cada hidrogénio presente na esa&ryiara proceder a atribuicao, figura 7.1.

r | w

L Jn

Figura 7.1 — Identificacdo dos H presentes no PRRPRelatorio de caracterizacédo da
GSK

O material de referéncia internacional foi utilivacbmo padrédo para comparacéo do
perfil espectral do material candidato, produzidoBiomanguinhos.

Nas figuras 7.2 e 7.3 sdo apresentados os espeettbis(préton), os assinalamentos
dos hidrogénios e deslocamentos quimicos corregmbesl para o MRI e para o Material
candidato.



59

5 Easy §; Tags  Auwas IIFFIiBNnEERRcEEns ENEs _:-1-_;_=:-_-.
o g _.--__E :'; E:E ::::E ﬂb a—uh-w.ﬁ! e o8
TR ITTRY ) mn
T T N\ Wil uesc
H1
HI'B
HS'B HE A
|! Ha ] HsB
Hxff He H1"& Ha'
LT M
G I It
| 0 1 1' K Ff I
(A A ||,c || l'w”f,,
I | IU’I ry /| ! I,,III N “*J"
J |=_\_ -‘j Iil..__‘_ ; |.\‘ '.,’ |Il,,_|_._j. |LH._ _’.}. n\‘-_ﬂf l'n,,lJ,

l': Jl": .||-!' :-

R

it} REE R 55 ae [ =g 4 REAF GHES o SEmY A
5 Ezag 2% a7 &t zEhzigzzz B EEe: -
p .,'.rl.'ql'q' ﬁ TT 3 e .v;nlq'r;m'plf;rl;r;w; o T “
|
H'IH [ \f ||| |I| l.l
H1
Har
2 H|SB HE, Hi'E
™ A
M 'l H2 Hm
H4 H3'& /| '
H3 | J
I |
| b FoW l | |’|
P va“' | it

\\Jl

LI ||| IIJ‘II|~.|| M
I

WORl LR LM
CWHE

H3B

“J|||

|
g \_

T T T T T T
-1.25 {.JEI 4.15 4.1% 4.05 4,00 3.585 3,30

¥y R

e

¥ ¥

T T T T
3.85 3.80 375 3.7

T T
0 3ES ==

Figura7.3 - Espectro de'H do PRRP NIBSC



60

Uma primeira avaliagdo demonstrou que foi encont@anesmo perfil para os lotes
analisados, porém com algumas diferencas de idehsie deslocamentos quimicos no
espectro. Estas diferencas podem estar relaciodatascentracdo das amostras, temperatura
e tipo de solvente utilizado. O espectro do PRRP MR obtido com DMSO. Em
contrapartida, para a analise do PRRP NIBSC utite® agua deuterada como solvente; fato
este que justifica a alta definicdo dos sinais ©Magkys para este espectro, devido a
substituicdo do H da hidroxila pelo deutério. Apesieste fato, foi possivel realizar
comparacdes entre as amostras analisadas, cornbasdados fornecidos pela literatura,

procedendo as possiveis atribuicdes realizadasopataslocamentos quimicos.

Tabela 7.3 - Atribui¢cdes para os deslocamentos quicos @) de hidrogénio em ppm.

Proton PRRP PRRP
(NIBSC) (material candidato)
H1 5.056 5.058
H2 4.246 4.251
H3 4.602 4.602
H4 4.194 4.184
H5A 3.867 3.864
H5B 3.689 3.676
HL'A 3.852 3.864
H1'B 3.753 3.754
H2’ 3.939 3.942
H3’ 3.737 3.744
H4’ 3.926 3.922
H5'A 4.104 4.106
H5'B 3.989 3.997

Segundo a tabela acima, as atribuicbes para ¢adaencontrado sado coincidentes
para ambos 0s espectros.

Os espectros registrados, tanto do MRI, quantddierial candidato apresentaram o
mesmo perfil, apesar das diferencas observadasswucdo dos sinais, bem como nos
deslocamentos quimicos.

Deste modo, pode-se considerar estes resultadtasnba satisfatérios, corroborando
com a estrutura esperada do lote de PRRP, queuskzrado para o planejamento de um

Material de Referéncim-house
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7.5. Caracterizacdo Nominal por D-ribose

A quantidade do polissacarideo pode ser estimaldanpedicdo do contetudo de D-
ribose.O contetdo de D-ribose ndo pode ser menor que 32%ekcdo a massa seca do
polissacarideo que é determinado pela reacdo died8& pentose, usando D-ribose como um
padrao (WHO, 2000).

Para a caracterizacdo do material, foram retir@lalquotas da solucdo de PRRP
contida no baldo volumétrico antes do processauase. A tabela 7.4 contém os resultados

obtidos para o conteudo de D-ribose.

Tabela 7.4 — Resultados obtidos na caracterizacaominal (contetdo de D-ribose).

D-ribose, %
40,69
41,38
41,46
40,44
41,06
42,11
40,76
41,64

Z
]

(N[O [W|IN |-

O valor nominal do material € a média dos resui@twontrados na caracterizacao de
D-ribose. Para visualizar a dispersdo dos resudtade contetdo da D-ribose, foi
confeccionada uma carta de controle de acordo caorraa 1ISO 5725-6 (grafico 7.3), que
estabelece os seguintes limites:

- Linha central (média);

- Limites de controle superior e inferior (1s 8):1

- Limites de atencao superior e inferior (2s e;-2s)

- Limites de acao superior e inferior ( 3s e -3s).

¥: 41,102 (41,163); Sigma: 72038 (55705% n- 1,

S i - I I T o e ] 43 and
S LT (YT O e e e e P
L i - I..+ :
- - — e 141,103
s ]
IR AR AR S SRR NN SRR, S W PY T
N DR IR NN S AR S F—— 30,621
| 2 a L) . ] T B

Grafico 7.3 — Carta de controle dos resultados dentetdo de D-ribose
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Linha central (linha preta);
Limites de controle superior e inferior @entre as linhas vermelhas);
Limites de atencédo superior e inferior (&ete as linhas verdes);

Limites de acéo superior e inferior = (areas asknhas verdes) .

Observando o grafico acima, verificamos que aibdisgdo dos resultados (linha azul)
€ homogénea. Os resultados encontrados estdo destlonites de controle, indicando que

eles apresentam desvios aceitaveis em relacaoia.meéd

7.5.1. Resultados em condigdes de repetitividade

Os ensaios foram realizados nas mesmas condicoasatise, isto €, no mesmo dia
com um Unico analista e 0 mesmo equipamento tatadiz 8 repeticdes. Os resultados de
avaliagdo constam na tabela 7.5.

Tabela 7.5 - Resultados para a avaliacao da repetitdade.

Média % 41,19
Desvio Padréo 0,56

Coeficiente de variacéo
(CV%) 1,35

Avaliacdo: O coeficiente de variagdo encontrado (1,35) é mguoer5%, o que demonstra a
repetitividade dos resultados, de acordo com dugfo da ANVISA n° 899, 2003.

7.6. Envase do material candidato
Apos os testes de caracterizacdo nominal de Deibdésforo (item 7.10), o material

foi envasado nas condi¢gOes planejadas (item 4.0.29tal de frascos envasados foi de 496.

Em seguida, foi realizada a avaliacdo da homogadeido material candidato.

7.7. Estudo de homogeneidade para contetudo de D-oke

Os frascos numerados foram selecionados de acadp & tabela de numeros
aleatdrios da apostila da disciplina estatisticalWE®07 (apéndice, pagina 37). Nesta tabela
(anexo 1), a partir da ultima coluna, selecionowsdrés ultimos algarismos da sequéncia
numeérica (1 a 496). Foram separados 14 frascosfogamm re-enumerados para o estudo de
homogeneidade e constam na tabela 7.6.
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Tabela 7.6 - Identificacdo/separacéo dos frascospaeste de homogeneidade.

Nova numeracad N° frasco
1 198
2 262
3 460
4 255
5 306
6 48
7 78
8 165
9 359

10 207
11 396
12 390
13 9

14 142

AplOs a separacdo dos frascos, foram retiradas quosdis de cada frasco e
identificadas como 1, 2 e 3 (Ex: frasco 1 aliqugtiasco 1 aliquota 2 e frasco 1 aliquota 3) e
assim sucessivamente. Todos os testes de homoge@edoram realizados no mesmo dia,
evitando variagdo em relagéo aos testes e a édtaleildo MR ainda a ser comprovada. Os

resultados encontram-se na tabela 7.7.

Tabela 7.7 -Resultados de estudo de homogeneidadeliribose (%).

Resultados “intra-frascos” (%)
Frasco Aliquota
1 2 3

1 41,48 39,99 41,06

2 40,32 40,23 40,73

3 42,61 40,92 41,48

4 40,47 40,77 40,73

Resultados de 5 42,03 41,89 42,18

cada frasco - 6 41,48 41,50 41,76

entre 7 42,07 40,26 40,96
frascos

(%) 8 41,72 40,84 40,96

9 41,64 39,10 41,95

10 41,02 40,81 41,93

11 40,63 41,66 40,51

12 41,56 40,46 40,38

13 41,25 41,31 40,82

14 40,36 40,15 40,77

Realizou-se o teste de ANOVA (Andlise de Variardigsivariavel) para verificar a
homogeneidade das variancias. Esta analise é ysadatestar hipteses a respeito da
importancia de cada parametro existembemodelo proposto. Os resultados da analise de

variancia apresentam-se na tabela 7.8.
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Tabela 7.8 - Avaliacdo Estatistica dos resultadosdomogeneidade de D-ribose usando

ANOVA.

