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RESUMO

Controle em processo € parte das acdes para garantia da qualidade dos produtos a
fim de que eles atendam aos requisitos minimos estabelecidos para seu uso. Os
resultados obtidos nos ensaios orientam na tomada de decisbes, bem como em
ajustes ao processo de producdo. Muitas vezes tais resultados sdo condicdes
imperativas para as etapas subsequentes. O monitoramento do processo produtivo
se d& a partir do estabelecimento dos pontos criticos de controle, que precisam ser
verificados a cada lote, pois interferem diretamente na qualidade e rendimentos da
producdo. Portanto, a confiabilidade e agilidade de resposta sado fundamentais para
correta tomada de decisdo e/ou ajuste. O objetivo deste trabalho € propor um
modelo de laboratério de controle em processo nos aspectos gerenciais e
principalmente nos aspectos técnicos aplicados ao processo de producdo do
biofarmaco Interferon alfa 2b humano recombinante. Este produto, oferecido no
portfélio de Bio-Manguinhos encontra-se em processo de transferéncia de tecnologia
com o Instituto cubano CIGB. Com base nos dados da literatura foram estabelecidas
as principais etapas do processo produtivo a para expressdao de proteinas
heterélogas, em sistema recombinante utilizando-se a bactéria Escherichia coli. Os
pontos criticos de controle foram estabelecidos utilizando-se a metodologia de
analise de riscos HACCP (Hazard Analisys Critical Control Point). Para as analises
de controle foram propostas metodologias analiticas que proporcionem a
consisténcia de resultados e que possam garantir a qualidade final do processo de
manufatura do produto. O modelo proposto também enfatiza a conduta de acbes
rotineiras de forma que qualquer desvio possa ser imediatamente identificado e suas
causas apuradas além de executar as analises com seguranca. Os critérios
gerenciais e técnicos abordados foram avaliados criticamente, utilizando-se o0s
procedimentos do sistema de garantia da qualidade vigentes no Instituto, bem como
na estrutura do laboratério de controle em processo destinado a vacina contra Hib,
qgue foi adotado como premissa basica, fruto da transferéncia de tecnologia bem
sucedida em Bio-Manguinhos. A proposta elaborada podera ser utilizada em outros
laboratorios destinados ao controle em processo de novos produtos em Bio-
Manguinhos e enfatiza os critérios técnicos como condicionais para confiabilidade de
medicao.

Palavras-chave: Controle em processo; garantia; qualidade; interferon alfa 2b
humano recombinante; confiabilidade.
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ABSTRACT

In-process control is a part of the actions to guarantee the quality for final products in
order to attend the minimum requirements established for their using. The results
obtained from analytical assays guide on decision-making as well as production
process adjustments. Often, these results are conditioned to the follow the
subsequent stages. The process monitoring occurs from the establishment of critical
control points to verify in each batch because they determinate product quality and
process yield. Therefore, the reliability and speed of response are critical for correct
decision-making and adjustment. The objective of this work is to propose a model in
process control laboratory in management aspects and especially the technical
aspects applied to the production of human recombinant interferon alpha 2b
biopharmaceutical, object of this study. Bio-Manguinhos supplies this product in its
portfolio, which production technology is being transferred from the CIGB, a Cuban
Institution. Based on literature data the main steps were established for a production
process of heterologous proteins expressed using a recombinant system with the
Escherichia coli bacteria. The critical control points were established using the risk
assessment methodology HACCP, Hazard analysis Critical Control, HACCP.
Analytical methodologies were proposed to improve results consistency and assure
the final quality of production process. The proposed model emphasizes the routine
actions, so that, any deviation could be immediately identified, their causes verified
and activities performed reliably. The management and technical criteria described
have been critically evaluated using the Bio-Manguinhos institute quality assurance
procedures as well as compared to the structure of the in-process control laboratory
for Hib vaccine. This laboratory, adopted as basic premise, resulted from a
successful technology transfer in Bio-Manguinhos. The proposal drawn up can be
used in other laboratories for in- process control in new products in Bio-Manguinhos
and emphasizes the technical criteria for conditional measurement reliability.

Key-words: In-process control; assurance; quality; human recombinant intereron
alpha 2b; trueness.



1. Introducao

O Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos, Bio-Manguinhos, é uma
unidade técnico-cientifica da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), cuja missdo é
“contribuir para a melhoria dos padrbes da saude publica brasileira, através da
pesquisa tecnolégica para desenvolvimento de produtos e produgcdo de
imunobioldgicos, visando atender as demandas geradas pelo quadro epidemioldgico
mundial e do Pais” (Disponivel em: http://www.bio.fiocruz.br. Capturado em: 12 de
dezembro de 2008). Possui em seu portfélio vacinas, kits para diagnostico
laboratorial e biofarmacos — estes ultimos incorporados a partir da assinatura de dois
contratos de transferéncia de tecnologia com institutos cubanos. As vacinas
integram o calendario basico de vacinacdes do Programa Nacional de Imunizacfes
(PNI), um dos maiores produtores no cenario nacional, e atende ao Ministério da
Saude, atualmente. Os biofamacos oferecidos sdo o Interferon alfa 2b humano
recombinante (IFN alfa 2b hu-r) e a Eritropoetina recombinante.

O IFN alfa 2b hu-r é utilizado no tratamento das hepatites crbnicas, causadas
pelos virus da hepatite tipos B e C. A patologia pode evoluir, conduzindo a leses
hepéticas tais como fibrose, cirrose e até mesmo hepatocarcinoma celular (HCC).
(Trinchet et al., 2007). O Ministério da Saude disponibiliza tratamento para estes
pacientes associado ao farmaco ribavirina, através do Programa de Medicamentos
Excepcionais. Este programa tem sido incrementado ao longo dos anos e a lista de
medicamentos fornecidos chegou a 92 deles em 2002, quando cerca de 129 mil
pacientes receberam tratamento, sendo gastos em torno de R$ 483 milhdes. O custo
anual, por paciente, no caso das dez proteinas terapéuticas mais vendidas no
mundo, varia entre US$ 10 e US$ 53. Como os medicamentos excepcionais
caracterizam-se pelo alto custo, os mesmos devem ser, por lei, fornecidos pelo
Estado (governos federal e estaduais) aos pacientes.

Por se tratar de uma instituicdo publica e que visa atender as demandas de

saude da populacédo do pais, Bio-Manguinhos incorporou o desafio de disponibilizar



este produto a menores custos, o que possibilita o atendimento a um maior nimero
de pacientes.

(Disponivel em:http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/04programa.pdf.
Capturado em: 13 de fevereiro de 2009).

1.1 Definicdo de Controle em Processo

O processo produtivo, segundo Slack e colaboradores (2002), é um grupo de
atividades realizadas numa sequéncia l6gica com o objetivo de produzir um bem ou
um servigo destinado a um grupo especifico de clientes.

A qualidade dos produtos e dos processos sédo os desafios da atualidade para
manter a competitividade e a sobrevivéncia das empresas, portanto, € preciso
evidenciar que os produtos gerados estdo enquadrados nos parametros de
gualidade especificados.

O papel do “controle” tem sido objeto de estudo por diferentes ramos da
ciéncia, cada qual com seus interesses peculiares, mas mantendo em comum o
objetivo de monitorar e avaliar os eventos realizados e, com isso, viabilizar a adoc¢ao
de acgOes corretivas imediatas ou futuras.

O controle em processo como atividade é a esséncia do gerenciamento da
qualidade em todos os niveis hierarquicos da empresa, desde o diretor aos
operadores. O primeiro passo no entendimento do controle de processo é a
compreensao do relacionamento causa-efeito. Essa compreensao ira criar as pré-
condicbes para que cada empregado da empresa possa assumir suas proprias
responsabilidades, criando as bases para o gerenciamento participativo (Campos,
1992).

As responsabilidades do controle em processo vdo além de prever 0s
recursos necessarios para realizacdo dos ensaios fisico-quimicos ou
microbiolégicos. Trata-se de estabelecer uma sistematica de trabalho em que seja
possivel avaliar os resultados obtidos e monitorar agdes tomadas para o ajuste dos
processos, com 0 objetivo de garantir que o produto cumpra as especificagbes
necessarias para sua aprovacao. Os resultados precisam ser confiaveis para que a

producdo programe-se e dé seguimento as demais etapas do processo.



O planejamento das atividades e também dos recursos necessarios para sua
execucao, como, por exemplo, insumos, equipamentos, treinamento e qualificacao
de pessoal, sdo fundamentais para o completo cumprimento dos objetivos.

As atividades do controle em processo relacionadas as analises de amostras
dos produtos em processo sao recolhidas durante as diferentes etapas do processo
produtivo. Os resultados, que vem a ser o produto gerado das andlises quantitativas
ou qualitativas, norteiam a tomada de decisfes para que se dé continuidade ao
processo de producdo. Controle em processo, neste contexto, visa atender a
demanda analitica em amostras recolhidas durante o processo produtivo, com o
intuito de garantir a qualidade de produtos intermediarios e finais dentro das
especificacdes requeridas. Assim, a atividade de controle em processo €
fundamental para a garantia da qualidade do produto final e, portanto, faz parte das
acOes da garantia da qualidade. Assim, agilidade e confiabilidade s&o as palavras
chave do controle em processos (RDC n. 210, 2003).

O controle em processos esta atrelado a producao, diferentemente das acoes
relativas ao Controle da Qualidade, que aceitam ou rejeitam lotes a partir de
resultados de ensaios e seus limites de especificagdo (TRS n. 823, 2003). Sao
previstas também, cartas de controle estatistico de processo, de forma que o0s
desvios sejam prontamente identificados e suas causas apuradas (RDC n. 210,
2003).

As normas técnicas nacionais e internacionais para boas praticas de
fabricacéo orientam quanto ao controle em processo e 0s pontos criticos de controle.
Tais normas foram utilizadas como fonte para este trabalho e, neste contexto,
podem-se definir alguns conceitos para o escopo do laboratério de controle em
processo. Na tabela 1.1, as normas nacionais e internacionais que relacionam o
controle em processo, no ambito da producdo de um medicamento — no caso
especifico, do biofarmaco INF alfa 2b hu-r — encontram-se listadas, incluindo-se as

normas técnicas afins.



Tabela 1.1 — Normas utilizadas na definicdo do Controle em Processo

Assunto Norma técnica ou legislacéo Fonte Descricdo
RDC n. 210, 2003 Brasil, Anvisa Sistema de garantia da Qualidade que trata dos
- requisitos minimos para producéo e controle de
Boas_ PraNtlcas de TRS 823, 2001 Genebra, OMS medicamentos e biol6gicos
Fabricagao Trata dos requisitos para producéo e controle de
QA7, 2001. EUA, FDA biof q para produc
iofdrmacos
Critérios para acreditacao de laboratérios de
NBR:ISO/IEC 17025, 2005. Brasil, ABNT calibracdo e ensaios. Norma citada: ISO 5725-1,
1994
Critérios para habilitagdo de laborat6rios analiticos
Procedimento GGLAS 02/17025, Brasil. Anvisa em saude. Normas citadas: RE 899, 2003,

Confiabilidade metrologica 2001. ' - NBR:ISO/IEC Guia 43, 2005

- ISO 5725-1, 1994
RE 899, 2003 Brasil, Anvisa Validacdo de metodologias analiticas
Ensaios de proficiéncia por comparactes
NBR:ISO/IEC Guia 43, 2005 Brasil, ABNT interlaboratoriais — parte 1, desenvolvimento e
operacéo de programas de ensaio de proficiéncia
ISO 5725-1,1994 Genebra, 1994 Aquréc_ia das medidas de métodos e medidas

principios gerais

Fonte: RDC 210, 2003, TRS 823,2001, QA7, 2001, ISO 5725,1994, RE 899, 2003, GGLAS 02/17025, 2001, ISO/IEC Guia 43, 2005, ISSO/IEC 17025, 2005.



2 Referencial tedrico

A literatura disponivel sobre o tema ‘controle em processo’ é bastante restrita,
o que dificultou a andlise do estado-da-arte referente a este assunto, pois 0s
mesmos estavam bastante fragmentados e dentro de outros contextos como, por
exemplo, estatistica, ferramentas da qualidade, confiabilidade metrolégica e controle
da qualidade.

As Boas Praticas de Fabricagdo citam a necessidade do controle em
processo e fornecem algumas diretrizes, no entanto, ndo estabelecem critérios
rigidos com relacdo aos laboratorios analiticos destinados ao controle em processo.
Portanto, é necessario buscar outras diretrizes para estabelecer um laboratério cuja
confiabilidade de medic&o seja alta e cujo monitoramento dos resultados seja efetivo
para os ajustes da producdo. A NBR ISO/IEC 17025 foi criada para atender a esta
finalidade mais especifica. Abordaremos aqui esta norma.

Nas Boas Praticas de Fabricacdo, o controle em processo € tratado tanto na
RDC 210 quanto na TRS 823 como uma acdo necessaria, porém suas
peculiaridades ndo se encontram descritas. Com relacdo a estrutura hierarquica, o
controle em processo esta atrelado a producéo, porém ha uma tendéncia de que tais
laboratérios fagcam parte do controle da qualidade. Sob o ponto de vista de agilidade
na entrega de resultados, o tratamento do controle atrelado & producgédo facilita o
tramite de amostras e resultados, além da avaliacdo conjunta entre producédo e
qualidade de tais resultados. Os profissionais da area de producdo tém sua visao
ampliada com relacdo as operacdes relacionadas ao processo de producdo. Ja as
guestdes relativas as metodologias de analise e confiabilidade metrolégica, a equipe
do controle da qualidade é treinada e capacitada em tais aspectos, além de tratar as
amostras relativas a uma linha de producdo desde o principio do processo até a
liberacdo dos produtos concentrados, prontos para as atividades de processamento
final. Estas questdes ndo serdo tratadas neste trabalho, porém precisam ser

avaliadas pela Instituicao.



2.1 Gestdo da qualidade e laboratério de controle e  m processo

Varias definicbes para ‘qualidade’ sdo encontradas na literatura e muitos
estudiosos do assunto disseminaram seu conceito ao longo dos anos. Qualidade
pode ser a conformidade com as exigéncias, segundo Crosby (1967) citado por
Marshall e colaboradores (2006). Qualidade é fazer certo na primeira vez, ou ainda,
garantir a satisfacdo dos consumidores. Montgomery (1985) definiu qualidade como
um conjunto de atributos que tornam um bem ou servigco plenamente adequado ao
uso para o qual foi concebido. Ja Betersfield (1986) agregou a definicdo anterior que
bens ou servicos, além de cumprir as especificagdes conforme o planejado, atendem
ao cliente.

Sistematicas sdo adotadas em uma organizacdo com a finalidade de
padronizar as agbes que visam garantir a qualidade dos produtos. A totalidade de
tais agOes sistematizadas denomina-se Sistema da Qualidade ou Sistema de Gestéo
da Qualidade (RDC n. 210, 2003).

Um sistema de gestdo da qualidade em uma organizacdo visa estabelecer
procedimentos padronizados de planejamento e monitoramento das acdes dos
diversos processos produtivos, de modo a reduzir custos, aumentar a produtividade,
satisfazer as necessidades dos clientes e promover acdes de melhoria. As acfes de
melhoria partem de analises criticas das praticas adotadas na organizacao de forma
a adequa-las e reestrutura-las promovendo o ciclo denominado PDCA (Campos,
1992). PDCA é a sigla que, em inglés, quer dizer:

Plan = Planejar: coletar e analisar dados, estabelecendo metas e o método
utilizado para alcanca-las.

Do = Fazer: Implantar o plano de melhoria, executar as tarefas para o alcance
das metas, exatamente como planejado.

Check = Checar: monitorar, mensurar e confirmar resultados, comparando-os
com a meta planejada;

Act = Agir ou Acdo corretiva: padronizar e aprender licdes. Essa etapa
consiste em atuar no processo em fungdo dos resultados obtidos. Existem duas
formas possiveis de atuagdo: a) adotar como padrdo o plano proposto, caso a meta
tenha sido alcancada; b) agir sobre as causas do ndo-atendimento da meta, caso o

plano néo tenha sido efetivo.



O Laboratério de controle em processo deve ser estruturado com recursos
fisicos e humanos para atender a um processo produtivo. Pressupde que as
atribuicdes, divisdo das tarefas e interfaces com as demais unidades estejam
definidas. Além disso, estabelece praticas para monitoramento dos resultados
gerados a fim de evidenciar ndo-conformidades e propor agdes corretivas em tempo
real, de modo que os desvios sejam prontamente identificados e suas causas
apuradas (RDC n. 210, 2003).

O controle em processos, portanto, € uma das formas de monitorar 0s
processos produtivos de modo a intervir antes que ocorram nao-conformidades. A
garantia da qualidade dos processos e produtos baseia-se em um sistema da
qualidade que deve ser adotado a fim de padronizar praticas de gestao orientadas
para qualidade, além de monitora-las (RDC n. 210, 2003 e TRS n. 823, 2003).

Sao elementos basicos no gerenciamento da qualidade:

e Infraestrutura ou sistema da qualidade que permeia a estrutura

organizacional, procedimentos, processos e recursos;

* AclOes sistematicas necessarias para garantir confianca adequada ao

produto, ou servigo, dados requisitos para qualidade;

Tais sisteméticas padronizadas devem abranger todo o planejamento para
execucdo dos ensaios e também acbes voltadas para a melhoria continua do

servico, buscando a exceléncia dos resultados.

2.1.1 Evolucéo do Sistema da Qualidade
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A preocupagdo com a qualidade é conhecida h& milénios, entretanto, foi
encarada como geréncia por volta do final da Segunda Guerra Mundial. Hoje, a
percepcao sobre qualidade esta ampliada, integrando-se com diversas outras areas
do conhecimento humano, em fungdo do tipo de produto gerado e de suas
expectativas, exigéncias dos clientes e do mercado. H4 muitas classificacdes para
os diversos periodos da qualidade. Marshall et al. (2002) identifica cinco fases

distintas, conforme seguem:



Fase 1 — A fase da Inspecao

A inspecao formal passou a ser necessaria com o surgimento da producéo
em massa e a necessidade de pecas intercambiaveis. Frederick Taylor, com a teoria
da Administracdo Cientifica, segmentou as atividades de inspecdo. As linhas de
montagem s&o criadas a partir de Henry Ford, porém a producgdo tinha custos
elevados (Marshall et al. 2006).

Fase 2 — A fase do Controle da Qualidade

As técnicas iniciais de inspecao foram aprimoradas com o uso da estatistica.
Um marco da nova era, o controle estatistico da qualidade ocorreu com a publicacéo
da obra Economic control of quality of manufactured product (Shewart, 1931), que
conferiu um carater cientifico a pratica da busca da qualidade. E neste contexto que
se verifica o controle da qualidade no processo produtivo via procedimentos
estatisticos (Marshall et al. 2006).

Fase 3 — Controle Total da Qualidade

A terceira fase ganha espaco no final da Segunda Guerra Mundial, com a
reconstrucdo do Japdo. Um dos grandes nomes que surgem neste periodo é de
Deming.! A filosofia basica de Deming é de que a qualidade e a produtividade
aumentam a medida que diminui a variabilidade do processo. Ele enfatiza a
necessidade de métodos estatisticos de controle, participacdo, educacao e melhoria
objetiva; e preconiza manter o pessoal motivado em todos os niveis da organizacao,
visando a melhoria dos processos e praticas de gestdo para atingir a exceléncia em
qualidade (Slack, 2002).

Ja em 1954, Juran liderou a passagem para uma nova fase com base nos
aspectos tecnologicos da fabrica, em que a preocupagdo com a qualidade tinha
abrangéncia global da instituicdo (Marshall et al. 2006). Havia movimento dos
trabalhadores visando maior motivacdo e participacdo da forca de trabalho nas

atividades de melhoria da qualidade (Slack, 2002).

! Deming, estatistico e especialista em qualidade, foi ao Japdo proferir palestras aos lideres
industriais tendo em vista a preocupagcdo em reconstruir o pais, conquistar novos mercados e
melhorar a reputacdo dos produtos japoneses. A repercussdo foi tdo expressiva que se criou o
prémio Deming, a partir de 1951 (Garvin, 2002 citado por Marshall et al., 2006).



Fase 4 — Garantia da Qualidade ou Controle Total da Qualidade
A partir de 1955, conceitos do Controle Total da Qualidade (TQC) foram

disseminados, pregando-se que a qualidade deveria estar inserida desde a
concepgao do projeto de desenvolvimento do produto incluindo-se aspectos
funcionais e atributos de desempenho com envolvimento de todos os niveis
hierarquicos assim como fornecedores e clientes nos processos de melhoria da
qualidade objetivando o comprometimento e confianca reciprocos (Marshall et al.
2006).

A nocao de Administracdo da Qualidade Total foi introduzida por Feigenbaum
em 1957, por meio da publicacdo do livro Total Quality Control, no qual se define
‘qualidade total’ como um sistema eficaz integrando desenvolvimento, manutencéo e
melhoria da qualidade dos varios grupos de uma organiza¢ao, para minimizar custos

e atender plenamente as necessidades do consumidor ou cliente (Slack, 2002).

Fase 5 — Gestao estratéqgica da gualidade ou Gestao pela Qualidade Total

A Qualidade Total ou Gestdo pela Qualidade Total € um conceito trazido a
tona a partir da publicacdo do livro Quality is free, por Philip B. Crosby. O trabalho
destacou a relacéo custo x beneficio da implementacéo de programas da qualidade
nas organizagcdes. Seu trabalho ainda apresenta o modelo ‘zero defeito’.

A Engenharia de Confiabilidade no desenvolvimento da industria espacial e
eletronica sao marcos desta nova era.

O Japéo continuava investindo macicamente e supera o Ocidente outra vez.
Kaoru Ishikawa € reconhecido pela criacdo dos circulos da qualidade e pela criacéao
dos diagramas de causa e efeito. Discutia que as ferramentas usadas pelo controle
da qualidade eram demasiadamente complexas e de dificil compreenséao, pelo uso
de técnicas estatisticas. Os processos estavam sempre sujeitos a especificacdes e
regulamentacdes rigidas.

Ishikawa percebeu que o sucesso da implementacdo bem sucedida da TQM
(Total Quality Management ou Gerenciamento Total da Qualidade) era o trabalhador
e os circulos de qualidade eram um veiculo importante para realizacdo (Slack,
2002).

O termo TQM foi substituido por Gestdo por Exceléncia e até os dias atuais
0s conceitos adotados nos estados Unidos séo similares. A Gestao pela Exceléncia,

7

por definicdo é: “Situacdo excepcional da gestdo e dos resultados obtidos pela
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organizagdo alcangada por meio de pratica continuada dos fundamentos do modelo
sistémico” (FNQ, 2006).

Dentro dos conceitos da Gestdo pela Exceléncia fortaleceram-se os esforcos
no desenvolvimento de orientagbes ao gerenciamento das empresas, por meio de
requisitos sobre como a organizagao deveria ser conduzida de forma sistémica. A
partir de entdo, identificar e avaliar a eficacia das organizacdes foi uma
consequéncia natural. Para avaliar a eficacia de uma organizacao, € necessario um
modelo de referéncia a fim de que seja possivel estabelecer padrées de exceléncia,
ou seja, estabelecimento de uma situacao ideal ou desejada a partir dos dados

coletados na organizacdo (Harrison & Shiron, 1999).

2.1.1.1 A evolucao do sistema da qualidade em Bio-M  anguinhos

Em Bio-Manguinhos, a partir de sua fundagcdo em 1976, a unidade
organizacional Garantia da Qualidade foi formalmente designada na década de 90,
com a criacdo da Assessoria da Qualidade. Nesta ocasido os esfor¢cos estavam
voltados para o cumprimento da necessidade em se elaborar a documentacao da
gualidade, os procedimentos operacionais padronizados. Assim, iniciou-se a
implantacdo da Garantia da Qualidade em Bio-Manguinhos. Segundo Joao Quental,
entdo diretor, a cultura em registrar o passo-a-passo da rotina de producao foi um
trabalho exaustivo e demorado (Azevedo et al. 2007).

O Sistema da Qualidade na Unidade baseia-se nas Boas Praticas de
Fabricacdo, adotadas a partir das seéries de informes técnicos da Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), datados de 1991.

Em busca de melhorias dos padrbes de qualidade na unidade iniciou-se o
movimento de adotar os padrdes das normas ISO série 9000.

A partir de 1995, a OMS iniciou um ciclo de palestras e cursos para capacitar
os produtores nos conceitos de validacédo e certificacdo. Um grupo da Garantia da
Qualidade foi criado com a finalidade de realizar as validacdes e certificacdes das
areas limpas, autoclaves e outros equipamentos primordiais para producdo de
injetaveis. Trata-se do Laboratorio de Metrologia e Validagdo (Lamev) que hoje
conta com servicos de calibragcdo de instrumentos de medicdo e validacbes de

equipamentos.
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Com a transferéncia de tecnologia da vacina contra Hib a partir de 1999,
houve melhorias nos métodos de controle de qualidade, supervisdo da garantia da
qualidade, validacbes e certificacbes de equipamentos e processos, refino e
adequacdes na classificacdo das é&reas produtivas. Seguindo os avancos das
Agéncias Regulatérias, possibilitou a Bio-Manguinhos ampliar seus horizontes e
buscar a exceléncia em seus padrdes de qualidade.

As equipes formadas tornaram-se capacitadas e treinadas para avaliacédo
rotineira do desempenho dos equipamentos dos processos, e seguem as
orientacdes da area de planejamento dentro do plano mestre de validacdo para cada
linha de producéo (Hokama, 2005).

O sistema da qualidade prevé atualmente os Pinte (Posto de integracdo
avancado para exceléncia), destinados a acompanhar o processo produtivo de
forma que as acdes inerentes a garantia da qualidade nos processos séo feitas de
maneira imediata. E prevista uma unidade para os assuntos regulatorios, de maneira
a fornecer solugcdes e cumprir exigéncias, mantendo-se atualizados as modificacbes
e exigéncias dos organismos reguladores nacionais ou internacionais.