Grupo Contagem Soma Média Varianc|a
Frasco 1 3 122,53 40,84 0,590
Frasco 2 3 121,27 40,42 0,072
Frasco 3 3 125,02 41,67 0,740
Frasco 4 3 121,97 40,66 0,025
Frasco 5 3 126,10 42,03 0,022
Frasco 6 3 124,74 41,58 0,023
Frasco 7 3 123,29 41,10 0,827
Frasco 8 3 123,52 41,17 0,225
Frasco 9 3 122,69 40,90 2,441
Frasco 10 3 123,75 41,25 0,356
Frasco 11 3 122,80 40,93 0,397
Frasco 12 3 122,40 40,80 0,437
Frasco 13 3 123,38 41,13 0,070
Frasco 14 3 121,27 40,42 0,099
ANOVA

Fonte da variagao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre frascos 8,34 13 0,641 1,42 0,211 2,089
Dentro dos frascos 12,65 28 0,452
Total 20,99 41

Avaliacdo: Com base nos resultados, observa-se que o Faddcal menor que o F critico
(tabelado) e o valor-P estd acima de 0,05. Destaafoverifica-se que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados, demonstrandodgemeidade dos resultados entre frascos e
intra-frascos para 95% de significancia. Conclugae o lote produzido atende ao requisito

da homogeneidade para o teste de D-ribose.

7.8. Estudo de estabilidade para contetudo de D-rike
7.8.1. Estudo de estabilidade em tempo real paraconteido de D-ribose no MR

Para este estudo foi considerado seis meses o tparpoavaliar a estabilidade do
material candidato a MR. As amostras foram subrastaltrés temperaturas, 4°C, -20 °C e -
70°C, para verificar qual temperatura ideal de aemagem. O condicionamento foi realizado
em local adequado (freezers, camaras frias) conraterde temperatura diario com variagao
média de 5°C. A amostragem foi aleatéria e (Empo zero). Na tabela 7.9 estdo
apresentados as médias (triplicata) de todos aftades do estudo de estabilidade obtidos ao
longo dos 6 meses e a representacdo grafica dokackss meédios nas trés temperaturas,

gréfico 6.
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Tabela 7.9 — Resultados (valores médios) do estudi® estabilidade em diferentes

temperaturas de armazenagem.

VALORES MEDIOS
MES 4°¢c -20°C -70°C
0 41,19 41,19 41,19
1 40,99 40,59 40,76
2 40,04 40,94 39,58
3 41,89 41,24 41,75
4 40,10 40,36 40,76
5 41,56 41,25 41,30
6 41,46 41,66 41,94
44,6
43,4
—~ 42,2 1
S a1 'W —e—4°C
§ 39,8 - - —=—"-20°C"
< 386 | "-70°C”
o
37,4
36,2
35 T T ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (més)

Grafico 7.4 — Resultados do estudo de estabilidaden tempo real - Contetdo de
D-ribose (%).

A variabilidade observada no grafico pode ser deote da condicdo de
reprodutibilidade em que foram analisadas as aagsaim vez que os valores encontrados,

nas trés temperaturas, no sexto més, nao difardisagivamente do valor obtido emy.T

7.8.2. Resultados da reprodutibilidade interna natemperaturas de armazenagem em
tempo real para D-ribose

A Tabela 7.10 apresenta os resultados obtidosmtewdo de D-ribose a cada més, em
triplicata, para 4 - 20 e — 76C. Outros parametros como a média, desvio padrdo e

coeficiente de variagdo também estédo apresentadoesma tabela.
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Tabela 7.10 - Resultados do contetudo de D-ribose astudo de estabilidade a 4°C, - 20°C

e - 70°C:
Temperatura 4°C - 20°C -70°C
Més valor 1 valor 2 valor 3| valor 1| valor 2| wvalor 3| valor1 | valor 2 | valor 3
1 40,77 40,92 41,27 40,217 40,58 40,92 41,04 401920,314
2 40,32 39,64 40,17 40,17 39,60 43,04 39,63 39,689,533
3 41,33 42,47 41,88 41,44 40,8p 41,40 42,69 42|14 0,414
4 39,93 40,51 39,85 39,97 40,98 40,13 41,10 41}100,0%
5 41,58 40,98 42,13 41,58 40,54 41,62 41,60 41}500,904
6 41,63 41,79 40,96 41,67 41,71 41,59 41,69 41186 2,374
Média % 41,01 41,01 41,01
Desvio
Padrao 0,82 0,84 0,95
Coef. de
variagao 2,01 2,04 2,32
(CV%)

De acordo com a Resolucdo n® 899 da ANVISA, paracigio, onde a
reprodutibilidade interna esta inclusa, o valor ixaceitavel de CV(%) deve ser definido
de acordo com a metodologia empregada, a concéatdg analito na amostra, o tipo de
matriz e a finalidade do método, ndo se admitirmlores superiores a 5%. Na tabela 7.10, os
coeficientes de variacdo encontrados foram menmoegste critério e, portanto, isto € um

indicativo de estabilidade do material nas 3 teripeas estudadas.

7.8.3. Andlise de tendéncia dos resultados do estua 4°C, - 20°C e- 70°C.

Para esta avaliacdo estatistica, foram consideraslanédias de todos 0s meses,
inclusive o tempo zero do estudg)Tlevando-se em conta o valor de 41,19 % de Dsabo
(tabela 22). As médias e os resultados de val@emédlise de tendéncia calculados conforme

o item 5.2.2estdo descritos na tabela 7.11, para as 3 tempasastudadas.
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Tabela 7.11 - Valores médios obtidos e resultados dnalise de tendéncia para o teste de

D-ribose:

T(més) 4°C -20°C -70°C
0 41,19 41,19 41,19
1 40,99 40,59 40,76
2 40,04 40,94 39,58
3 41,89 41,24 41,75
4 40,10 40,36 40,76
5 41,56 41,25 41,30
6 41,46 41,66 41,94
b, 0,0720 0,076 0,161
by 40,82 40,803 40,555
S 0,767 0447 | 9769

s(b) 0,449 | 0084 | 014

A sensibilidade € avaliada pela expressabkhbo s n-2. S(R), cujo valor deT-Student
(t) para n-2 graus de liberdade e P=0,95 (95%l wig confianc¢a) € igual a 2,015, entéo:
Para 4°C temos: 10,07201 < 2,015 x 0,1449 = 0,67R201568

Para — 26C, o resultado encontrado para a expresséo acly@76 < 0,170 e para —
70°C € 0,1614 < 0,293.

Como as condi¢des da expressdo foram obedecidassibilidade ou inclinagéo €
insignificante. Como consequéncia, ndo ha instidiie observada nos resultados de estudo

de estabilidade em tempo real, a 4°C, a’°c20— 76C, durante seis meses de estudo.

7.8.4. Andlise de residuos dos resultados obtido® restudo de estabilidadepara
contetdo de D-ribose, em tempo real.

Para avaliar a dispersdo dos valores obtidos eat&elaos valores previstos foi
utilizando a ferramenta estatistica chamada andésesiduos. Esta analise foi aplicada para
os dados nas trés temperaturd€(4 20C e — 76C) e encontram-se nas tabelas 7.12, 7.13 e
7.14. A plotagem dos respectivos residuos est@septados nos graficos 7.5, 7.6 e 7.7 e, 0
ajuste de linha nos graficos 7.8, 7.9 e 7.10.

Tabela 7.12 - Resultados de residuos a 4°C.

Més Y previsto Residuos Residuos padrao
0 40,817 0,373 0,532

1 40,889 0,097 0,139

2 40,961 -0,918 -1,311

3 41,033 0,860 1,228

4 41,105 -1,009 -1,441

5 41,177 0,386 0,551

6 41,249 0,211 0,301
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Tabela 7.13 - Resultados de residuos a -20 °C.

Més Y previsto Residuos Residuos padrao
0 40,803 0,387 0,949
1 40,879 -0,289 -0,709
2 40,956 -0,019 -0,046
3 41,032 0,211 0,518
4 41,108 -0,748 -1,834
5 41,185 0,062 0,152
6 41,261 0,396 0,970
Tabela 7.14 - Resultados de residuos a -70°C.
Més Y previsto Residuos Residuos padréo
0 40,555 0,635 0,904
1 40,717 0,040 0,057
2 40,878 -1,298 -1,849
3 41,040 0,707 1,007
4 41,201 -0,438 -0,623
5 41,362 -0,062 -0,089
6 41,524 0,416 0,593

Foi verificado que os residuos padrdes, nasarapératuras, apresentam-se dentro da

faixa de normalidade, isto &, entre os valores+2.e

2.0

1,0 +
g *

L 2 <*

é 0.0 . | | L4
Q 0 2 4 6 8
« -1,0 + ¢ .

20

T(més)

Grafico 7.5 - Plotagem de residuos (4°C).



69

2,0
" 1,0
(@]
=)
T 0,0
[%)]
QO
T 10
-2,0
T(més)
Gréfico 7.6 - Plotagem de residuos (-20°C).
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Gréfico 7.7 - Plotagem de residuos (-70°C).

Nos graficos de plotagem de residuos para as @@gperaturas estudadas foi

verificada uma distribuicdo homogénea dos resickern, apresentar uma tendéncia.

oY
= Y previsto

0 2 4 6 8
T (més)

Gréfico 7.8 - Plotagem de ajuste da linha (4°C).
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Grafico 7.9 - Plotagem de ajuste da linha (-20°C).
43
. 1
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Gréfico 7.10 - Plotagem de ajuste da linha (-70°C).