A tabela 2.1 ilustra os principais acontecimentos no Brasil e no mundo com

foco em sistemas da qualidade, e a evolugcéao da qualidade em Bio-Manguinhos.



Tabela 2.1- Evolucéo da Qualidade

Evolucéo da Qualidade no Brasil e no Mundo E

volucdo da Qualidade em Bio-Manguinhos

1987 — Publicacédo das normas ISO série 9000, baseadas nas normas
BS5750 (British Standard)

1976 — Criacéo do Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos
Absorc¢édo da tecnologia de producéo da vacina contra meningite através
do Instituto Pasteur — Franca

1990 — ISO publica guia 25, no qual estao estabelecidos os critérios
gerais para competéncia de laboratérios de inspecédo e ensaios

1980 — Absorcéo das tecnologias para producéo de vacina contra
Sarampo e Poliomielite com os Institutos Kanonji e Japan Poliomyelitis.
Capacitacado recursos humanos para producéo e controle da qualidade.
Implementacéo de técnicas de controle da qualidade destinadas a
vacina contra Febre Amarela.

1991 - Publicacdo Boas Praticas de Fabricacéo e procedimentos OMS

1990 — Inicio da implantacdo de um Sistema da Qualidade baseado nas
série de normas ISO 9000

1993 — ABNT traduz e publica a norma técnica ISO guia 25

1998 — Inauguracéo da planta CPFI atendendo as Boas Praticas de
Fabricacdo

1995 — Capacitagéo pela OMS dos produtores de vacinas em validacao
de processos e equipamentos

1999 — Transferéncia de Tecnologia com a empresa multinacional GSK
para producéo de Vacina contra Hib.

— Padronizagéo dos registros, implementacéo das praticas de
garantia da qualidade preconizadas pela GSK, melhoria nos
padrdes de trabalho para processamento final.

— Reforma na planta de producéo para atender as Boas Préticas
de Fabricacéao.

— Capacitacao de pessoal na area de controle da qualidade, com
incorporacdo de novas metodologias analiticas e investimentos em
equipamentos laboratoriais.

2000 — Certificacao pela Anvisa e pré-qualificacao pela OMS da linha
de producgédo da vacina contra Febre Amarela.
— Inicio da exportagdo de vacina contra Febre Amarela.

1999 — Criacao formal da Anvisa

2001 - Parceria com Instituto Butanta para oferta da vacina tetravalente

(DTP + Hib)
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Tabela 2.1 — Evolu¢do da Qualidade (continuacéo)

Evolugdo da Qualidade no Brasil e no Mundo

m

volucéo da Qualidade em Bio-Manguinhos

2001 - Publicagédo da RDC 134 pela Anvisa que trata das Boas Préticas de
Fabricagdo

2003 - Criagéo formal da Vice-diretoria de Qualidade

2003 — Substituicdo da RDC 134 pela RDC 210, Boas Praticas de Fabricagéo

2004 - Inauguracéo do Centro de Producgédo de Antigenos Bacterianos
— Criagao formal da Diviséo de Controle em Processos e producao dos
lotes de consisténcia para estudo clinico
— Apice na exportacéio do produto Instituto no fornecimento de vacina
contra Febre Amarela — exportacdo do produto

2000 — ABNT publica a norma ISO 17025 em substituicdo ao guia 25, que trata
da acreditacdo de laboratérios de inspe¢éo e ensaios

2005 — Aprovacéo do registro sanitario junto a Anvisa para produgdo nacional
da vacina contra Hib

2005 — Nova versédo da norma ISO 17025 publicada pela ABNT.

2007 — Re-estruturacédo do Departamento de Garantia da Qualidade com a
criagdo dos Pinte, e divisGes de auditoria, documentacéo e boas praticas.
— Acreditacdo do Lamev / Secal na norma NBR:ISO/IEC 17025.

2006 — Fiocruz é premiada como Melhor Instituicdo de Salude Publica do
Mundo, concedido pela World Federation of Public Health Associations.

2008 — Proposta de adequacédo do laboratério de controle em processos para a

vacina contra Hib segundo os critérios do procedimento 02 da GGLAS/ Anvisa.

Fonte: Adaptado de Hokama, DA (2005) e Benedetti, RCE (2007).
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2.2 Normas vigentes relacionadas a Gestdo da Qualid ade para Laboratorios
de Controle em Processo

2.2.1 Boas Praticas de Fabricacao

Ha varios modelos de sistemas de gestdo da qualidade padronizados em
normas nacionais ou internacionais que estabelecem as diretrizes para assegurar a
qualidade do produto ou processo e a plena satisfacdo dos clientes. Estas
estabelecem critérios ou requisitos que sao condicionais para a implantacdo do
sistema da qualidade. Tais normas séo criadas ou adaptadas a partir de organismos
que tém por finalidade fiscalizar as industrias farmacéuticas. As boas praticas de
fabricacdo sdo um conjunto de acgbes preventivas tomadas desde o inicio da
producdo de determinado produto, de forma a evitar que ocorram desvios de
producdo e, se estes ocorrerem, as causas sejam facilmente apuradas e medidas
corretivas sejam tomadas. No Brasil ha representacdo da Anvisa como organismo
regulatério e de inspecdo para a producdo e controle da qualidade dos produtos
farmacéuticos e biolégicos.

O cumprimento dos critérios estabelecidos nas resolucdes € compulsorio para
o funcionamento da organizacdo e o consequente fornecimento dos produtos ao
consumo. No caso dos medicamentos, biolégicos e ou produtos biotecnoldgicos, a
Anvisa aprovou, em agosto de 2003, a RDC n. 210 que trata das Boas Praticas de
Fabricacdo. Trata-se de um sistema da qualidade voltado para acfes de producéo e
controle da qualidade de medicamentos. O cumprimento das praticas € monitorado
por meio de inspecdes anuais promovidas pela Anvisa nos locais de produgéo.

O organismo europeu que trata das questdes regulatérias dos produtos
biologicos € a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). As normas e diretrizes
publicadas por este organismo sdo adotadas mundialmente incluindo-se o Brasil,
através da Anvisa. As publicacbes sdo denominadas ‘séries de informes técnicos’
TRS (Technical Report Series) e tratam das acfes para producdo e controle da
qualidade dos produtos bioldgicos. As boas praticas de fabricacdo séao tratadas na
TRS n. 823.

Nos Estados Unidos, a agéncia regulatéria Food and Drug Administration
(FDA) adota as normas de Boas Praticas de Fabricacdo. E denominada current

Good Manufacturing Practices (cGMP), publicada na parte 21 do Cédigo Federal de
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Regulamentacdo (CFR part 21). O Guia QA7 (2001), assim como as normas
estabelecidas pela Anvisa, o FDA ndo prevé neste guia recomendacdes para
seguranca dos operadores ou do meio ambiente. A Lei Nacional de Biosseguranca
(2005) deve ser seguida no caso da producdo do interferon nas instalagoes de Bio-
Manguinhos. Trata também de esclarecer a condi¢do hierarquica do controle em
processo estar vinculado a producdo e ndo ao controle da qualidade, além de
estabelecer algumas de suas atribuicdes. Orienta a localizacéo fisica do laboratorio
de controle em processo junto a area de producdo. Ainda indica que ndo ha
necessidade de autorizacdo prévia do controle da qualidade para realizar os ajustes
necessarios para assegurar a qualidade do produto, ou seja, ha independéncia entre
o controle da qualidade e a producao e controle em processo.

O documento divide-se em 19 secdes que tratam desde o gerenciamento da

qualidade até assuntos mais especificos relacionados a producéo.

2.2.2 Critérios para Laboratérios de Ensaios Analit  icos

As diretrizes vigentes para um laboratorio analitico de exceléncia séo
encontradas nas publicacdes ISO (Van der Wiele et al. 2000).

A série ISO 9000 forma um conjunto de padrées mundiais que estabelece
exigéncias para os sistemas de administracdo da qualidade de organiza¢des. Muitos
paises possuem seus préoprios padrbes de qualidade baseados na norma ISO,
muitas vezes sao versdes com conteudo idéntico (Slack et al. 2002).

O propésito da 1ISO é desenvolver e promover normas e padrées mundiais
qgue traduzam o consenso dos diferentes paises do mundo de forma a facilitar o
comércio internacional. A ISO tem 136 paises-membros, em que o Brasil &
representado pela ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas).

A norma ISO destinada a laboratérios analiticos & codificada como NBR:
ISO/IEC 17025. O sistema da qualidade preconizado por estes critérios confere ao
laboratorio analitico um alto grau de rastreabilidade e confiabilidade metrolégica. Os
aspectos gerenciais e de organizacao do laboratério analitico norteiam as acdes de
organizacdo e de avaliacdo critica, todo sistema da qualidade e das atividades
técnicas do laboratério. Assim, torna-se possivel a tomada de a¢des padronizadas,
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monitoramento das acdes e sua efetividade. Como o laboratério em questdo esti

voltado para a producao, a sistematizacdo das acdes torna-se mais rapida.

2.2.2.1 NBR: ISO/IEC 17025

Esta norma, publicada pela ABNT, discrimina os requisitos gerenciais e
técnicos necessarios para que o laboratoério analitico possa ser confiavel.

A Anvisa, em seu sitio na internet, sugere que os laboratorios analiticos
adotem o sistema de gestdo com base na norma NBR ISO/IEC 17025 (2005), que
estabelece requisitos gerenciais e técnicos para a implementagdo de sistema de
gestado da qualidade em laboratdrios de ensaio e calibracdo. Desta forma, através da
Geréncia Geral de Laboratorios Analiticos em Saude (GGLAS) publicou o
procedimento 02/17025. Como 6rgéo de inspecao foi estabelecida a Rede Brasileira
de Laboratérios Analiticos em Saude (Reblas) com a finalidade de habilitar os
laboratorios analiticos e verificar o cumprimento dos requisitos no procedimento
02/17025. Os laboratorios analiticos sofrem inspecdes e, se todos 0s requisitos
forem devidamente cumpridos, o laboratério é habilitado pela Anvisa, passando a
pertencer a Reblas como laboratério de referéncia para os parametros que foram
inspecionados (Disponivel em: http://www.anvisa.gov.br/reblas/ procedimentos.htm.
Capturado em: 13 de fevereiro de 2009).

Ao seguir esta recomendacdo, os laboratorios de controle em processo
adotam praticas de trabalho com objetivo de gerar resultados analiticos confiaveis.
Este sistema de gestdo da qualidade, destinado aos laboratérios de analises,
preveem condicfes minimas de infraestrutura além de padronizar os procedimentos
que influenciam na qualidade dos resultados gerados (Procedimento 02/17025
GGLAS, 2001).

2.3 Confiabilidade Metrolégica

A confiabilidade dos resultados analiticos obtidos pelo controle em processos
é fundamental para a sequéncia do procedimento do processo produtivo. As
incertezas de uma medicdo analitica precisam estar definidas para nortear a

producdo. Resultados ndo confidveis trazem um alto risco na tomada incorreta de
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decisdo, o que acarreta em altos custos para producdo ou sérias consequéncias a
saude (Taverniers et al. 2004).

N&o existe uma medicao perfeita. O erro analitico € o resultado de analise
individual entre o resultado e o valor real de um mensurando e constitui um valor
anico (Taverniers et al. 2004). Os erros ndo podem ser eliminados completamente,
mas podem ser delimitados.

Ha dois grandes grupos em que se classificam os erros. Erros sistematicos e
erros aleatdrios. Os sistematicos, ou tendéncias séo calculados a partir de uma série
de medi¢cbes analiticas que reproduzem as mesmas condi¢des laboratoriais. Eles
tém sido minimizados sistematicamente com a adocéo das praticas de calibracao de
instrumentos de medicdo. Ja os erros aleatorios sdo provenientes dos analistas, do
preparo das amostras, curvas de calibracao, softwares de céalculos ndo validados.

Para que se conhegam os erros inerentes a metodologia, realizam-se os
ensaios e é efetuada uma avaliacdo estatistica. A este trabalho se da o nome de
‘validacdo analitica’ e € uma das exigéncias das Boas Praticas de Fabricacdo, bem
como da norma NBR: ISO/IEC 17025. Outra maneira de se avaliar a eficiéncia de
um laboratério analitico é dispor de amostras conhecidas e enviar ao laboratério
para determinacédo analitica. Assim observam-se os resultados obtidos e evidencia-
se o grau de assertividade deste laboratério. A esta pratica se denomina ‘ensaio de
proficiéncia’.

As estimativas de incerteza conferem resultados com maior aceitacédo
estatistica e menor erro, com o0 objetivo de aproximar a medida a um valor
verdadeiro (Palmigiani, 2005). A incerteza de medicédo é, por definicdo, “desvio
padrdao (ou multiplo dele) ou a metade de um intervalo correspondente a um nivel
aceitdvel de confianca estabelecido, que caracteriza a dispersdo dos valores que
podem ser razoavelmente atribuidos ao mensurando” (VIM, 2007).

A incerteza pode ser expressa pelo desvio padrédo das medidas realizadas,
também denominada ‘incerteza padrédo’, ou pela incerteza expandida. A incerteza
expandida leva em consideracdo o fator de cobertura, representado pela letra k.
Quando k assume o valor numérico equivalente a 2, podemos afirmar,
grosseiramente, que € equivalente a metade do comprimento de um intervalo com
95% de confianca (Hund et al. 2001). Isto significa dizer que ha probabilidade, com
95% de confianca, de que o valor medido esta incluido na incerteza expandida.
(Taverniers et al. 2004). A estimativa de incerteza de medi¢c&o analitica esta atrelada



18

as condigbes operacionais da metodologia aplicada associada a incerteza da
medicao dos equipamentos empregados durante a medida.
O procedimento 02/17025 referencia a norma ISO 5725 para confiabilidade e

incerteza de medicéo.

2.3.1 Norma ISO 5725

A norma ISO 5725 trata da confiabilidade e incerteza de medic&o. Esta norma
se divide em seis partes e estas exemplificam os calculos para estimar a incerteza

da medigéo analitica. Cada parte trata de um parametro especifico.

 Parte 1: Principios gerais e defini¢des;

* Parte 2: Métodos basicos para determinacdo de repetitividade e
reprodutibilidade de um método de medicao padréo;

* Parte 3: Medidas intermediarias de precisdo de um método de medicao
padrao;

* Parte 4: Métodos basicos para determinacao de exatiddao de um método de
medicao padrao;

» Parte 5: Métodos alternativos para a determinacdo da precisdo de um
meétodo de medicao padréao.

» Parte 6: Acuracia (acuracia e precisdo) de métodos de medicdo e
resultados: Uso em praticas de valores de acuracia.

2.3.2 Validagdo de metodologias analiticas

Métodos analiticos séo aplicados para transformacdo de informacbes de
dados quimicos em informagfes ao usuario ou clientes. Quimiometria € a disciplina
que usa matematica, estatistica e outros métodos formais para desenhar ou
selecionar o6timos procedimentos de medicdo e experimentos para extrair um
méximo de informac¢fes de dados quimicos. Através dela pode ser obtido 0 maximo
de informacdes (McDowall et al. 1992).

Em geral, as técnicas estatisticas sao utilizadas para determinar se as

variacOes sao aleatérias e fazem parte do processo, ou se tais variagdes possuem
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uma causa especifica. Muitos profissionais estatisticos contribuiram na evolucdo da
qualidade, conforme citado no Historico da Qualidade, o que demonstra a
importancia na aplicacdo de técnicas estatisticas no processo produtivo. O uso de
tais técnicas possibilita a inclusédo de melhorias na qualidade (Ryan, 2000).

O objetivo da validacdo analitica € demonstrar que o método analitico &
adequado ao seu proposito (Brito et al. 2003).

As validacbes analiticas sdo exigéncias tanto das Boas Praticas de
Fabricacdo (RDC n.210, 2003) quanto da NBR:ISO/IEC 17025 (2005) e portanto
devem ser cumpridas. A Anvisa estabeleceu os critérios para validacdo de métodos
analiticos através da RE 899 (2003). A Eurachem é uma rede de organizacdes
europeias que tem por objetivo estabelecer um sistema para rastreabilidade
internacional de determinagBes quimicas e promover boas praticas de qualidade,
também prové um férum para a discussdo de problemas comuns e a promocéo de
desenvolvimento tanto para assuntos técnicos quanto para assuntos politicos. Tem
foco em quimica analitica e qualidade.

A definicdo de validagdo, segundo RDC 210 (2003) é: “um processo para
definir uma exigéncia analitica e confirmar que método sob investigacdo tem
capacidade de desempenho consistente com o que a aplicacéo requer”.

Vale destacar que as resolucdes sdo instrumentos com poder de lei, isto €,
sdo compulsérios. Ja& 0s guias sdo sugestivos e recomendados. As validacdes
analiticas sdo exigéncias tanto das Boas Préticas de Fabricacdo (RDC n. 210, 2003)
quanto da NBR:ISO/IEC 17025 (2005) e, portanto, devem ser cumpridas. A Anvisa
estabeleceu os critérios para validacdo de métodos analiticos por meio da RE 899
(2003).

Muitos sdo os organismos que definem 0s ensaios necessarios para a
validagcdo da metodologia analitica. FDA, OMS, Eurachem definem a validacéo
analitica e orientam quanto aos célculos realizados para assegurar a validacdo de
meétodos analiticos (Ribani et al. 2004). A Anvisa determina 0s ensaios necessarios
a validagdo dos métodos analiticos por meio da Resolugédo n. 899. Os parametros
solicitados para avaliacdo seguem relacionados, a saber:

. Especificidade/Seletividade;
. Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho;

. Linearidade;
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. Limite de deteccao (LD);
. Limite de quantificacao (LQ);

. Sensibilidade (inclinacao da curva);
. Exatidao e tendéncia;
. Preciséao:

» Repetitividade;
* Preciséo intermediaria;

. Reprodutibilidade;

. Robustez;

. Incerteza de medicao.

A avaliacdo dependera da finalidade do ensaio, e os divide em quatro classes.
Estabeleceram-se para cada categoria 0s parametros necessarios para validar o
método.

A tabela 2.2 relaciona as categorias dos métodos classificados conforme a
finalidade de cada teste. Os parametros propostos e tipos de ensaios necessarios

encontram-se relacionados na tabela 2.3.

Tabela 2.2 — Classificagédo dos testes, segundo sua finalidade

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para determinacao do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas

I Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacéo de
impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas

i Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberagédo do ativo)

v Testes de identificacdo
Fonte: RE 899, 2003.
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Tabela 2.3. - Ensaios necessarios para a validacao do método analitico, segundo sua finalidade

Categoria Il ) .
R ) Categoria | Categoria

Parametro Categoria | o Ensaio

Quantitativo o 1] v
limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * N&o
Preciséo Repetitividade Sim Sim N&o Sim N&o
Intermediéria * o N&o i N&o
Limite de deteccédo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificacédo N&o Sim N&o * N&o
Exatid@o Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim Nao N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovacgao da reprodutibilidade néo é necessaria a comprovagdo da Precisdo Intermediaria.
Fonte: RE 899 (2003).

Cada um dos parametros avaliados possui um principio relatado a seguir.

* A especificidade ou seletividade do método significa que o método € capaz
de medir um composto na presenca de outros componentes tais como
impureza, produtos de degradacdo e componentes da matriz. Em métodos
cromatograficos deve-se ter atencao para garantir a pureza dos picos.
* Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados sdo diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado.
* Intervalo é a faixa entre os limites de quantificagdo superior e inferior de um
método analitico. Em geral, é determinado apds o estudo da linearidade do
método.
* Preciséo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas da mesma amostra. A avaliacdo € expressa em desvio padrédo
relativo ou coeficiente de variagdo. Nao se admitem valores superiores a 5%.
0 Repetitividade: Determinacdes realizadas pelo mesmo analista com os

mesmos instrumentos e equipamentos em curto periodo de tempo.
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o Precisdo intermediaria: Determinagfes da mesma amostra realizada
por analistas diferentes, em dias diferentes ou com instrumentos e
equipamentos diferentes.

0 Reprodutibilidade: Determina¢gBes de mesma amostra em laboratérios
diferentes.

» Exatiddo, ou seja, a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relacao ao valor verdadeiro.

* Limite de quantificacdo ou: a menor quantidade de analito que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo. E estabelecido a partir da relagdo entre
o desvio padrédo da média e a inclina¢éo da curva.

* Robustez: Capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas

variagdes dos parametros analiticos.

Nos meétodos analiticos espectrofotométricos devem ser consideradas as
variacbes de pH das solucbes, temperatura e diferentes fabricantes de solventes.
Para a cromatografia liquida é necessario avaliar a variacdo de pH na fase movel,
variagdo na composicdo da fase movel, diferentes lotes ou fabricantes de colunas,
temperatura e fluxo da fase mével.

As metodologias analiticas adotadas pelo controle em processo precisam ser
avaliadas quanto a eficiéncia e rapidez de resposta. Os métodos usados na
determinacdo da qualidade dos produtos em processo precisam ser rapidos,
reprodutiveis e repetitivos. As metodologias analiticas ja publicadas possuem a
vantagem de terem sido exaustivamente testadas, segundo critérios

preestabelecidos para validacdo das mesmas.

2.3.3 Programas interlaboratoriais ou Ensaios de Pr  oficiéncia (EP)

Além da validacdo analitica, outra maneira de se evidenciar a atuacao do
laboratério analitico se da por meio de ensaios de proficiéncia (EP) que séo parte
das acOes de garantia da qualidade em constante evolugédo. Estes ensaios de
proficiéncia ou interlaboratoriais sdo recomendados para assegurar a validade dos
resultados obtidos. Agregam-se também o uso de materiais de referéncia a fim de

garantir a confiabilidade dos resultados além dos requisitos para gerenciamento da
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qualidade do laboratério analitico (Selec&o, uso e interpretacdo de programas de
ensaios de proficiéncia, EP, por laboratorios, 2006).

Os programas interlaboratoriais sdo propostos para realizacdo de ensaios de
proficiéncia e para identificar desvios ocorridos nas determinacfes analiticas.
Utilizam ferramentas estatisticas para avaliacdo dos resultados obtidos em diversos
laboratorios a partir de uma mesma amostra (Chi, 2004).

Segundo o guia ‘Selecdo, uso e interpretacdo de programas de EP por
laboratérios’ (2006), os programas de proficiéncia recebem uma classificacdo. De
acordo com a norma NBR: ISO IEC 17025 (2005), os ensaios de proficiéncia séao
comparativos interlaboratoriais com os seguintes objetivos:

» Avaliar o desempenho do laboratoério;

« Identificar ndo-conformidades e propor acdes corretivas efetivas;

» Estabelecer a equivaléncia de novos métodos com aqueles anteriormente
preconizados;

» Monitorar metodologias empregadas a partir dos resultados gerados;

» Gerar confianca aos clientes;

* Identificar diferencas interlaboratoriais.

Os programas de proficiéncia estimulam o bom desempenho dos
participantes e fornece aos laboratérios um meio objetivo de avaliar e demonstrar a
confiabilidade dos dados que estejam produzindo. Tais ensaios aplicam-se com o
objetivo de se avaliar a habilidade do laboratorio em realizar ensaios de forma
competente (ISO/ GUIA 43, 2005). Permite também concluir qual a exatiddo dos
resultados gerados no laboratério, qual seu desempenho no presente comparando-
se aos resultados passados, assim como a posi¢ao do laboratorio em meio aos seus
semelhantes. A participacdo em EP é capaz de identificar melhorias em relacédo ao
tempo e se o0 sistema € eficaz e possibilita um incremento na qualidade das
atividades realizadas. O procedimento 02/17025 cita a norma internacional ISO Guia
43 como uma fonte a ser seguida para utilizacdo de ensaios de proficiéncia.
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2.3.3.1 Norma ISO guia 43

A norma ISO guia 43 (2005), estad dividida em duas partes. A primeira
estabelece os requisitos para desenvolvimento e operacéo de programas de ensaios
de proficiéncia, publicados. A parte 2 enumera 0s critérios para selecdo e uso de
programas de ensaios de proficiéncia por organismos de credenciamento de
laboratorios. H& alguns tipos de ensaios interlaboratoriais que néo se destinam a
avaliar a capacidade técnica do laboratorio, porém possuem igual importancia no
que diz respeito a qualidade dos servigos prestados.

A implantacéo de ensaios de proficiéncia depende do tipo de amostras e de
ensaios que se deseja avaliar. HA muitos tipos de programas para ensaios de
proficiéncia. Alguns séo abertos a qualquer laboratdrio com custo anual e outros sao
fechados, nos quais a participacdo é realizada mediante convite. Os tipos de
programas interlaboratoriais podem ser classificados conforme explicitado na tabela
2.4.

Tabela 2.4 — Tipos de Programas de Proficiéncia

Tipo de Programa Objetivo Categorias

Competéncia Medir a competéncia de um Quando a amostra passa de um
grupo de laboratérios na laboratério a outro. Pode
determinacédo de uma analise também passar por um
especifica. laboratério central antes de ser

Competéncia Medir a competéncia de encaminhada ao préximo a fim
laboratério em relagdo a um tipo | de detectar-se alguma alteragéo
de analise em diversas na mesma.
matrizes. Amostras aleatorias

selecionadas a partir de um
suprimento homogéneo a granel
séo distribuidas entre véarios
laboratdrios.

Quando a amostra é subdividida
em diversas partes e cada parte
€ encaminhada a um laboratério

Estudo de proficiéncia Avaliacao continua da N :
N N&o se aplica
competéncia técnica.
Estudo colaborativo Validagdo de um método N :
. N&o se aplica
especifico.
Estudo de certificacéo Estabelecimento da melhor

estimativa do valor real do
analito em um material de
referéncia.

N&o se aplica

Estudo cooperativo (também Avaliacao de um laboratério em
conhecido como ensaio circular | uma base individual.

ou exercicio de repeticdo
alternada)

N&o se aplica

Fonte: Adaptacédo Procedimento GGLAS 02/43, 2006.
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2.4 Ferramentas da Qualidade

Vérias metodologias sao utilizadas com o intuito de monitorar 0S processos a
partir de resultados analiticos. Tais métodos sdo conhecidos como ferramentas da
gualidade.