Verificou-se nos graficos de plotagem de ajustelidiea, nas trés temperaturas
estudadas, que os valores encontrados estao pdxiosovalores previstos. A variacdo dos
valores entre 0s pontos 2 e 4 (entre a 2° e 4°Insde maiores que 0S outros, entretanto de
acordo com as avaliacOes estatisticas realizadasamente, todos os valores sdo aceitaveis,

comprovando estabilidade do material armazenad@ & #1as demais temperaturas.

7.8.5. Estudo de estabilidade acelerado para o cefido de D-ribose no MR a 2% e
37°C.

Realizou-se o estudo de estabilidade aceleradeengeraturas de 25 e 37°C. Os
resultados das triplicatas e as médias obtidasnénaro-se nas tabelas 7.15 e 7.16. Para
visualizar as alteragbes ocorridas, construiu-segtafico (grafico 7.11)com as médias em

ambas as temperaturas.
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Tabela 7.15 - Resultados de D-ribose no estudo dgabilidade acelerado a 25°C.

semana valor 1 valor 2 valor 3 Média
0 - - --- 41,19
1 39,54 40,00 40,23 39,92
2 41,74 41,66 41,55 41,65
3 41,29 40,53 40,91 40,91
4 40,64 41,44 41,25 41,11
5 41,34 41,08 40,97 41,13
6 39,92 40,31 40,92 40,38
7 39,32 40,51 41,59 40,47
8 39,70 39,70 39,16 39,52

Tabela 7.16 - Resultados de D-ribose no estudo dgabilidade acelerado a 37°C.

semana valor 1 valor 2 valor 3 Média

0 --- --- --- 41,19
1 39,35 39,73 40,23 39,77
2 40,24 40,05 40,86 40,38
3 41,29 39,77 41,48 40,85
4 41,25 41,06 40,67 40,99
5 41,91 41,80 41,76 41,82
6 40,46 41,62 39,69 40,59
7 41,09 41,51 41,89 41,50
8 40,28 40,36 40,01 40,22

S 440

w 42.5

g 410 M

E‘EJ 39.5 —e— 25°C

3 38.0 —=— 37°C

< 36.5

a 35.0

w 335

2 32.0 T T T T
0 2 4 6 8 10

T (SEMANA)

Grafico 7.11 - Médias dos resultados de conteldo feribose versus semana do estudo
acelerado a 25°C e 37°C.

Pode-se observar que as variagdes sao similar@apatuas temperaturas estudadas e
ndo houve uma variacao significativa no teor deesmio de D-ribose ao longo de 8 semanas.
Para verificar a repetitividade dos resultadosutatam-se as médias, desvios padrao

e coeficientes de variacdo (CV%) e os resultadid® epresentados na tabela 7.17.
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Tabela 7.17 - Resultados de preciséo dos testeslimmlos com amostras a 25°C e 37°C.

Temperatura das 2500 370C
amostras em estudo
Média % 40,64 40,77
Desvio Padrdo 0,79 0,79
Coeficiente de variacéo
(CV%) 1,95 1,95

Os coeficientes de variagcdo sdo menores que idigando uma repetitividade de

acordo com a resolucdo n°899 da ANVISA.

7.8.6. Anélise de tendéncia dos resultados a 25°G#&C.

A analise de tendéncia foi realizada conforme mit2.2. Neste estudo foram
consideradas as médias de todas as semanasMedusmpo zero do estudop);Tcujo valor
da caracterizagdo € 41,19% de conteudo de D-ribdeserito na tabela 7.18.

Tabela 7.18- valores médios de D-ribose e resultaglda andlise de tendéncia (MR a 25

°C e 370).
T 25°C 37°C
0 41,19 41,19
1 39,92 39,77
2 41,65 40,38
3 40,91 40,85
4 41,11 40,99
5 41,13 41,82
6 40,38 40,59
7 40,47 41,50
8 39,52 40,22
b, -0,123 | 0,045
bo 41,188 40,632
s 0,632 0,678
s(by) 0,082 0,088

Para a avaliagdo da sensibilidade foi aplicadauagp | bl < tp g5 n-2. S(R)
cujo o valor del-Studen( t ) para n-2 graus de liberdade e P=0,95 (95#l mie confiancga)
éigual a 1,895.

Para o estudo a 45 a comparacéo obtida foi 0,123 < 0,155 e paf& 3a@i 0,045 <
0,166. Como a condicdo da expressdo foi atendida, h& instabilidade observada nos
resultados de estabilidade acelerada nas tempesaastudadas, durante dois meses de

estudo, confirmando a estabilidade do material.
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7.8.7. Andlise de residuo dos resultados de estutestabilidade do contetdo de D-
ribose para 25°C e 37°C.
Os resultados da analise de residuos, nas duasrinomas, estdo contidos nas tabelas
7.19 e 7.20 a plotagem dos residuos estdo nosagéfil2 e 7.13 e plotagem do ajuste da
linha nos graficos 7.14 e 7.15.

Tabela 7.19 - Resultados de residuos a 25°C.

semana Y previsto Residuos Residuos padrao
0 41,188 0,002 0,003
1 41,066 -1,143 -1,936
2 40,944 0,706 1,196
3 40,821 0,089 0,150
4 40,699 0,411 0,696
5 40,577 0,554 0,938
6 40,454 -0,071 -0,120
7 40,332 0,142 0,240
8 40,209 -0,689 -1,168

Tabela 7.20 - Resultados de residuos a 37°C.

semana Y previsto Residuos Residuos padréo
0 40,634 0,556 0,876
1 40,678 -0,908 -1,431
2 40,723 -0,340 -0,535
3 40,768 0,079 0,125
4 40,812 0,181 0,285
5 40,857 0,966 1,523
6 40,901 -0,311 -0,491
7 40,946 0,551 0,868
8 40,991 -0,774 -1,220

Foi verificado que os residuos padrdes, nas termpasaestudadas, apresentam-se

dentro da faixa de normalidade, isto é, entre twes-2 e +2.

Residuos

-1,5

T(semana)

Grafico 7.12 — D-ribose - Plotagem de residuos a%h
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Residuos

T(semana)

Gréfico 7.13 — D- ribose - Plotagem de residuos @€.

Nestes graficos, verifica-se uma distribuicdo hoémeg dos residuos, sem apresentar
uma tendéncia, ou seja, sem apresentar um aumerdecoéscimo de residuos ao longo do

tempo decorrente da degradagcéo da amostra.

oY
= Y previsto

0 2 4 6 8 10
T(semana)

Gréfico 7.14 - Plotagem de ajuste da linha (25 °C).
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Grafico 7.15 - Plotagem de ajuste da linha (37 °C)

Verificou-se nos gréaficos de plotagem de ajustdirdea que os valores encontrados
estdo préximos dos valores previstos e a dispersdtente € menor no final do periodo de 8

semanas de avaliacdo, comprovando estabilidadeatirial armazenado a%5e a 37°C.

7.9. Caracterizacdo Nominal por Fosforo

A caracterizagdo do MR em relac@o ao conteudo sferfo foi realizada utilizando-se
o método de Chen (implantado/validado no LAFIQ}iraado-se aliquotas diretamente do
frasco de solucdo antes do envase do materiahbdla 7.21 contém os resultados obtidos na
andlise realizada nas mesmas condi¢des.

Tabela 7.21 - Resultados de caracterizacéo de Fasfo

Conteudo de fésforo (%)
7,78
7,85
7,82
7,64
7,85
7,83
8,13
7,70
7,89
10 7,76
Média % 7,83
Desvio Padréo 0,13

Coeficiente de variacéo
(CV%) 1,67

OO (N[O [W|IN|F|D

O valor nominal encontrado para o contetdo de fodim de 7,83% e o coeficiente

de variacéo obtido em condicdes de repetitividaw®rtrado foi de 1,65; menor que 5% que
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é o critério estabelecido pela Resoluc®0889 (ANVISA), portanto os resultados s&do
homogéneos entre si.
Para visualizag&o da distribuigéo dos resultagosoinfeccionada a carta de controle,
de acordo com a norma ISO 5725-6. O grafico 7.16dalizado da mesma forma que o
utilizado para caracterizacéo de D-ribose, item Gofn a presenca da linha central, os limites

de controle, limites de atencéo e limites de agéo.

X: 7 8250 (7 82507 Sigma: 15301 (131007 n: 1,

[ D L T . T lsamea
1393?1

F I S e 178250

N g Py MY M (A g Mg [ gy 1 7.4m7

1 d 3 4 5§ i T B LY 10
Grafico 7.16 - Carta de controle dos resultados dearacterizacéo de fosforo

Nesta carta, apenas um ponto estd entre os lirdgéeatencdo. Neste caso este
resultado € o maior entre os demais, definido cameglitude superior do conjunto de
dados. Para avaliar se o este valor é aberrangplicado o teste de Grubbs, conforme o
item 6.1.4.3.1realizado na validacao do teste de fosforo onde,

G =17,83-7,8% 0,462
0,13

O valor tabelado para n=10 é de =2,290, para 95%tgdéicancia. Como Gncontrado<
G tabelado (9506PU Seja 0,462 <2,290, o valor suspeito ndo é considerhdaante.