Segundo Lins (1993), as ferramentas basicas da qualidade sdo métodos
padronizados usados na identificacdo e analise de problemas com o objetivo de
definir, mensurar, analisar e propor solucbes. As ferramentas da qualidade sédo
usadas para avaliagdo dos problemas dentro da unidade de producdo da
organizacdo. E necessario aplicar técnicas estatisticas e ferramentas da qualidade
para evidenciar a confianca nos resultados inerentes aos processos de producéao.

As ferramentas da qualidade Uteis no controle em processo estéo listadas a
sequir:

* Fluxogramas

Sao representacfes graficas de um processo ou metodologia. Sua grande
vantagem é identificar com clareza os passos da execucdo do processo, ou seja,

tornar visivel o método.

* Folhas de verificacéao

S&ao quadros para registro de niumeros de ocorréncia de determinado evento.
Tais folhas sdo muito utilizadas para acompanhamento de processo de producéo a
fim de evidenciar o niumero de nao-conformidades, relacionando-as aos turnos de

trabalho, tempo de operacao de equipamentos, entre outros.

* Gréfico de Pareto

Tem aspecto de um gréafico de barras; recebeu esta denominagéo devido ao
seu inventor Vilfredo Pareto que identificou as seguintes caracteristicas em
problemas socioecondmicos: poucas causas principais influiam fortemente no
problema; havia um grande numero de causas triviais, pouco importantes, que
influiam marginalmente no problema. Ao construir o grafico, sdo relacionados os
eventos e suas causas. Esta andlise de causas pode ser desdobrada, até que se

encontre a causa primaria. Esta técnica denomina-se ‘estratificacao’.
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» Diagramas de causa e efeito

Também sdo denominados ‘diagramas de Ishikawa’, em reconhecimento ao
engenheiro japonés Kaoru Ishikawa, que desenvolveu esta ferramenta. Também se
denomina diagrama ‘espinha de peixe’, devido ao formato grafico que apresenta.
Esta ferramenta permite desdobrar os problemas em suas provaveis causas, até os
niveis de detalhamento adequados a solu¢cdo dos mesmos. Para montar-se o grafico
€ necessaria analise critica e reflexdo com base em dados coletados, a fim de se

gue sejam julgados procedentes ou improcedentes.

» Graficos de tendéncia

Trata-se de um grafico simples no qual o comportamento de uma variavel é
descrito ao longo do tempo — ou outra variavel de referéncia. De maneira simples, é
possivel evidenciar se ha tendéncia em um processo, ou se ele se mantém dentro

dos limites previamente estabelecidos.

» Histograma
Representacdo grafica dos valores, de uma determinada caracteristica,
agrupados por faixas, ou intervalos de classes. Permite a visualizagdo de certos

fendmenos com a nocgao da frequéncia em que ocorrem.

» Carta de Controle
Sao também chamadas de ‘Cartas de Shewart’, devido ao estatistico norte-
americano Walter Shewart, que as desenvolveu na década de 1920, com intuito de

acompanhar os processos de producéao.

O controle estatistico de processos (CEP) é a base para o estudo do
comportamento do processo. E utilizado na determinacdo da capacidade do
processo e monitoramento dos rendimentos e permitem avaliar a consisténcia de
producdo (TRS n. 823, 2003). O CEP ¢é uma ferramenta da qualidade para resolugéo
de problemas, util na verificacdo da estabilidade e na melhoria da capacidade dos
processos através da reducéo da sua variabilidade (Alencar, et al., 2007). Para que

0 processo esteja sob controle é necessario identificar as causas dos desvios
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significativos de comportamento, e resolvé-las sempre que possivel. Esta ferramenta
€ usada para uma pesquisa estatistica que tem por base a necessidade de resolver
problemas na pratica (Hoerl, 2000).

O CEP é expresso por graficos ou cartas de controle em sequéncia temporal
com linhas de deciséo adicionadas (limites superior e inferior de controle). Estas
linhas servem para determinar se um processo esta ou ndo sob controle (Ryan,
2002).

O controle em processo foi o fundamento para o desenvolvimento das
técnicas para controle estatistico da qualidade. A partir das etapas que compdem a
realizacdo de um trabalho incluindo seu fluxo, insumos, atividades realizadas e
produtos gerados, € possivel obter-se muitas informacgdes sistematizadas e perceber
pontos criticos, oportunidades de melhoria e, principalmente, as variagbes e
flutuagbes devidas a causas anormais ou especificas, intrinsecas a natureza do
processo. O grafico de controle em processo, ou carta de controle, € o instrumento
mais simples para documentar e avaliar a ocorréncia destes eventos e, a partir dai,
implantar mudancas e assegurar os padroes de qualidade desejados a partir do
monitoramento dos resultados e a estabilidade do processo (Alencar et al., 2007).

A implantacdo do controle estatistico de processos, sugerido por Lins (1993)

segue o seguinte procedimento:

1. ldentificac@o das caracteristicas criticas da qualidade — atributos ou
variaveis;
Mensuracao das caracteristicas em um periodo de tempo;
Célculo das médias e amplitude da amostra;
Construcao de gréfico de controle;
4.1. Grafico global integrado para variaveis (Shewart);
4.2. Grafico global para atributos (Pareto);
5. Verificar se 0 processo esta sob controle;

Correcgéo das causas dos desvios.

Cada variavel € representada em um grafico, no qual estdo estabelecidos
limites de controle superior e inferior, podendo-se também representar os limites de
especificacdo. A partir destes dados, calcula-se a capacidade de processo. Célculos
estatisticos sé@o realizados com base na tolerancia de uma caracteristica (Ribeiro et
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al. 2001). O processo é dito ‘capaz’ se for possivel produzir resultados dentro da
faixa de tolerancia. Assim, tornam-se necessarios alguns conceitos de precisédo e
acuracia ou exatiddo. Um processo preciso resulta em pouca variabilidade ou
dispersdo, mas ndo necessariamente € acurado. Um processo acurado, por outro
lado, atende na média o valor nominal, porém, se nao for preciso, a sua alta
variabilidade podera produzir resultados inadequados, o que pode ocasionar a

rejeicdo de lotes (Lins, 1993).

 Grafico de disperséo

Permite visualizar a correlagéo entre duas grandezas. A correlacdo pode ser
inexistente, quando ndo € possivel identificar qualquer tipo de correlacéo,
estabelecer uma correlacéo linear, ndo linear ou apresentar-se em outros tipos de

distribuicao.

* Brainstorming

E uma técnica (literalmente, ‘tempestade pensamentos’) que visa instigar um
grupo de pessoas a dar suas ideias sobre determinado tema, aleatoriamente. Desta
contribuicdo espontanea podem sair solugbes criativas e inovadoras para 0S
problemas, rompendo com paradigmas estabelecidos. O clima de envolvimento e
motivacdo gerado pelo brainstorming assegura melhor qualidade nas decisbes
tomadas pelo grupo, maior comprometimento com a acdo e um sentimento de

responsabilidade compartilhado por todos.

2.5 Analise de riscos e pontos criticos de controle

BN

Um método destinado a andlise de riscos e estabelecimento de pontos
criticos de controle é preconizado pelo FDA para ser utilizado na industria
alimenticia a fim de avaliar o risco potencial com alimentos e as medidas de controle
daqueles riscos identificados. Trata-se do HACCP (Hazard Analysis and Critical
Control Point), ou Anélise de Riscos e Pontos Criticos de Controle/PCC (TRS n. 908,
2003. Disponivel em: http://www.cfsan.fda.gov/~ird/bghaccp.htm. Capturado em: 12 de
dezembro de 2008). A OMS estabeleceu a aplicacdo desta metodologia para

producdo de farmacos, como por exemplo, substancias biologicamente ativas. Os
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riscos sdo definidos como substancias bioldgicas, quimicas ou fatores fisicos que
possam causar injaria se nao forem controlados. A avaliacdo de cada etapa do
processo produtivo pode ser controlada, evitando-se ou eliminando-se, desta
maneira, 0s riscos quanto a qualidade do produto. Quando ndo é possivel eliminar
0S riscos, a avaliagdo podera reduzi-los a um nivel aceitavel.

A metodologia de avaliacédo de riscos, HACCP, baseia-se em sete principios,
a saber:

1. Conduzir a analise de riscos;

2. Determinar os pontos criticos de controle;

3. Estabelecer niveis de aceitacéo e seus limites;

4. Estabelecer sistema de monitoramento dos PCC;

5. Estabelecer a agao corretiva a ser tomada quando o monitoramento

indicar que um ponto HACCP em particular ndo esta sob controle;

o

Estabelecer procedimentos para verificar que o sistema HACCP ¢ eficaz;
7. Estabelecer a documentacdo a respeito dos procedimentos e manter

registros apropriados para estes principios e suas aplicacoes.

2.6 O produto Interferon alfa 2b humano recombinant e

Para falarmos do processo produtivo do biofarmaco IFN alfa 2b hur, temos de
nos remeter a citocina interferon, suas classificacédo e propriedades terapéuticas. Os
interferons (IFN), foram descobertos através de pesquisas realizadas por Isaacs e
Lindenmann (1957). S&o moléculas de natureza proteica, pertencente a familia das
citocinas, produzidas por células dendriticas, linfécitos T ativados, macrofagos e
células Natural Killer (NK), em resposta a instalagdo de virus ou bactérias no
organismo (Samuel, 2001).

Conforme o avanco das pesquisas, novas informacdes desvendavam a
existéncia de uma ampla variedade de IFN humanos e estes foram classificados ndo
somente de acordo com a célula de origem, mas também de acordo com suas
diferencas fisico-quimicas, antigénicas e de acdo biolégica. De acordo com a célula
de origem, os IFN sé&o classificados em dois tipos (I e Il). Aqueles classificados como

do tipo | possuem homologia estrutural e sdo decodificados por genes em um unico
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cluster no cromossomo 9. Em humanos, nos IFN tipo | agrupam-se os subtipos alfa
(INF-a), secretados por todas as células infectadas por virus, incluindo-se células
dendriticas e fagocitos mononucleares, INF beta (INF-) produzido por fibroblastos.
Além destes, o tipo | ainda engloba os interferons epsolon, kapa e 06mega,
representados respectivamente pelas letras gregas, INF-¢, INF-k e INF-w (Abbas et
al. 2007). No tipo Il encontra-se classificado o interferon gama, também conhecido
por IFN imunolégicos, secretado por células T e células NK, representado pela letra
grega y (Tisminetzky & Baralle, 2003; Abbas et al. 2007).

Os efeitos bioldgicos dos interferons do tipo | estdo associados a infeccbes
virais e imunidade mediada por células contra microbios intracelulares. Seu uso
combinado a outros farmacos possibilita uma acao terapéutica potencializada, como,
por exemplo, com o uso de resindides, que induzem a regressdo de carcinoma
escamoso da pele e cérvix, sugerindo-se que esta citocina possa influenciar na
diferenciacao celular. Inibe a proliferacdo vascular e endotelial permitindo seu uso
em casos de hemangioma, melanomas e hipernefromas (Srivastava, 2005). Os INF
tipo | incrementam a expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe | (MHC 1), pois os linfocitos T citotoxicos tipo CD8"
reconhecem os antigenos estranhos ligados as moléculas do MHC [, favorecendo o
reconhecimento das células infectadas e levando a lise celular. Também incrementa
a atividade citotoxica das células NK (Abbas et al. 2007).

A acédo do IFN tipo | estimula o desenvolvimento de células TH1 em humanos.
Este efeito deve-se, principalmente, a habilidade do INF tipo | em promover, nas
células T, a expressao de receptores funcionais para o principal indutor de resposta
do tipo TH1, a interleucina 12. Promove também o recrutamento de linfécitos nos
linfonodos, com a ativacdo dos linfocitos por antigenos concentrados nesta regiao,
em especial em infecgbes virais. Inibem a proliferagdo de muitos tipos celulares,
incluindo linfocitos in vitro. E provavel que isto ocorra gracas a indugdo das mesmas
enzimas que blogueiam a replicacdo viral, porém podem envolver outras enzimas
gue também alteram o metabolismo dos aminoéacidos, tais como triptofano (Abbas et
al. 2007).

A principal atividade do interferon tipo | € a de erradicar a infec¢do viral.
Experimentos com camundongos com auséncia de receptores para INF tipo | estdo
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suscetiveis a infecgdes. O INF alfa é utilizado sobretudo como agente antiviral no

tratamento de pacientes com hepatites virais (Abbas et al. 2007).

2.6.1 Mecanismo de acéo

Os interferons atuam nas células ligando-se a receptores especificos da
membrana celular. O processo de sinalizacdo dos IFN tipo I, os quais incluem
multiplos subtipos de IFN alfa e um Unico beta, € iniciado pela ligacdo do mondémero
de IFN alfa ou beta ao receptor na membrana celular levando a ativacéo de enzimas
Jak-1 e Tyk-2 e fatores Stat de transcricdo Stat-1 e Stat-2 no citoplasma.
Juntamente com o IRF-9, Stat-1 e Stat-2 formam o complexo proteico denominado
ISGF3 (Interferon Stimulated Response Element — elemento de resposta ao
Interferon ativado), que agora, no nucleo da célula, ativam os fatores de transcrigéo.
A transcricdo poderd ser ativada pela ligacdo ao Isre, elemento presente nos genes
responsivos no IFN alfa/beta, incluindo IRF-1, o qual age diretamente, e o IF-9, o
qual é o componente chave do IFN alfa/beta mediado pelo complexo ISGF3,
conforme a figura 3.1. Varios outros genes, pelo menos 25, demonstram mudancas
na expressao mais que quadruplicada em células tratadas com IFN alfa (Shtrichman
& Samuel, 2001).
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Figura 2.1 — Mecanismo de acao do Interferon alfa/beta na célula.

Fonte: Adaptado de Shtrichman & Samuel, 2001.
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2.6.2 Uso terapéutico dos interferons

Empregando-se a técnica de DNA recombinante, ferramentas de
biotecnologia e boas préaticas de fabricacéo, foi possivel padronizar e comercializar
varias formulacdes de interferon para uso terapéutico. Este biofarmaco tem sido
amplamente aplicado em incontaveis doencas (Srivastava et al. 2005).

Os IFN tipo | séo utilizados em tratamentos de céancer, como leucemias,
carcinomas basais, cancer de mama, sarcoma de Kaposi em pacientes com Aids,
carcinoma renal, linfoma folicular ndo Hodgkin, leucemia mielogénica crobnica,
hepatites e verrugas genitais (Srivastava et al. 2005).

O virus da hepatite C (HCV) pertence ao género Hepacivirus, familia
Flaviviridae. A transmissdo se da por via parenteral, por meio de transfusdes
sanguineas, compartilhamento de agulhas entre consumidores de drogas injetaveis,
hemodialises, e, eventualmente, por contato sexual, quando microlesdes estao
presentes no trato genital (Chevaliez & Pawlotsky, 2007).

Dados epidemiolégicos recentes revelam que a prevaléncia global da infec¢édo
pelo virus da hepatite C (HCV) é de 2,2%, que corresponde a cerca de 130 milhdes
de pessoas. Estima-se também que esta infeccdo seja responsavel por 27% das
cirroses hepaticas e 25% dos HCC primarios em todo mundo (Alter, 2007).
Entretanto, as manifestacdes da infeccdo pelo HCV ndo acometem exclusivamente
o figado; séo descritas outras doencas relacionadas a este virus. Em um estudo de
coorte realizado na Itdlia, quando 214 pacientes portadores do HCV foram
acompanhados pelo periodo de 17 anos. Em 32% dos observados houve
desenvolvimento de HCC. Em 23% ascite; ictericia em 17%; sangramento do trato
gastrintestinal superior em 6%; e encefalopatia em 1% dos pacientes observados
(Trinchet et al. 2007).

Pacientes infectados pelo HCV tém risco potencial de desenvolver cirrose
hepética ou HCC, principalmente nos paises industrializados, devido ao uso de
drogas injetaveis. Na grande maioria dos casos, o diagnéstico da infeccao viral é
realizado quando o paciente ja apresenta cirrose hepatica. Coortes de pacientes
portadores de HCV, o risco de desenvolver HCC em relagdo ao tempo € linear e alto
(2% a 8%). Maior taxa € relatada no Japao (4% a 8%), nos paises do Ocidente (2%
a 4%). O risco de cirrose hepatica relacionada ao HCV é ainda maior se comparado

a ingestéo de bebidas alcodlicas ou infeccéo por HBV (Alter, 2007).



33

A hepatite B também €& causa importante de complicagcbes hepéticas,
podendo ocasionar HCC. O virus da hepatite B (HCB), latente no organismo, pode
ser reativado ap0Os tratamentos com quimioterapicos em portadores de cancer. Na
hepatite B, ao contrario da hepatite C, ha vacinacdo eficaz disponivel, bem como
marcadores apropriados para detec¢do do virus. Por suas a¢des no organismo, a
utilizacdo dos IFN como estratégia para tratamento de doencas, como infeccao pelo
HCV, hepatite C cronica, pode impedir que ocorram no organismo lesdes mais
graves. Recomenda-se o0 uso da ribavirina associada ao IFN-a para pacientes
infectados pelo HCV, com leséo hepatica HCC ou cirrose. O tratamento depende do
tamanho e extensdo do tumor, funcdo hepatica e condicbes gerais do paciente. Os
pacientes com HCC relacionado ao HCV, em geral, apresentam idade superior
agueles com cirrose alcodlica, ou relacionado ao HBV. Tumores em pacientes HCV
positivos parecem ter crescimento mais lento. A prevaléncia do HCC na Franca
aumentou de 3,2, em 1979, para 11,1, em 1994, por 100.000 habitantes. Ha
indicacao que este aumento seja devido a infec¢ao pelo HCV (Trinchet et al. 2007).

A incidéncia de casos de hepatite C tem aumentado ao longo dos anos. Pode
se dar em funcao da introducdo do diagndstico da doenca, ou atribuida ao aumento
de usuérios de drogas injetaveis, utilizacdo de hemoderivados sem prévia avaliacao
criteriosa, além da alta atividade sexual. A caracterizacdo epidemiolégica da
infeccéo pelo HCV é crucial para o estabelecimento de medidas preventivas efetivas
(Alter, 2007).

2.6.3 Obtencéo do produto Interferon alfa 2b hu-r

O IFN é produzido naturalmente pelo organismo por meio de mecanismos de
imunomodulacdo e reacdo contra infeccbes virais, entretanto, este mecanismo é
passageiro e muitas vezes a infeccdo instala-se no organismo. Assim, a
administracdo de doses terapéuticas do biofarmaco promove a recuperacdo do
individuo (Walsh, 2003).

A obtencédo do IFN alfa 2b hur a partir do isolamento de plasma humano tem
baixos rendimentos e, por se tratar de um hemoderivado, ha muitas exigéncias
regulatérias para comercializacdo do produto. Varios estudos contribuiram para a

obtencdo em larga escala do produto. Alguns trabalhos descrevem a obtencéo de
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IFN em cultivo de células fibroblasticas em monocamada. Outros trabalhos
demonstram a producdo em células linfoblastoides, linhagem de células Namalva, as
quais apresentam capacidade em se dividir e continuar a producdo de IFN. O
preparo de IFN a partir de leucécitos porcinos foi demonstrado em 1981, sendo
avaliada sua atividade biolégica em humanos (Osther, 1981).

A expressdo de proteinas heterologas através da tecnologia do DNA
recombinante tem sido relatada desde a década de 1970. O cultivo da bactéria E.
coli geneticamente modificada € a principal plataforma para expressao de proteinas
heterélogas.

A tecnologia do DNA recombinante consiste na insercdo de um gene, que
codifica determinada proteina de interesse, em uma célula hospedeira. Este sistema,
denominado ‘eucariético’, permite que sejam utilizadas células de mamiferos, fungos
ou levedura, como, por exemplo, Pichia pastoris (Hao et al., 2007). Os sistemas
procarioticos sdo constituidos pela inclusdo de um plasmideo modificado
geneticamente através da insercdo de um gene de interesse em uma bactéria. Este
tipo de tecnologia permite que proteinas de interesse sejam produzidas em larga
escala, com aumento do rendimento final, como é o caso do produto em estudo IFN
alfa 2b hur.

A escolha do sistema de expresséo para uma producdo em larga escala de
proteinas recombinantes depende de muitos fatores. Incluem-se as caracteristicas
de crescimento celular, niveis de expressdo, expressdo intra ou extracelular,
modificacdes pos-traducionais e a atividade biologica da proteina de interesse, bem
como exigéncias regulatérias na producdo de proteinas terapéuticas (Makrides,
1996). Os sistemas de cultivo utilizados correntemente podem ser procarioticos ou
eucarioticos. Utiliza-se comumente o microrganismo E. coli como vetor de expressao
na producdo em sistema procaridtico. Ja 0s sistemas eucariéticos podem utilizar
linhagens celulares de mamiferos, fungos e leveduras.

O uso da bactéria E. coli para producdo de proteinas heterélogas foi
significativamente incrementado e podem ser classificados em trés grupos: batelada,
batelada alimentada e processo continuo (Markrides, 1996). Devido ao baixo custo
de producdo, a bactéria E. coli € a mais utilizada como sistema de producdo, uma
vez que a atividade bioldgica das proteinas de interesse € mantida com este tipo de
producao (Eitman & Altman, 2006).
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Os cultivos em fungos e leveduras recombinantes, como por exemplo, a
levedura Pichia pastoris, a secrecdo da proteina de interesse IFN alfa 2b hur ocorre
no meio de cultivo, facilitando a etapa de purificacdo subsequiente. No entanto, além
da secrecdo da proteina de interesse para o meio, ocorre também secrecdo de
enzimas proteoliticas, que podem levar a degradacdo do IFN, o que acarreta
rendimentos menores. Em um sistema bacteriano, entretanto, a proteina acumulada
em sua forma insoltivel no citoplasma celular esta protegida do ataque proteaolitico,
porém a sua recuperacao exige etapas adicionais de purificacdo (Hao et al. 2007).

Na década de 1980, muita informacdo acerca da genética e da fisiologia
bacteriana foi acumulada e o microrganismo E. coli tornou-se o organismo de
escolha para a producdo de proteinas recombinantes (Shiloach & Fas, 2005).
Portanto, o sistema procarioto € o escolhido para a obtencdo de IFN alfa 2b hur. A
tecnologia do DNA recombinante propiciou aumento de rendimento, uma vez que &
produzido um unico subtipo da citocina, além da utilizacdo de sistemas procariéticos
cujas exigéncias para crescimento sdo menores se comparado a um sistema
eucaridtico, anteriormente preconizado (Walsh, 2003).

Esta tecnologia inclui duas etapas principais e distintas para obtencdo da
proteina heterdloga, por meio da fermentacdo ou biorreacdo e a etapa de
purificacdo. O cultivo em biorreatores possibilita a produ¢cdo em larga escala da
proteina terapéutica em estudo. O processo de purificagdo garantird a eficicia e
seguranca do produto. Para que este grau de qualidade seja obtido, sdo tomadas
medidas preconizadas nas normas de Boas Praticas de Fabricacdo (RDC n. 210,
2003) nos processos produtivos, bem como ensaios de controle da qualidade

realizados nos produtos em processo em cada etapa de obtencéo do produto.

264 Obtencédo do microrganismo recombinante

Apesar da tecnologia do DNA recombinante ser relativamente simples de se
entender, a obtencdo de um produto utilizando esta tecnologia € altamente
sofisticada e requer conhecimento detalhado em muitas areas, incluindo-se quimica,
imunologia, farmacia, biologia molecular, engenharia quimica (Garnick et al. 1988).

O inicio de todo o processo para obtencao da proteina recombinante esta nas

etapas de construcédo do plasmideo, transformacao no vetor de expressao e selecao
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do clone recombinante que expresse o produto desejavel. A construcdo do vetor
recombinante prevé a introducdo do gene de interesse, no caso IFN alfa 2b hur no
vetor de expresséao, E. coli, por meio de metodologias da biologia molecular como
uso de enzimas de restricdo e DNA ligase. Outros elementos genéticos sdo também
inseridos, como codon de iniciacdo, regido promotora, sitio de ligacdo ribossomal,
iniciadores e terminadores de transcricdo e traducdo estdo presentes no vetor de
expressao.

O vetor recombinante é transformado em uma cepa nao patogénica de E. coli.
As etapas seguintes englobam a identificagdo do produto do gene e controle do lote
de banco de células, assegurando que as ceélulas recombinantes sejam
reprodutiveis, estaveis e viaveis (Srivastava et al. 2005). A figura 2.2 ilustra, de

maneira esquemaética, a obtencdo de uma molécula recombinante.
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Figura 2.2 — Esquema simplificado da construcao de uma molécula recombinante.

Fonte: Garnick et al. 1988.
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2.7 Etapas do processo de producéo

Em um processo biotecnoldgico convencional utiliza-se o microrganismo
patogénico, responsavel pela causa da enfermidade, devidamente isolado e
caracterizado. Os pontos criticos das diversas etapas da producdo sao avaliados e
controlados ao longo do processo, como a analise da pureza do cultivo e a taxa de
crescimento especifico (Garnick et al. 1998).

No caso de processos biotecnoldgicos com a utilizagdo de microrganismos
recombinantes, as etapas do processo produtivo precisam ser mapeadas para
elencar os diferentes pontos criticos para garantir da consisténcia de producao a
tempo e a hora.

A figura 2.3 ilustra o fluxograma de processo para obtenc&o do IFN alfa 2b
hur. As etapas do processo produtivo foram propostas a partir de dados de literatura.
As premissas estabelecidas foram a utilizacdo de um sistema procariotico, E. coli, a
partir de um banco de células de trabalho ja estabelecido.

A etapa de obtencdo do produto ou upstream envolve a biorreacdo ou
fermentacdo, quando ocorre a expressao da proteina e sua recuperacao, atraves de
varias etapas desde a ruptura celular, centrifugacdo do material, lavagens
sucessivas para remocao dos debris celulares, e a solubilizagdo do material de
interesse.