7.10. Teste de homogeneidade para contetudo de fdsfo
As amostras foram separadas da mesma forma descréatudo da homogeneidade
para o conteudo de D-ribose, item 7.7. sendo osnoe$rascos. Os resultados obtidos estédo

apresentados na tabela 7.22 e a tabela 7.23 costédiados da aplicacdo da ANOVA.
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Resultados de
cada frasco -
“entre
frascos”
(%)

Resultados “intra-frascos” (%)
Frasco Aliquota
1 2 3
1 7,82 7,79 7,84
2 7,68 8,00 7,96
3 7,84 8,08 7,84
4 7,63 7,86 7,94
5 7,82 8,44 7,86
6 7,74 7,81 7,84
7 7,61 7,73 7,92
8 7,70 7,90 7,75
9 7,78 7,98 7,49
10 7,90 7,88 7,61
11 7,80 7,77 7,47
12 7,59 8,04 7,81
13 7,84 7,81 7,86
14 7,88 7,82 7,59

Tabela 7.23 — Analise de variancia dos resultado® @studo de homogeneidade de

fésforo.

Grupo Contagem Soma Média Variancia
Frasco 1 3 23,443 7,81 0,0007
Frasco 2 3 23,650 7,88 0,0304
Frasco 3 3 23,759 7,92 0,0198
Frasco 4 3 23,434 7,81 0,0275
Frasco 5 3 24,115 8,04 0,1204
Frasco 6 3 23,385 7,79 0,0024
Frasco 7 3 23,256 7,75 0,0258
Frasco 8 3 23,353 7,78 0,0112
Frasco 9 3 23,253 7,75 0,0615
Frasco 10 3 23,388 7,80 0,0267
Frasco 11 3 23,036 7,68 0,0328
Frasco 12 3 23,434 7,81 0,0520
Frasco 13 3 23,501 7,83 0,0007
Frasco 14 3 23,289 7,76 0,0240
ANOVA

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre Frascos 0,291 13 0,0224 0,718 0,731 2,09
Dentro dos

Frascos 0,872 28 0,031

Total 1,163 41

Verificou-se que 0 &iculado® MENOI que Ochtico (tabelado)e OValor-P estéa acima de 0,05.

Desta forma, verificamos que ndo ha diferenca figiiva entre os valores obtidos,

demonstrando homogeneidade de resultados entreodras intra-frascos para 95% de

significancia. Conclui-se que o lote produzido pasa como material de referéncia atende

em homogeneidade para o teste de fosforo.
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7.11. Estudo de estabilidade para contetudo de fésb no MR.
7.11.1. Estudo de estabilidade para contetdo de fé em tempo real

O estudo de estabilidade do material candidato afdfliRealizado para avaliacdo dos
resultados das amostras armazenadas a 4°C, -2078CC Inicialmente estava prevista uma
avaliacdo mensal até o sexto més, entretanto acameproblema técnico no equipamento,
impossibilitando a execugao dos testes nos 2°43%eeses seguintes. Com a substituicdo do
equipamento por um novo devidamente calibrado, qseddar continuidade aos testes de
estabilidade. A estabilidade foi avaliada com asiltados do 1°, 5° e 6 © meses. O resultado
de caracterizacdo eny flambém foi utilizado.

Além da verificacdo da estabilidade através deegeststatisticos, procedeu-se a
avaliacdo dos valores obtidos, em comparacdo caspeacificacdo técnica do PRRP para
conteudo de fosforo, cujo valor deve estar enBea®,0% (WHO, 2000).

Na tabela 7.24 encontram-se as meédias de todossofiados do estudo de estabilidade
obtidos ao longo dos 6 meses de estudo e a repagdergréfica dos resultados médios das
trés temperaturas no gréfico.19

Tabela 7.24 — Resultados do estudo de estabilidaoigra conteudo de fosforo em

diferentes temperaturas de armazenagem (tempo real)

VALORES MEDIOS
MES 4°C -20°C -70°C
0 7,83 7,83 7,83
1 7,94 8,05 7,99
5 7,78 8,05 7,94
6 7,83 7,80 7,61
~ 9,6
Q\/
e
§ 8,4 —e—teste 4°C
% " —gx. —=—teste - 20°C
o teste - 70°C
E) 7.2 -
e
o
O
6 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
T(més)

Grafico 7.17 — Estudo de estabilidade em tempo realContetudo de Fésforo (%).
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Com base no grafico 7.17, é possivel visualizaormportamento dos resultados do
material candidato, armazenado em diferentes textyras. Os valores médios foram obtidos
em triplicata e avaliados com parametros de “ragibiidade interna” que esta apresentado
no item 7.11.2.

7.11.2. Resultados de conteudo de fésforo e reprdihilidade interna nas diferentes
temperaturas de armazenagem, em tempo real.
A Tabela 7.25 apresenta os resultados obtidos @ &8 nas temperaturas de 4°C, -

20°C e - 20°C. Os ensaios das amostras foramadatzm triplicata.

Tabela 7.25 - Resultados do contelido de fosforo astudo de estabilidade em diferentes

temperaturas.
Tempera
tura 4°C - 20°C - 70°C
Més valor1l| valor2| wvalor 3| valor1l| valor2| valor3| valorl valor 2 valor 3
1 7,93 8,01 7,89 8,07 8,03 8,07 8,05 7,99 7,95
5 7,85 7,77 7,71 7,93 8,01 8,01 7,99 7,93 7,89
6 8,04 7,77 7,67 7,77 7,73 7,89 7,62 7,60 7,60
Média % 7,85 7,95 7,85
Desvio Padrao 0,13 0,12 0,19
Coeficiente de
variagao (CV%) 1,63 1,57 2,36

Os valores obtidos das médias dos resultados flrdosias amostras armazenadas a
4°C, -20°C e -70°C, podem ser consideradas es@tinte iguais ao valor médio de
caracterizacéo de 7,83% + 0,22%. Os coeficientesgadacdo obtidos sdo menores que 5%,
indicando uma reprodutibilidade interna (precisaterimediaria) aceitavel de acordo com a
resolucdo n°899 da ANVISA.

7.11.3. Anélise de tendéncia dos resultados do atua 4°C, - 28C e — 76C.

Para esta avaliacdo estatistica, foram consideraslanédias de todos os meses,
inclusive o tempo zero do estudg),Tconsiderando-se o valor da caracterizacao 8% ,8e
fésforo (Tabela 7.26).
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Tabela 7.26 - Resultados médios do contetdo de firsf, armazenados a 4°C, em relacao

ao tempo.
T (meses) 4°C -20°C -70°C
0 7,83 7,83 7,83
1 7,94 8,05 7,99
5 7,78 7,99 7,94
6 7,83 7,80 7,61
by -0,012 -0,008 -0,030
bo 7,882 7,942 7,932
s(by) 0,014 0,029 0,035

Para a avaliacdo da sensibilidade foi apli@adgquacéo I < tp g5 n-2. S(3) cujo valor
de T-Student( t ) para n-2 graus de liberdade e P=0,95 (95%Il e confianca) é igual a

2,92.

Para 4°C: 1-0,012 | < 2,92x 0,014 entdo: 0,012040,

-20°C: 10,0081 < 2,92 x 0,0290,008 < 0,084

-70°C: 1-0,0301 < 2,92 x 0,035 = 0,030 < 0,103

Como as condicbes da expressao foram obedecidas)sibilidade ou inclinacéo é
insignificante. Como conseqéncia, ndo ha instidie observada nos resultados de estudo

de estabilidade de fésforo em tempo real, a 4°€28C e — 76C, durante seis meses de

estudo.

7.11.4. Andlise de residuos para determinacao desforo em tempo real a 4°C, - 20°C e -
70°C
As tabelas 7.27, 7.28 e 7.29 apresentam os rdesltdas analises de residuos
realizadas nas trés temperaturas.
Tabela 7.27 - Resultados de residuos a 4°C (Fésfpro

Observacgéo Y previsto Residuos Residuos padrédo
1 7,882 -0,052 -0,910
2 7,870 0,070 1,234
3 7,820 -0,040 -0,708
4 7,808 0,022 0,384

Tabela 7.28 - Resultados de residuos a -20 °C (favs).

Observacgéo Y previsto Residuos Residuos padrao
1 7,942 -0,112 -0,938
2 7,934 0,116 0,977
3 7,901 0,089 0,744
4 7,893 -0,093 -0,783
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Tabela 7.29- Resultados de residuos a -70°C (fésdpr

Observacgéo Y previsto Residuos Residuos padrédo
1 7,933 -0,103 -0,698
2 7,903 0,092 0,624
3 7,783 0,157 1,067
4 7,753 -0,146 -0,993

Foi verificado que os residuos padrées, nas tr@pdmaturas, apresentam-se dentro da

faixa de normalidade, isto €, entre os valores+2.e
A plotagem dos residuos, nas diferentes tempestasta apresentada graficamente

nos graficos 7.18, 7.19, e 7.20, e o0 ajuste dedimtos gréaficos 7.21, 7.22 e 7.23.

Residuos
o o
(@) o (@3]

1
[N

T(més)

Gréfico 7.18 - plotagem de residuos - Fésforo (4°C)

Residuos

T(més)

Grafico 7.19 - plotagem de residuos -Fésforo (-20pC
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Residuos

T(més)

Graéfico 7.20 - plotagem de residuos - Fosforo (- 70Y.

Nos graficos 7.18, 7.19, e 7.20, verificam-se unistriduicio homogénea dos
residuos, com valores dispersos sem apresentatemeh@ncia que demonstre instabilidade do
candidato a MR para fésforo, com os residuos Higtiios na faixa de 0,5 a -0,5.

oY
> = Y previsto
(0] 2 4 6 8
T(més)
Gréfico 7.21 - Plotagem de ajuste da linha (4°C).
>.

oY
= Y previsto

(0] 2 4 6 8
T(més)

Gréfico 7.22 - Plotagem de ajuste da linha (-20°C)
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8,4 +
s ° 1 - oY
> 76 * = Y previsto
6,8 +
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T(més)

Grafico 7.23 - Plotagem de ajuste da linha (-70°C)
Os graficos 7.21, 7.22 e 7.23 demonstram que asesakncontrados estdo proximos
dos valores previstos, confirmando uma dispersaesldtados aceitavel para o periodo de 6

meses de avaliagéo, comprovando estabilidade derimiarmazenado &4 20 e -70°C.