A etapa de purificagdo denomina-se downstream, quando se aplicam técnicas
cromatograficas com intuito de obter-se um alto grau de pureza no ingrediente

farmacéutico ativo, IFA.
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Figura 2.3 — Fluxograma esquematico do processo para obtencao do IFN alfa 2b hu-r.
Fonte: Adaptado de Jungbauer et al. 2004 & Olson, 1985.
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2.7.1 Banco de Células: Lote Trabalho

O banco de células prevé a guarda de um lote de células que serao utilizadas
na biorreacdo ou fermentacdo. Nao serao tratadas neste estudo, pois se trata de

uma atribuicdo do controle da qualidade e ndo do controle em processo.

2.7.2 Fermentac&o ou Biorreacéo

A biorreacdo ou fermentacéo € a parte do processo em que h& manipulacéo
das células vivas para obtencdo do produto. O objetivo é recuperar grandes
quantidades do material, ou seja, altos rendimentos com monitoramento de cada
etapa do processo produtivo.

Como fonte de energia ou fonte de carbono é descrito o uso de glicerol,
metanol e glicose. A oferta de nitrogénio é proveniente do extrato de levedura e séo
adicionados também sais minerais e, em alguns casos, antibiéticos (Srivastava et al.
2005). Os antibioticos sdo usados no meio de cultivo com a intencdo de selecionar
as células recombinantes, pois marcadores especificos de sele¢cdo (ampicilina ou
canamicina) podem estar presentes em algumas constru¢cdes recombinantes. Varias
composicoes de meio de cultivo podem ser utilizadas para o cultivo do
microrganismo E. coli recombinante — estudos demonstram o0 uso dos meios LB,
Luria Bertani broth, Terrific broth e M9, Minimal media (Srivastava et al. 2005).

Quando a fonte de energia é a glicose, um dos metabdlitos formados e
excretados ao meio é o acetato, que em geral acontece sob condi¢cdes aerdbicas em
resposta ao excesso de fonte de carbono em especial, a glicose. Em altas
concentragdes, os sais de acetato inibem o crescimento celular e a producdo da
proteina heterdloga. Estudos sobre a producdo em batelada alimentada utilizam
como fonte de carbono a glicose adicionada ao meio lentamente, o que minimiza a
producédo do ion acetato. A dialise durante a fermentacdo também pode ser adotada
como estratégia a fim de minimizar a concentracdo tdxica da formacdo do ion
(Schiloach & Fass, 2005). O acumulo de acetato no meio € uma funcéo direta da

composicdo do meio de cultivo e da cepa utilizada que estdo diretamente
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relacionadas com a taxa de crescimento especifico e a fonte de carbono
(Khalilzadeh et al. 2004).

Varias foram as estratégias desenvolvidas a fim de se evitar a formacédo de
excesso do ion acetato no meio. Parte delas esta ligada a modificacbes genéticas,
como utilizar cepas do microrganismo com menor propenséo a formacgéo do acetato,
ou interromper o sistema fosfotransferase para utilizacdo da glicose, ou ainda
interromper a regulacdo do ciclo do acido tricarboxilico (TCA). E outras estratégias
estdo diretamente relacionadas a conducdo do processo, podendo se adicionar
nutrientes em resposta a variacdo do pH, introduzir pulsos de glicose e observar a
resposta do parametro oxigénio dissolvido, utilizar outra fonte de carbono que néo a
glicose, por exemplo glicerol, lactose, em alguns casos selecionar os principais
aminoacidos da proteina recombinante para compor o meio de indugdo pode
diminuir os efeitos negativos do ion acetato (Eiteman & Altman, 2006).

Os controles da fermentacdo como velocidade de agitacdo, oxigénio
dissolvido, pH do meio e formacdo de metabdlitos indesejaveis precisam ser
monitorados e controlados pela equipe da producgéo, responsavel pela biorreagéo.
Os parametros aceitaveis sdo estabelecidos durante o desenvolvimento laboratorial.
Em menor escala € possivel avaliar os impactos das variaveis no rendimento dos
produtos e outros parametros sao levados em consideracdo na ampliacdo de escala,
como desenho e geometria dos equipamentos (Schimidt, 2005).

A expressao das proteinas pelo microrganismo em alguns processos se da a
partir da etapa de inducdo, que pode ser desencadeada pela alteracdo de
temperatura ou restricdo de substrato, ou ainda pela incorporacdo ao meio de
agentes indutores da expressao da proteina (Markrides, 1996).

Apbs o tempo decorrido de processo de fermentacdo e indugédo para alguns
processos, o cultivo devera ser centrifugado e o sobrenadante inativado por adigéo
de agente quimico ou por calor. O material sélido contendo a proteina heteréloga &

mantido sob refrigeracéo para as etapas posteriores (Olson, 1985).

2.7.3 Recuperacédo do produto

Esta etapa compreende as etapas:

* Ruptura celular e isolamento dos corpos de incluséo;



42

 Centrifugacédo: separacao dos debris celulares do sobrenadante;
» Lavagem dos corpos de inclusao;

 Solubilizag&o dos corpos de incluséo: Adigao de agentes desnaturantes.

A partir da expressao da proteina recombinante em cultivos de E. coli, a qual
ocorre com a expressdo da proteina no citoplasma bacteriano, produto da
biorreacdo. Quando ha expressdo de proteinas eucaridticas em sistemas
procariéticos ocorre a formagdo de grandes quantidades desta proteina, e esta
acumula-se no citoplasma em sua forma insolavel, denominando-se ‘corpos de
inclusdo’. Na grande maioria das vezes o0s corpos de inclusdo podem ser
visualizados em microscopio como pontos brilhantes dentro das células (Olson,
1985).

Quando outros sistemas de expressdao sao utilizados e as proteinas de
interesse sdo secretadas para o meio extracelular, elas podem ser degradadas por
enzimas proteoliticas do sistema hospedeiro, 0 que representa uma grande
desvantagem deste tipo de sistema de produg¢do quando comparado com proteinas
expressas em corpos de inclusdo. Desse modo, € bom mencionar que as proteinas
em corpos de inclusdo precisam ser desnaturadas e renaturadas e em alguns casos
a atividade biolégica do produto pode ficar comprometida. Quando as proteinas
recombinantes sdo produzidas com expressao citoplasmatica, altos rendimentos do
produto podem ser obtidos, por vezes até 50% das proteinas totais sdo produzidas
(Hao, 2007).

Na grande maioria das vezes, no sistema procarigtico, a proteina de interesse
esta insoluvel no citoplasma, e isto ocorre porque € muito frequente se ter proteinas
de origem eucaridtica sendo expressa em um sistema procariotico. Além disso,
existem fatores que favorecem a formacdo dos corpos de inclusdo, como por
exemplo, temperatura de cultivo regido promotora de promotores altamente
expressos e altas concentragdes de produto (Sundstrom, 2007). A figura 2.4 ilustra a
formacao de corpos de inclusdo em cultivo de E. coli.

Conforme exposto, é necessario recuperar os corpos de inclusao e recobrar a
atividade biolégica da proteina IFN alfa 2b hur. Assim, ha a separacdo entre o

produto de interesse do restante do material proveniente da biorreagéo.
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Figura 2.4 — Microscopia eletrdnica de um cultivo de E.coli com a formacéo de corpos de inclusao.
Fonte: HTTP://www.ccmrcormell.edu/facilities/contestimages/winners08.Jam/Chem.htlm.

No caso em estudo, a proteina de interesse é expressa no citoplasma celular
e agrega-se sob a forma insoluvel como corpos de inclusdo. Para remové-la da
célula, sdo necessarias lise celular e separacdo da proteina insoluvel da biomassa.
A lise celular pode ser obtida por métodos fisicos ou quimicos. Olson (1985)
descreve 0 uso da prensa francesa, oscilador sénico ou prensa Manton-Gaulin,
como métodos fisicos utilizaveis. A acéo de lisozimas € um método quimico também
utilizavel nesta etapa, para facilitar o processo de rompimento (Olson, 1985). A
proteina é solubilizada pela adicdo ao meio de agente desnaturante. Tais agentes
podem ser classificados como fracos ou fortes. Sais de guanidina, solucdes de ureia
em altas concentracgdes entre 4 a 9 M, considerados agentes desnaturantes fortes e
detergentes como Dodecil sulfato de sédio (SDS), e triton em concentragcbes entre
0,01 a 2% séao avaliados como agentes desnaturantes. O uso dos agentes fortes em
baixas concentracdes pode levar a solubilizacdo de proteinas ndo especificas,
aguelas oriundas das células hospedeiras (Olson, 1985).

O uso de tampdes Tris/ureia em pH entre 7,5-8,0 também foram estudados e
sdo capazes de solubilizar os corpos de inclusdo no produto da biorreacdo. A
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biomassa ressuspensa no tampao € mantida sob agitacao e baixa temperatura, a fim
de preservar a proteina (Mohammadian-Mosaabadi et al. 2007).

Uma vez os corpos de inclusdo solubilizados, segue-se uma etapa de
centrifugacéo, a fim de remover os debris celulares insolaveis no meio. O pellet
agora sera o descarte e o sobrenadante contendo o IFN desnaturado sofrerd acao
de um agente para re-enovelamento, a fim de assumir sua estrutura terciaria e, por
conseguinte, recuperar a atividade biolégica. Este tampéo tem em sua composi¢cao
substancias como ureia, Tris/acido cloridrico, com pH em torno de 8,0. A ureia e sais
adicionais sdo removidos do meio através de dialise contra tampdo sem ureia em

sua composicao (Srivastava, 2005).

2.7.4 Purificacéo

Em decorréncia da ruptura celular, além da proteina recombinante ha também
material proveniente da célula hospedeira. Como se trata de microrganismo Gram
negativo, a presenca de endotoxinas, lipopolissacarideos estdo presentes junto ao
produto de interesse, além dos residuos celulares, particulas de DNA e outras
proteinas ndo especificas. A etapa subsequente a renaturacdo da proteina é a de
purificacdo, para remocdo de todo e qualquer contaminante proveniente da célula
hospedeira e outras proteinas celulares. Outras impurezas estéo relacionadas com o
produto, como, por exemplo, a formacdo de dimeros, protedlise, aminacdo e
desaminacdo. O desenho do processo de purificacdo deve ser eficiente a ponto de
eliminar as impurezas indesejaveis com vistas a garantir a seguranca do produto e
ao mesmo tempo conferir altos rendimentos do processo de producdo
(Mohammadian-Mosaabadi et al. 2006).

Os meétodos cromatogréaficos tém sido bastante explorados para purificacao
do IFN alfa 2b hur. Técnicas distintas, como exclusdo molecular por tamanho, troca
ibnica, afinidade, fase reversa, sdo encontrados na literatura. Uma das estratégias
de purificacdo alia duas técnicas cromatograficas: troca ibnica e exclusdo molecular
(Olson, 1985).

O processo de purificacdo pode agregar varias técnicas cromatograficas e €
capaz de obter um produto com maior grau de pureza, compativeis com as normas

regulatérias para comercializacao de produtos de uso parenteral.
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A cromatografia de afinidade por metais, ou Imac, é uma estratégia
amplamente utilizada que permite separar a proteina de interesse por meio de um
marcador — cauda de histidina, glutationa S-transferase, manitol — das demais
proteinas do meio. Estes marcadores também chamados ‘parceiros de fuséo’ ja
estdo disponiveis comercialmente nos vetores de expressdo para clonagem dos
genes que codificam a proteina de interesse. No caso da histidina, em particular,
como nao ha especificidade, ha probabilidade de interacdo de cargas entre o metal e
algumas proteinas ndo especificas, e, portanto sdo necessarios outros passos de
purificac@o para obtengdo do produto (Ettlin et al. 1999). As colunas cromatogréficas
para a técnica de Imac para o marcador histidina podem ser sensibilizadas com
metais como cobalto, niquel, zinco e cobre, por exemplo. A eluicdo da proteina se da
pela composi¢cdo da fase mével, composta por agentes redutores, 0os quais reduzem
0s metais e facilmente deslocam as proteinas de interesse da matriz cromatografica
(Ettlin et al.1999).

A técnica de imunoafinidade consiste na separacdo da proteina de interesse
pela ligacdo especifica entre o produto e um anticorpo especifico ligado a matriz
cromatografica. Os anticorpos produzidos sdo murinos e podem ser carreados junto
ao produto quando eluem, o que pode acarretar contaminacdo da proteina de
interesse por virus ou materiais provenientes dos anticorpos monoclonais. Outro
topico importante é a questdo de se manter uma producdo paralela de anticorpos
monoclonais a fim de sensibilizar as matrizes cromatograficas.

Foi descrita uma purificacdo do IFN alfa 2b hur em um Unico passo com 0 uso
da técnica de troca ibnica. Esta técnica cromatografica se baseia na carga liquida da
proteina, que se liga a matriz cromatografica com carga oposta. Para o
deslocamento da proteina, utiliza-se a estratégia de aumentar gradativamente a
forca i6nica do eluente até a completa remocao do produto. Este processo deve ser
monitorado ao longo do tempo de eluicdo e a cada fracdo recolhida (Babu, 2005).
Um meétodo rapido e bastante aplicado € medir a densidade oOptica a 280 nm (Olson,
1985). Acompanha-se também a eliminacdo de acidos nucleicos, através da leitura
direta em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 260 nm.