7.11.5. Estudo de estabilidade acelerado para o ¢eido de fésforo no MR a 2%C e
37°C.

Realizou-se o estudo de estabilidade aceleradotemaperaturas de 26 e 37°C
durante 8 semanas. Os resultados das triplicaiasvalores médios encontram-se nas tabelas
7.30 e 7.31 para visualizar as alteracdes ocorraageccionou-se um gréafico versus medias
em ambas as temperaturas.

Tabela 7.30- Resultados de fosforo no estudo deadstidade acelerado a 25°C

semana valor 1 valor 2 valor 3 média 25 °C
1 7,69 7,59 7,57 7,62
2 7,81 8,18 8,1 8,03
3 7,94 8,15 7,86 7,98
4 7,82 8,04 7,98 7,95
5 7,99 8,05 8,03 8,02
6 8,15 7,75 7,83 7,91
7 7,89 7,95 8,01 7,95
8 7,75 7,98 8,08 7,94

Tabela 7.31 - Resultados de fosforo no estudo déadslidade acelerado a 37°C

semana valor 1 valor 2 valor 3 média 37°C
1 7,75 7,75 7,51 7,67
2 8,06 7,93 8,00 8,00
3 8,13 7,96 7,88 7,99
4 7,94 8,06 8,08 8,03
5 7,99 8,03 8,07 8,03
6 8,03 7,93 8,15 8,04
7 7,95 7,48 7,91 7,78
8 7,85 7,98 8,00 7,94
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Gréfico 7.24- Médias dos resultados de fosforo vers semana do estudo acelerado a
25°C e 37°C.
O grafico acima demonstra os resultados obtidosshwdo de estabilidade acelerado e
inclui o valor de caracterizagaoojT
A repetitividade dos resultados foi demonstradavas do coeficiente de variacdo
(CV%), em gue todos os CVs sdo menores que 5%atdl®? que indica precisao aceitavel

de acordo com a resolucdo n°® 899 da ANVISA.

Tabela 7.32 - Resultados de preciséo dos testeslimslos com amostras a 25°C e 37°C.

Temperatura das amostras 2500 370C
em estudo
Média % 7,92 7,93
Desvio Padréo 0,17 0,17
Coeficiente de variacéo
(CVo%) 2,16 2,13

7.11.6. Andlise de tendéncia dos resultados a 256G 7C
A andlise de tendéncia foi realizada conforme mif&2.2. Neste estudo foram
consideradas as meédias de todas as semanas,vie@dusimpo zero do estudog Tujo valor

da caracterizacao é 7,83% de conteudo de fosfesayitb na tabela 7.33.
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Tabela 7.33 - valores médios do contetido de fosfa®5 °C e 3%C.

T 25°C 37°C
0 7,83 7,83
1 7,62 7,67
2 8,03 8,00
3 7,98 7,99
4 7,95 8,03
5 8,02 8,03
6 7,91 8,04
7 7,95 7,78
8 7,94 7,94
by 0,021 0,015
bo 7,832 7,864
s 0,120 0,135

s(by) 0,015 0,017

Para a avaliagéo da sensibilidade foi aplicadauagp | bl < tp g5 n-2. S(R)

cujo o valor del-Studen{ t) para n-2 graus de liberdade e P=0,95 (95#l nie confianca)
é igual a 1,895. Para o estudo 8@% comparacéo obtida foi 0,021 < 0,029 e pafg 3ai
0,015< 0,033. Como a condi¢ao da expresséo fodat@nndo hé instabilidade observada nos

resultados de estabilidade acelerada nas tempesatstudadas, durante dois meses de

estudo, confirmando a estabilidade do material mesm condicbes nao ideais de

armazenamento.

7.11.7. Analise de residuo dos resultados de estutestabilidade do contetido de

fésforo para 25'C e 37°C

Os resultados da analise de residuos, nas duasrinmas, estdo contidos nas tabelas
7.34 e 7.35 e a plotagem dos residuos estdo niosogré.25 e 7.26.
Tabela 7.34 - Resultados de residuos a 25°C.

Tempo (semana) Y previsto Residuos Residuos padrao
0 7,832 -0,002 -0,022
1 7,853 -0,233 -2,077
2 7,873 1,396
3 7,894 0,767
4 7,914 0,317
5 7,935 0,758
6 7,955 -0,045 -0,405
7 7,976 -0,026 -0,231
8 7,996 -0,056 -0,503




Tabela 7.35 - Resultados de residuos a 37°C.

Tempo (semana) Y previsto Residuos Residuos padrao
0 7,864 -0,034 -0,270
1 7,879 -0,209 -1,656
2 7,894 0,106 0,843
3 7,909 0,081 0,646
4 7,923 0,107 0,846
5 7,938 0,092 0,728
6 7,953 0,087 0,690
7 7,968 -0,188 -1,490
8 7,983 -0,043 -0,338
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Verifica-se que os residuos padrbes estdo dentia@adade normalidade entre -2 e +2,

sendo somente a observacao 2 (-2,077), sujeit@lss@nsegundo a tabela 7.34. Como este

resultado foi referente a 12 semang €Io estudo acelerado e outros resultados mantiveea

dentro da normalidade, supde-se que o fato ndc@&reéate do material candidato a material

de referéncia, e sim proveniente do erro analitico.

1,0

0,5 T
3

L 2

S 00 -t .o
8 L 2 2 6
e 0

-0,5

-1,0

T( semana)

Grafico 7.25 — Fosforo - Plotagem de residuos a 25°

Neste gréfico, observa-se que os resultados médids bem proximos a linha central,

exceto o ponto 1 referente a primeira semana, &t justificado anteriormente
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Grafico 7.26 — Fosforo - Plotagem de residuos a &7°

No grafico 7.26, observa-se que os resultados rméestdo bem proximos a linha
central, exceto o ponto 1 referente a primeira s&mngue ja foi justificado anteriormente.

A temperatura de 37°C, entre os pontos 2 a 6 (B® aemana) os resultados
apresentaram uma leve tendéncia superior dos ossiBerém como os residuos estdo dentro
do intervalo de 2 a -2 [2,-2] e conclui-se que damal em estudo manteve a estabilidade

enquanto estocado a 37°C, durante 2 meses.

8.4 |
) . S 2 o & ¢ ® B oY
> 7671 ¢ = Y previsto
6,8
6 1
0] 5 10
T(semana)

Gréfico 7.27 - Plotagem de ajuste da linha (25 °C).

Com base no gréfico 7.2Verifica-se que os valores encontrados estdo paxxithos
valores previstos com dispersdo aceitdvel para riog®e de 8 semanas de avaliacao,
comprovando estabilidade do material armazenadS8@. 2
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8,4 |
> 761 ¢ = Y previsto
6,8 +
6 1
0 5 10
T (semana)

Grafico 7.28 - Plotagem de ajuste da linha (37 °C)

Verificou-se através do grafico acima que os val@econtrados estdo proximos dos
valores previstos. Visualmente, apresenta uma Q&uia aceitavel, comprovada
estatisticamente nas avaliacbes de repetitividai@ljse de tendéncia e andlise de residuos.
Desta forma, é reafirmada a estabilidade do métarn@azenado a 37°C.
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7.12. Resultados de incerteza para certificacao doaterial de referéncia de PRRP
7.12.1. Calculo do componente de incerteza asso@aal caracterizagao:
De acordo com o item 5.3, os componentes para loattal incerteza associada a
caracterizacdo considerados na determinacdo destpooente de incerteza estdo descritos
no quadro 7.1.

Quadro 7.1 — componentes da incerteza de caractesigio de D-ribose:

Simbolo Nome / Fonte de incerteza

repetitividade atribuida na caracterizagcao= shiz(
Uga s = desvio padréo amostral entre as 8 medidas
n=8

Ajuste da Curva
Uza

Incerteza da calibracdo do espectrofotdmetro ({extio)
Uig

Uzg Davida na leitura do Espectrofotdmetro ("resolugéo”

Usg Incerteza calibragdo do baldo volumétrico utilizadalissolugio da amostra (Certificado)-v-13-002

Ugg Erro n&o corrigido do bal&o volumétrico utilizadodissolugéo da amostra (Certificado)

Usg Erro de paralaxe para avolumar o baldo volumétritizado na dissolu¢&o da amostra (assumido)

Uss Incerteza calibrag&o do bal&o volumétrico utilizaddliluicdo da amostra (Certificado)V-13-282

U7g Erro néo corrigido do baldo volumétrico utilizadodissolucdo da amostra (Certificado)

Ugg Erro de paralaxe para avolumar o baldo volumétritizado na diluigdo da amostra (assumido)

Ugg Incerteza calibragdo da micropipeta utilizada haigiio da amostra (Certificado)

Uiog Erro n&o corrigido da micropipeta utilizada na i¢io da amostra (Certificado)

U1 Incerteza da calibragéo da Balanca utilizada nagees da amostra (Certificado)

Ui Davida na leitura da Balanga utilizada na pesagermndostra ("resolugao")

Ussg Incerteza da micropipeta da aliquota para deseinvefito de cor (Certificado)

U4 Erro n&o corrigido da micropipeta p/ desenvolvirete cor (Certificado)

Ussg Incerteza do coeficiente linear da regressao lifreferente a solucéo padréo de D-ribose)

Uieg Incerteza do coeficiente angular da regresséaorlineferente a solucédo padréo de D-ribose)
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Tabela 7.36- Calculo de estimativa de incerteza dossultados de caracterizacéo de D-

ribose.
C; Incerteza V.
‘ PA istribuicao d i Padréo o
Simbolo Valor (%) %) Distribuic&o de Coeficiente de arey Graus de
probabilidade Sensibilidade PASE% | Liberdade
divisor (%)
Uia 0,198 %(m/m) 68 normal 1 1 +0.19799 7
Upa 0,201 %(m/m) 100| retangular J3 1 +0.11605 infinito
Ui 0,024 ABS 95 normal k =2,00 35,714 %/ABS | 0.42857 infinito
u 0,0005 ABS 100| retanguldarV 3 35,714 % / ABS infinito
2B ' 9 ' +0,01031

U3 1,10 mL 95,45  normal k=2,00 0,020 % /my 0.01100 infinito

padréo s
Uyp 2,90 mL 100 (assumida, 1 0,020 % / mL +0,05800 infinito
Usg 0,707 mL 100 | retangular ~/3 0,020 %ImL | o001 | iMfinito
Us 0,01 mL 95,45 normal k =2,43 4,071 %/my 001675 infinito
Urg 0,00 mL 100 | , Padrdo 1 4,071 % / mL 0,00 infinito

(assumida

Ugs 0,040 mL 100 | retangular ~/3 4,071 %ImL |, oooagz | infinito
Ugp 0,001 mL 95,45  normal k=2,32 40,714 %/ml 501755 infinito

padréo _ Lo
Uios 0,002 mL 100 (assumida =1 40,714 % / mL +0,08143 infinito
Uiip 1000 ug 95,45  normal k =2,00 0,0000407 % /u +0.02 infinito
Usop 500 ug 100 | retangular J3 0,0000407 % / ug +001 infinito
Uizp 0,001 mL 100 normal k =2,320 101,786 %Iiml 4 o4387 16

padréo 1 o
Uysp 0,002 mL 100 (assumida 101,786 % / mL +0,20357 infinito
Uisg 0,00144 ABS 95 normal k =1,96 35,714 %/ABS | 0.02624 732
Ui 0,00148 ABS/ug 96 normal k=197 290,816 %.ug/ABS +0,21848 413
Uies 0,00148 ABS/ug 96 normal

%(m/m / / / / / /

Uc | 059 | %mm) | 68 | Normal ” S %/

O valor da incerteza combinada da caracterizagio(59%para D-ribose. Este

componente sera utilizado na incerteza padréo cwdaido MR.
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Quadro 7.2 — Componentes para célculo da incertezssociada a caracterizacdo de

fosforo.
Simbolo Nome / Fonte de incerteza

repetitividade (caracterizagéo) = s/raiz(n)
Ugp s = desvio padrdo amostral entre as 8 medidas

n=8
u Ajuste da Curva

2A

Incerteza da calibracdo do espectrofotdmetro ({extio)
Ui
Uog Davida na leitura da Espectrofotdmetro (“resolugdo”
Usg Incerteza calibrag&o do baléo volumétrico utilizadadissolu¢io da amostra (Certificado)
Usg Erro n&o corrigido do bal&o volumétrico utilizadodissolugéo da amostra (Certificado)
Usg Erro de paralaxe para avolumar o baldo volumétritizado na dissolugio da amostra (assumido)
Uess Incerteza calibragdo do baldo volumétrico utilizaddliluicAo da amostra (Certificado)
U7g Erro néo corrigido do baldo volumétrico utilizadodissolucdo da amostra (Certificado)
Ugg Erro de paralaxe para avolumar o baldo volumétrttizado na diluicdo da amostra (assumido)
Ugg Incerteza calibragéo da micropipeta utilizada haigio da amostra (Certificado)
Uiog Erro n&o corrigido da micropipeta utilizada na i¢éio da amostra (Certificado)
U1 Incerteza da calibrag@o da Balanca utilizada nagees da amostra (Certificado)
U, | Duvida na leitura da Balanga utilizada na pesagemngostra (“resolucéo")
Ussg Incerteza da micropipeta da aliquota digerida (fetlo)
Uy Erro ndo corrigido da micropipeta da aliquota ddge(Certificado)
Ussg Incerteza do coeficiente linear da regresséo lifreferente a solu¢éo padréo de fésforo)

UieB

Incerteza do coeficiente angular da regressaorlinegerente a solucéo padréo de fosforo)
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Tabela 7.37- Calculo de Estimativa de Incerteza dd®esultados de caracterizacdo de

fosforo.
C Incerteza Vert
Simbolo Valor (*) (F;A)A) Distribuicéo de Coeficiente de Padréo Graus de
probabilidade Sensibilidade PASOB% | Liberdade
divisor (%)
Uia 0,046 %(m/m) 68 normal 1 1 +0,04596 7
Upa 0,020 %(m/m) 100| retangular /3 1 +0,01166 infinito
Uig 0,009 ABS 95 normal k =2 18,868 % / ABS +0,08491 infinito
Uz 0,0005 ABS 100| retangular ~/3 18,868 % / ABS +0,00545 infinito
Usp 0,03 mL 95,45  normal k=2,870 0,745 % / mL +0,00779 infinito
padréo o o
Uyp 0,01 mL 100 (assumida, 1 0,745 % | mL +0,00745 infinito
Usg 0,040 mL 100 | retangular ~/3 0,745 % / mL +0,01721 infinito
Uss 0,01 mL 95,45 normal k= 2,430 0,745 % / ml +00D3 infinito
padréo 0 o
Uz 0,03 mL 100 (assumida 1 0,745 % / mL +0,02235 infinito
Ugs 0,030 mL 100 | retangular ~/3 0,745 %/ mL +0,01290 infinito
Ugp 0,001 mL 95,45  normal k=2,32 14,906 %/mL 0,00643 infinito
padréo s
Usop 0,002 mL 100 (assumida, 1 14,906 % / mL +0,02981 infinito
Uip 1000 ug 100 normal k =2,87 0,0000745 % /u +003 4
U0 20 ug 100 | retangular V3 0,0000745 % / ug +0.00 infinito
Ujsg 0,0001 mL 100 | retangulgr k =2,180 74,534 % /| mL 0,80342 16
padréo s
Uisp 0,0002 mL 100 (assumida 1 74,536 % / mL +0,01491 infinito
Uisg 0,0021 ABS 95 normal k =2,00 18,868 % /| ABS +0,01981 infinito
Usep 0,00014 | ABS/ug 96 normal k=2 00 70,310 %.ug/ABS +0,00492 infinito
Yo(mim . _
Uc 0,11 o(m/m) | 68 | Normal / %/ %/ %/ %/ %/

O valor da incerteza combinada associada a cawasigo é de 0,11%. Este
componente serd utilizado na incerteza padréo cwdhide fésforo.
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7.12.2. Calculo do componente de incerteza asso@aa Homogeneidade

O item 5.4.3 descreve a forma de calcular o commpenale incerteza de
homogeneidade.

Para D-ribose, através da tabela da ANOVA obtidaesindo da homogeneidade
temos os valores das médias quadraticas entr@$rastentro dos frascos de 0,641 e 0,452.

Para calcular a incerteza associada a homogeneitiizia-se a expressao abaixo:

Uhomogeneidader \/ (M quadratica entre frasco3 Mquadrética dentro dos fras%@ =

V 0,641- 0,452/3 0,25%

Para o Fésforo, as médias quadréticas entre frastasafrascos sdo respectivamente

0,0224 e 0,0311, portanto como a condi¢cdo MQ éraseos < MQ intra frascos, calcula-se:

Uhomogeneidader 4\/ ( Mquadrética dentro dos fras%E\)X 2/df1|entro dos frascos =
V0,03114/3 x 2/2= 0,10%

7.12.3. Componente de incerteza associada a estialsitie
Para determinacdo deste componente, utilizou-seswia padrdo da sensibilidade
denominado em s{pque € a incerteza associada a sensibilidadegéop tempo utilizado.

Uestabilidade= Sb1(desvio padrao calculado em analise de teraéx tempo

7.12.3.1. Componente da Incerteza associada a edlidbde em tempo real (temperatura

de armazenagem)

Para avaliacdo da melhor temperatura de armazendgemnaterial, calcularam-se as
incertezas associadas as trés temperaturas, ndiiza tempo em meses, conforme foi

utilizado na regresséo linear, onde fez-se a datagéo do s(f), tabelas 7.38 e 7.39.

Tabela 7.38 - Componentes de incerteza da estabdde tempo real (temperaturas de

armazenagem) para D-ribose:

D-ribose (%):
Uarmazenagem a 4c 0,145X6 =0,87
Uarmazenagem a 202 0,091X6 = 0,55
Uarmazenagem a -7o°c 0,145X6 =0,87
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Tabela 7.39 - Componentes de incerteza da estabdde tempo real (temperaturas de

armazenagem) para fésforo

Fésforo(%)
Uarmazenagem a 4°= 0,014X6 = 0,08
Uarmazenagem a -20€ 0,029X6 = 0,17
Uarmazenagem a -70cc 0,035X6 = 0,21

Avaliando os resultados acima obtidos no estudestigbilidade durante 6 meses, a
temperatura de armazenagem que contribui para noestéza menor em D-ribose € a de -
20°C, entretanto para fésforo, a melhor temperatl#aarmazenagem é a 4°C. Como o
material contém ambos os componentes, elegeu-empetatura de armazenagem d€ 4

para ser incluida no certificado do MR.

7.12.3.2. Componente da Incerteza de estabilidade estudo acelerado (temperatura de

transporte):

Para o estudo acelerado, determinou-se a incedgaaés do mesmo calculo,

utilizando o tempo em semanas, conforme utilizaaloegressao linear, tabela 7.40 e 7.41.

Tabela 7.40- Componentes de incerteza da estabilidla do estudo acelerado

(temperaturas de transporte) para D-ribose:
D-ribose(%):
Uransporte a 250 0,082X8 =0,66
Uransporte a 37o& 0,082X8 =0,66

Tabela 7.41 - Componentes de incerteza da estabdie do estudo acelerado

(temperaturas de transporte) para D-ribose:

Fosforo(%)
Utransporte a 25°C 0,015X8 = 0,12
Uransporte a 3o 0,017X8 =0,14

Neste caso, utilizou-se o maior valor de incersgr@&sentado para cada material, como uma

medida de seguranca para usuario.

7.13. Incerteza combinada expandida

Calculada todas as fontes de incerteza do matatiida-se a equacéo abaixo para o

calculo da incerteza padrdo combinada para osandaiD-ribose e fésforo.

- 2 2
umrc =K [Ucaracterizacad Uzhomogeneidadé" uzarmazenagerﬁ' U transportd ¥2
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Valor da incerteza combinada expandida para Dsebo
uvre =2 (0,59 + (0,25 + (0,87F +(0,66F =2,53%

Valor da incerteza combinada expandida para Fésforo
Uvre =2 (0,11 + (0,10F + (0,17 +(0,14f = 0,53%

Para verificar a contribuicdo de cada componengtgafico 7.29 e 7.30 e tabela 7.42 e
7.43 estédo apresentados em percentuais de cogibde cada componente para D-ribose e

fosforo.

0,8
0,6
0,4
0,2

u caract. u homog. u armaz. u transp.

Grafico 7.29- Contribuicdo dos componentes de inceza do MRC para o resultado de

D-ribose.

Tabela 7.42 — percentual de contribuicdo de cadamponente na incerteza combinada
padrao de D-ribose.

Componentes da incerteza

0 G
combinada padréo % de contribuigao

u caracterizacao 25
u homogeneidade 11
U armazenagem 37

U transporte 28

Avaliacdo: Verificamos que as maiores fontes de incerteza Paiibose sdo os componentes
de estabilidade (transporte e armazenagem). Estepanentes de incerteza dominantes séao
do tipo B, indicando o valor do fator de abrangéremuivalente a 2, conforme utilizado na

equacao de incerteza combinada padréo.
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0,2+

0,15+
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u caract. u homog. uarmaz. u transp.

Grafico 7.30 - Contribuicdo dos componentes de indeza do MRC para o resultado de

fosforo.

Tabela 7.43 — percentual de contribuicdo de cadamponente na incerteza combinada

padrao de fosforo.

Componentes da incerteza

0 G
combinada padrdo % de contribuigao

U caracterizacio 21
u homogeneidade 19
U armazenagem 33

U transporte 27

Verifica-se que a maior fonte de incerteza pardoféstambém é a armazenagem e
transporte. Portanto, conforme realizado em D-gbas valor do fator de abrangéncia
equivalente a 2, conforme utilizado na equacamderieza combinada padréao.

7.14. Certificacdo do material de referéncia

Todas as etapas de elaboragcédo para certificacduatkerial de referéncia proposto
neste trabalho foram feitas, estabelecendo-se udelmpara documentacéo, considerando-se

o fornecimento do material de referénicidnousepara laboratorios externos (anexo 3).
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Considerando-se as etapas relacionadas a obtengaatérial de referéncia, pode-se

verificar que:

% Na revalidagdo do método para determinacdo do @datde fosforo foram avaliados

0os parametros da repetitividade, precisao interaniegiespecificidade, linearidade e

faixa de trabalho.

O resultado obtido para a repetividade esta detdrooeficiente de variacao

aceitavel pela Resolucao 899 da Anvisa).

Para avaliacdo da precisdo intermediaria, reaksoua verificacdo da
homogeneidade das variancias, através da anélisa&ridacia e os critérios de
Fealculado(2,858) < Fiitico(3,403) eValor-P (0,077)> 0,05 foram atendidos.

A linearidade e faixa de trabalho foram avaliadésav@s da curva de

calibracdo de fosforo. Para a identificagdo dereal@aberrantes foi aplicado o
teste de Grubbs e para avaliacdo da homocedasdtgidateste de Cochran.
Todos os parametros verificados atendem ao critiériaceitacéo estabelecido,
onde o coeficiente angular (a) é igual a 0,109@eficiente linear (b) igual a

0,0011 e o coeficiente de correlagao (r) igualo@Q,

Os residuos estao distribuidos de forma homogéroemmevalores dentro do
intervalo estimado para normalidade a 95% [-2,+2],que demonstra
homogeneidade das variancias nos pontos de caltordsto significa que as
medicdes realizadas sédo suficientes para que $® teonfiabilidade nos
resultados.

A incerteza expandida associada ao método enconficdde 0,22%. As
fontes que mais contribuem para esta incerteza séoda preciséo

intermediaria, da calibracdo do espectrofotdmetta micropipeta.
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* O resultado de conteudo de fésforo encontrado atmatino (5,033 mg/mL de
PRRP) foi comparado com o valor declarado no adig@studo colaborativo
para a elaboracdo do padréo internacional de PERFP7(mg/mL de PRRP).
O resultado foi considerado satisfatério atrav@éndice z-score.

s A comprovacdo da adequacdo do meétodo para o cantdédD-ribose, ao seu

propésito, foi confirmada através da comparacéaweatiar obtido (4,875 mg/mL) com o
valor declarado no certificado do padrao internaai¢4,933+0,267 mg/mL). Através
do teste de hipotese e indice de z-score foi compmque o resultado encontrado no
trabalho n&do difere estatisticamente do valor dadtae é considerado satisfatorio na

escala de z-score.

O planejamento para a producao do material deéméex de PRRP foi definido neste
trabalho e realizado atendendo a todos o0s quesgtsssarios para elaboracdo de um

material de referéncia houseem acordo com o ISO GUIDE 35.

A caracterizacdo nominal do material de referénciaousepara os conteudos de D-
ribose pelo método de Bial e de fésforo pelo métddoChen apresentaram o0s
resultados médios de 41,19 % e 7,83 % respectivi@men

A caracterizacdo estrutural foi realizada por Re&soia magnética nuclear,
comparando-se o perfil e os deslocamentos quingacs o padrao internacional em
relacdo ao PRRP utilizado na preparacédo do matkriedferéncia.
* As possiveis atribuicdes dos deslocamentos quindeosidrogénio sugerem
que o PRRP, utilizado na preparacdo do materialeteBgénciain house,é
estruturalmente equivalente ao padrédo internacigarantindo a identidade do

material candidato.

A homogeneidade entre frascos e intra frascosvValiaa aplicando-se a analise de
variancia, obtendo-se os seguintes resultados:

» Para D-ribose, 0 &cuiad1,42) € menor que Oqfico (2,09) e o valor-P (0,21)
esta acima de 0,05, indicando que ndo ha difersigficativa entre os
resultados confirmando a homogeneidade dos ressltactre frascos e intra-
frascos para 95% de significancia.

» Para fosforo, 0 Hiculad0,72) € menor que Ockico (2,09) e o valor-P (0,73)

esta acima de 0,05, indicando que ndo ha difersigaficativa entre os
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resultados confirmando a homogeneidade dos ressltactre frascos e intra-

frascos para 95% de significancia.

% No estudo de estabilidade real e acelerado, veufse que o material manteve-se
estavel no tempo estabelecido, em todas as terapsaiA avaliacdo do estudo foi

realizada através da analise de tendéncia, recadanmtla ISO GUIDE 35.

% A incerteza combinada considerou todas as fontesnakrteza requeridas para a
definicdo dos resultados de MR: caracterizacdo maimi homogeneidade e
estabilidade.

» Para D-ribose, a incerteza padréo associada ate@zacdo contribui com
25% , a associada a homogeneidade tem uma copéidde 11% (sendo a de
menor impacto), a associada ao transporte contcbuon 28% e a de maior
contribuicdo é aquela associada a armazenagenilielstae), de 37%.

» Para fosforo, a incerteza padrao associada a edraci@o contribui com 21%,
a associada a homogeneidade tem uma contribuicd®%gsendo também a
de menor impacto), a associada ao transporte bantom 27% e a de maior

contribuicdo é aquela associada & armazenagerbilieside), de 33%.

% Com base nos estudos desenvolvidos e nos resultadbdos neste trabalho
(atendendo aos requisitos constantes nos ISO GB@a85), foi elaborado o
Certificado do Material de Referéncia do PRRP qoeepa ser utilizado pelos

laboratorios de controle de qualidade.

* Os valores estabelecidos para o material de refi@rénhouse no certificado
do material de referéncia sédo 41,19 = 2,53 % pardbb@e e 7,83 + 0,53%

para Fosforo.

Conclui-se que o material de referénicidnouseproduzido atende aos propdésitos pré-
estabelecidos em conformidade com as normas vigjeBevido a sua abrangéncia, este
material atendera ao controle de qualidade do PRFEH,T e vacina Hib e podera ser
utilizado no controle fisico-quimico de Biomanguwshe por outros laboratérios.

O estudo de estabilidade, conforme citado antegate) devera ser estendido por 5

anos.
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8.1. Consideracfes finais

A obtencao do material de referénitichousede PRRP para os produtos relacionados

ao controle de qualidade, € complemento das atleslaelacionadas a melhoria e a

confiabilidade das medicOes realizadas para canttelqualidade de produtos biol6gicos com

caracteristicas especificas como os produzidos iemahguinhos. As etapas relacionadas a

elaboracdo técnica do MR houseestdo definidas neste trabalho. Cada vez maio®rga

reguladores como ANVISA estdo exigindo a utilizaggamateriais de referéncia no controle

de qualidade.

Para um melhor aproveitamento deste projeto, netggsms devem ser cumpridas por

Biomanguinhos, tais como:

X/
o

Documentar o procedimento de obtencdo de mategakefieréncia de forma a
padronizar a metodologia aqui exposta regularizarsdprocedimentos de elaboracdo
de material de referéncia;

Produzir outros materiais de referéncia necessam@&s somente ao DEQUA como
também para as diversas atividades desenvolvidasutjizem algum método de
controle em Biomanguinhos/FIOCRUZ.

Buscar novos parceiros para realizacdo de intandddriais utilizando procedimentos
normalizados, principalmente com INCQS;

Estreitar a parceria com os Institutos Cubanosemamtes em producdo de MR
bioldgicos e ensaios de proficiéncia a fim realestudos comparativos;

Buscar parcerias com outras areas da FIOCRUZ nkzagfio de técnicas
complementares com o objetivo de aumentar a cohfiatte do MR, como foi
realizado com Farmanguinhos para este projeto;

Integrar as unidades de producdo e controle da RIDXC (Biomanguinhos,
Farmanguinhos e INCQS) para elaboracéo de novos MR.

Buscar orientagéo do Inmetro visando uma paradwuareditacdo de Biomanguinhos

como produtor de material de referéncia.



101

9. Referéncias bibliogréaficas

ABNT ISO GUIA 30,Termos e Definicbes Relacionados com Materiais deeferéncia 12
edicdo 2000.

ABNT ISO GUIA 31, Contetudo de Certificados de Materiais de Referéncial? edicao.
2000.

ABNT ISO GUIA 32,Calibracdo em quimica analitica e uso de materiaide referéncial?
edicéao 2000.

ABNT ISO GUIA 33,Utilizacdo de materiais de referéncia certificadasl? edigao 2002.
ABNT INMETRO. Guia para a Expressao da incerteza de medi¢ca82 edicao brasileira.
agosto 2003.

ABNT NBR ISO/IEC 9000. Sistemas de gestdo da qualidade - Fundamentos e

vocabulario. 2000.

ANVISA. Medicamentos - Guia para a realizacdo de estudos dstabilidade Re n°;
29 julho 2005.

ANVISA. Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanftos. Resolucdo RE n°
899; 29 maio 2003.

Ashwell GColorimetric analysis of sugars Methods Enzymdl957; p. 73-105

Assessoria de Comunicacdo de BiomanguinhdOMANGUINHOS/FIOCRUZ
nacionaliza a vacina conjugada Hib e passa a prodmzamais um imunobiolégico 100%
brasileiro. [Consultado em 10/10/2008]. Disponivel:
http://www.fiocruz.br/bio/cgi/cgilua.exe/sys/statin?sid=227.




102
Bouskela MA, Grisi S, Escobar AMAspectos epidemioldgicos da infeccao por

Haemophilus influenzadipo b. Rev Panam Salud Publica; 2000.7:332-9

Chen PS et allMicrodetermination of phosphorus. Analytical chemistry; 1956;28:1756 -
1758.

Ermer J, Miller JHMethod Validation in Pharmaceutical Analysis. A Gude to Best
Practice. Ed. WILEY-VCH.2005; p.31.

European Pharmacopoeia5th edition. January 2005; vol 1; p.662.

EURACHEMI/CITAC Guide.Traceability in Chemical Measurement.2003.

Grubbs F.Procedures for detecting outlying observations inanples Ballistic Research

Laboratories. Maryland. April 1974.

Guia EURACHEMI/CITAC. Determinando a incerteza na medi¢do analitica2?edicao.
QUAM:2002.

Guia EURACHEM/RELACRE 1.Exemplos de calculo de incertezaGTO01; Edicdo 1.
Setembro 2002.

ICH Harmonised Tripartite GuidelineQuality of biotechnological products: stability
testing of biotechnological/biological productsQ5C. 4 version. 30 Nov. 1995.

ILAC. Guideline for the in-house Production of referencéaterials. LGC/VAM; 1998.
INMETRO. Expressao da incerteza de medi¢do na calibrac&n-4/02. 12 Ed. Brasileira.
Revisdo 00. Abril/julho 2006.

INMETRO. OrientacOes para selecdo e uso de materiais de m&iecia. DOQ-CGCRE-
016; 2005.

INMETRO. Orientacdo Sobre Validacdo de Métodos de Ensaios (puicos DOQ-
CGCRE-008. Revisao 02.Junho 2007.

INMETRO. Vocabulério internacional de termos fundamentais gerais de metrologia22

edicdo. Brasilia; 2000.



103

ISO 8402 Quality management and quality assurance — Vocabutg. 1° edition.1994.

ISO 5725-6 Accuracy (trueness and precision) of measurement rtieods and results Part

6:Use in practice of accuracy values; 1994.

ISO GUIA 34, Requisitos gerais para a competéncia de produtorede material de

referéncia, 1% edicdo. 2004.

ISO GUIDE 35 Certification of reference materials — General ad Statistical Principles,
Revision of 2 edition; 2003.

Jones C, Lemercinier X, Crane DT, Gee CK, AustinSpectroscopic Studies of the

structure and stability of glycoconjugate vaccineDev Biol 2000;103:121-36.

Kabat EA, Mayer MM Experimental immunology. Springfield,IL, 1961:530.

King B. The selection and use of reference materials — A &ia guide for laboratories and
accreditation bodies Accred. Qual. Assur. 2003; 8:429-433.

Kmetzsch C | et all.Occurrence of Haemophylus influenzae Bmeningitis after the
implementation of a mass vaccination programJornal de Pediatria 2003; Vol. 79-6:530-
536.

Leite F.Validacdo em anélise quimica32 Edic&o. Editora Atomo; 1998.

Lemercinier X, Jones CAn NMR spectroscopic identity test for the control of the
capsular polysaccharide fromHaemophilus influenzaetype b, Biologicals 2000; 28:175-
183.

Mawas F et alEvaluation of the saccharide content and stabilityof de first WHO
International Standard for Haemophilus influenzae b capsular polysaccharide
J.biologicals 2007; 35:235-245

Mawas F, Bolgiano B, Belgrave D, Crane D, RigsbZBrbel MJ.International

collaborative study to evaluate a candidate intern@onal standard for Haemophilus
influenzae type b capsular polysaccharide Final Report No.: WHO/BS/05.2018; World
Health Organization, Expert Committee on Biologi&hndardization; Geneva: 24-28 Oct
2005.



104

Miranzi SSC, Moraes SA, Freitas ICNimpact of the Haemophilus influenzaetype b
vaccination program on HIB meningitis in Brazil. Saude Publica 2007; 23(7):1689-1695.

Montgomery DC, Runger G@pplied Statistics and Probability for Engineers 3 Edicao.
Editora Wiley; 2002. p. 441-442

Morris SK, Moss WJ, Halsey N. RewiewHaemophilus influenzaetype b conjugate
vaccine use and eff ectivenesg$on line] 8 July 2008 [consultado em 05 de oubube
2008]. Disponivel:http://infection.thelancet.com

Pharmaceutical inspection convention/PICGiide to good manufacturing practice for
medicinal products. PE 009-8 (Part 1).15 January 2009

Ribeiro GS, et alHaemophilus influenzaemeningitis 5 years after introduction of the

Haemophilus influenzadype b conjugate vaccine in BrazilVaccine 2007;25:4420-8.

Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamentdigiéédncia Epidemiolégica. Ministério
da SaudeManual dos centros de referéncia para imunobiol6gas especiais3? edicdo.
Brasilia. 2006.

Secretaria de Vigilancia em Saudéinistério da Saudd?rograma nacional de imunizacdes
- 30 anos Brasilia, DF. 2003.

Thompson M, Ellison S, Wood RThe international harmonized protocol for the
proficiency testing of analytical chemistry laborabries. IUPAC technical report. Pure
Appl. Chem 2006; 78: 145-196,

Verez-Bencomo V, et alA Synthetic conjugate polysaccharide vaccine agains
Haemophilus influenza€lype b. Science2004; 305: 522-525.

Vieira S. Estatistica para a qualidade: como avaliar com prasdo a qualidade em

produtos e servigcos82 reimpressao. Elsevier;1999.

Wieruszeski J, Talaga P, Lippens Gevelopment of a high-resolution magic-angle

spinning nuclear magnetic resonance identity assayf the capsular polysaccharide from



105

Haemophilus infuenzagype b present in cetavion precipitate.Analytical Biochemistry
2005; 338:20-5.

World Health OrganizatiorHHaemophilus influenzaeCore information for the
development of immunization policy WHO/V&B/02.28. 2002

World Health OrganizationHaemophilus influenzaetype b Hib meningitis in the pré-
vaccine era: a global review of incidence, age digiutions, and case fatality rates.
WHO/V& B/02.18; 2002.

World Health OrganizatiorGlobal program for vaccines and immunization (GPV) Wkly
Epidemiol Rec 998. 73:64-7.

World Health Organization.Recommendations for the production and control of
Haemophilus influenzaetype b conjugate vaccinesWHO Technical Report Series; No.
897; 2000.

World Health OrganizationRecomendations for the preparation, characterizatio and
establishment of international and other biologicalreference standards 55" meeting of

WHO Expert committee on Biological Standardizati@18 november 2004.



106
10 -ANEXOS



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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