A estratégia proposta para purificacdo da proteina pode ter mais de um
passo, porém, o controle e monitoramento de cada etapa devem ser realizados com
0 intuito de garantir o grau de pureza necessario e auséncia de substancias que

possam afetar a qualidade da proteina.
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O conhecimento prévio do ponto isoelétrico da proteina permite estabelecer
as condicdes da cromatografia, como fluxo de operacéo, tipo de resina a ser usada e
dimensionamento da coluna cromatografica. Em uma solucdo contendo o material
desejado, com forga i0Onica relativamente baixa, em pH superior ao pH do ponto
isoelétrico da proteina, a carga elétrica da proteina assume valor parcial negativo.
Assim, uma matriz carregada positivamente € capaz de reter o material. Aplicando-
se gradiente linear com aumento da forca i6nica € possivel deslocamento do
material de interesse da matriz da coluna cromatografica. A deteccao da proteina se
d4, em geral, por filtro ultravioleta (Scapol, 2005).

A partir deste material eluido, amostras séo retiradas a fim de se evidenciar o
grau de pureza, caracterizacdo, teor, peso molecular e atividade biologica da
proteina. O monitoramento de contaminantes como proteinas totais em relacdo a
guantidade de proteinas especificas, teor de acidos nucleicos, e teor de
endotoxinas.

O ingrediente farmacéutico ativo, IFA purificado, é estocado até o

processamento final. Estas atividades nao fazem parte do escopo deste estudo.

2.8 Objetivos gerais

Pretende-se apresentar um modelo de laboratério de controle em processo,
utilizando como exemplo o processo de produgédo do Interferon alfa 2b humano

recombinante.

2.8.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do estudo séo:

» Estabelecer os pontos criticos de controle para INF alfa 2b hur;

» [Estabelecer os requisitos gerenciais e técnicos preconizados no procedimento
GGLAS 02/17025;

« Estabelecer ferramentas da qualidade aplicadas ao Controle em Processo.
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2.8.2 Relevancia do estudo

O processo biotecnoldgico de obtencdo de uma proteina recombinante para
fins farmacéuticos deve seguir uma série de critérios estabelecidos em normas
vigentes, dentre elas, as Boas Praticas de Fabricacdo. O controle em processo é de
grande relevancia durante a obtencdo do produto, pois norteia os ajustes no
processo produtivo através dos resultados analiticos obtidos, aléem de garantir a
qualidade ao longo do processo de producgédo. Os resultados, portanto, devem
possuir alto grau de confianca.

Neste estudo serd abordado um modelo para gerenciamento de um
laboratorio analitico destinado a producdo de proteinas recombinantes expressas
em sistema procariético, mais especificamente voltado para o produto IFN alfa 2b

hu-r.
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3 Metodologia

Para a estruturagdo de um laboratdrio de controle em processo é necessario
conhecer o processo de producéo, suas diferentes etapas e seus pontos de controle.
Desta maneira, a atividade de controle em processo cumprird seu papel com
eficiéncia.

Neste contexto, o fluxo de trabalho do controle em processo é bastante

dindmico e segue a seguinte légica:

. Mapear o processo de producao: definir os Pontos Criticos de Controle;
. Monitorar o processo de producgéo: Definicdo das metodologias
analiticas;

. Estabelecer a frequéncia do monitoramento;

. Definir limites de aceitagao;

. Estabelecer acOes para ajustes no processo.

Portanto, usou-se esta mesma légica para o produto INF alfa 2b hu-r, com

base em um fluxograma do processo previamente estabelecido.

1. Mapear o processo de producéo e definir os PCC, utilizando a metodologia
HACCP (OMS, 2007).

2. Estabelecer sistematicas para monitoramento dos PCC, através da
definicAo de metodologias analiticas, frequéncia e limites de aceitacéo.
As metodologias foram selecionadas em literatura, assim como se valeram
da experiéncia prévia da unidade — quando foi estabelecido o laboratério

de controle em processo destinado a producédo da vacina contra Hib.

3. Estabelecer acdes para ajustes no processo e confiabilidade dos
resultados. Foi utilizado o procedimento 02/17025 da GGLAS para
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4. Definir os requisitos técnicos e gerenciais. As diretrizes j& estabelecidas
no sistema da qualidade vigente em Bio-Manguinhos foram usadas
também de modo a n&do haver conflitos com o sistema da qualidade

estabelecido na unidade.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Pontos criticos de controle

Ha um novo conceito das agéncias regulatérias, em que a consisténcia de
producdo de bioldgicos ndo pode estar somente baseada nos procedimentos
operacionais padronizados. O conhecimento aprofundado do processo e controle é
direcionado de forma a melhorar a qualidade dos processos e consequentemente
dos produtos (Gnoth et al. 2007).

Por meio de analise criteriosa de cada estagio da producéo até a obtencéo do
ingrediente farmacéutico ativo, sdo determinados pontos que podem ameacar a
gualidade do produto, ou seja, pontos que precisam ser monitorados para garantir a
qualidade ao final de cada etapa.

Com base nas etapas do processo de producdo, aplicou-se o modelo
apresentado na figura 4.1, a fim de selecionar os pontos considerados criticos e que
merecem monitoramento e averiguagoes. As diretrizes da ferramenta HACCP foram
aplicadas as diferentes etapas apresentadas no trabalho. O método consiste em
avaliar criticamente a retirada de amostra em cada etapa e registrar seu grau de
criticidade com relagcdo do processo. A partir de algumas diretrizes, pode-se
construir a figura 3.5, a qual apresenta a sequéncia de perguntas acerca de cada
etapa proposta para a producéo do IFN alfa 2b hur.

Sao realizados ensaios com o objetivo de verificar os parametros da
qualidade dos produtos biolégicos. O foco esta em garantir a seguranca e eficacia
dos produtos obtidos.

Ao aplicarmos o diagrama ilustrado na figura 4.1 faz-se uma avaliacao critica
dos pontos de controle. Ao se observar que a etapa do processo nao pode ser
modificada, torna-se crucial o monitoramento através da aplicacdo de uma técnica
analitica. Se, por outro lado, for possivel modificar a etapa de producdo de modo a

eliminar a verificacdo neste ponto, este deixa de ser critico e sua avaliacdo nao €&
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crucial para a tomada de decisao no processo. A partir desta avaliacao, elaborou-se
a matriz, apresentada na tabela 4.1, determinando os pontos criticos de controle
para o processo de producdo. Estes pontos criticos de controle relacionam acdes
preventivas de modo a se prevenir 0s eventos nao-conformes durante a producéo. A
figura 4.2, apresentada na sequéncia, ilustra o fluxograma do processo de producgéo

com seus pontos criticos de controle.

Existe medida O controle nesta —
de controle? - etapa é : Modificar a
necessario para Sim etapa
seguranca?
Sim
Esta etapa é
especialmente .
projetada para Sim
eliminar ou reduzir
riscos
N&o é
Podem ocorrer Eliminar o risco ou Sim PCC
desvios que . controla-lo para
excedam os Sim que atinja os

limites aceitaveis? limites aceitaveis
€ possivel? -

Figura 4.1- Sequéncia de perguntas acerca de cada etapa proposta para a producéo do IFN alfa 2b
hur. Fonte: Carelli, AC, 2008.
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Monitoramento

s .- oo see ~ .
Estagio (PCC) Ameaca Limite critico Método Frequéncia Acles sugeridas
*Banco de células: Baixa estabilidade plasmidial EP=Viabilidade s/ Avaliacéo da No inicio da produgdo | Preparar novo lote trabalho
Lote trabalho (EP). antibiotico/ viabilidade ¢/ | estabilidade a cada lote, até
antibiotico. plasmidial estabelecer a
consisténcia de
producgdo. Apés
estabelecer a
consisténcia,
semestralmente
Biorreagéo ‘Parametros de fermentacéo Agitacéo: Calibracao prévia A cada lote de Troca dos sensores. Possuir
fora do especificado: Temperatura: dos biossensores fermentacao sensores disponiveis na area
Agitacdo, temperatura, aeracéo, | Aeragdo para eventuais substitui¢des.
presséo, pH, oxigénio pO2: Calibracdes dos sensores e
dissolvido, fonte de carbono, Formagé&o de espuma: verificagcdes periédicas com uso
metabdlitos (acetato), formacdo | DO 600 nm: de padrdes e procedimentos
de espuma. pH: preestabelecidos.
Densidade Optica.
“Numero de bactérias viaveis Numero de Unidades Semeadura em A cada lote Avaliacdo dos parametros de

abaixo do recomendado.
Viabilidade de cultivo.

formadoras de
Coldnia/mL (UFC/mL).

placas contendo
Agar apropriado.

fermentacao, calibracédo de
sensores e promogéo de
crescimento dos meios de
cultivo

“Falta de pureza no pré-cultivo e
cultivo em biorreator.

Pureza: Cultivo puro:
bacilos Gram negativos
Ensaio qualitativo.

Observacao em
esfregaco em
laminas coradas
pelo método de
Gram
Semeadura em
placas contendo
Agar nutriente

A cada lote, a cada
retirada de amostra

Em caso de contaminagéo
investigacéo acerca da
esterilizacdo dos materiais e
meio de cultivo. Verificagdo dos
meios de cultivo utilizados.

N&o formacéo de produto.

A partir da inducéo,
formacéo de corpos de
incluséo.

ApOs preparo da
amostra:
eletroforese (SDS
PAGE), teor de
proteinas método
colorimétrico
segundo Lowry,
Western Blot.

A cada lote, ou a cada
retirada da amostra
para cinética

Avaliacdo das matérias-primas
constituintes dos meios de
cultivo, parametros de processo
de fermentacao e estabilidade
plasmidial e viabilidade do
cultivo.
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Estagio (PCC)

Ameaga

TLimite critico

Monitoramento

Método

Frequencia

Acdes sugeridas

Ruptura celular

Baixa eficiéncia da ruptura
celular e falta de controle
da temperatura durante o
processo.

Temperatura: 2 a 8°C
Tempo requerido para
ruptura.

Monitoramento da temperatura
ao longo do processo.

A avaliacdo da
eficiéncia da ruptura
celular deve ser
realizada através de
estudo e da
consisténcia dos
lotes de producéo.

Validagao do processo de
ruptura celular.

Calibracéo dos sensores de
temperatura: qualificacdo do
equipamento.

Centrifugacéo

Baixa eficiéncia da
centrifuga.

Manutencao da
temperatura para
conservacao da proteina
formada.

Temperatura: 2 a 8°C

Tempo requerido para
centrifugacao

Fluxo de alimentagéo

Monitoramento da temperatura
ao longo do processo, bem
como a velocidade de
centrifugagéo.

A eficiéncia da
centrifugacéo devera
ser estabelecida a
partir de estudos da
consisténcia dos
lotes de producéo.

Validagao do processo de
centrifugagéo.

Calibracéo dos sensores de
temperatura: qualificacdo do
equipamento

Baixa recuperacéo de
biomassa.

Deve ser estabelecido a
partir do processo
implantado

Monitoramento da biomassa por
pesagem

A cada lote.

Verificacdo dos perfis de
producéo e resultados dos
ensaios de controle em
processo. Avaliagédo
criteriosa dos meios de
cultivo tanto para reacgao
guanto para ensaios.
Verificacdo da balanca

Lavagem dos corpos de inclusdo

Tamp®es de lavagem fora
das especificacdes podem
comprometer a
purificagdo. Verificagdo do
pH, condutividade,
endotoxinas ns tampdes
de lavagem.

pH:
Condutividade:
Endotoxinas:

Potenciométrico

LAL in vitro” Gel clot

A cada preparo de
lote de tampdes.

Calibracéo prévia dos
sensores de pH e
condutividade.

Manutencéo preventiva nos
equipamentos potencidmetro
e condutivimetro.
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Estagio (PCC)

Ameaga

TLimite critico

Monitoramento

Método

Frequencia

Acdes sugeridas

Solubilizagdo os corpos de | Condutividade e pH das pH: Potenciométrico A cada preparo de Calibracéo prévia dos
inclusao solugdes desnaturantes. Condutividade: lote de tampdes. sensores de pH e
Endotoxinas LAL in vitro Gel clot condutividade.
Teor de proteinas totais Proteinas totais: Colorimétrico, segundo Lowry: A cada lote Avaliacdo dos métodos
Grau de pureza e Peso Grau de pureza: SDS- processado. analiticos (validagéo),
molecular. PAGE/HPLCRP/Eletroforese equipamentos (calibragédo ou
capilar qualificacdo) e operadores
(treinamento e validacao).
Purificagao Condutividade, pH e teor pH: Potenciométrico A cada preparo de Calibracéo prévia dos
Técnicas cromatograficas de endotoxinas dos Condutividade: lote de tampdes. sensores de pH e

eluentes.

Endotoxinas.

LAL in vitro” Gel clot

condutividade.

Manutencéo preventiva nos
equipamentos potenciémetro
e condutivimetro.

Teor de proteinas totais
Grau de pureza e peso
molecular.
Identidade.

Proteinas totais:
Eletroforese:
Identidade:

Método colorimétrico segundo
Lowry

Eletroforese (SDS-PAGE),
**eletroforese capilar

sokok

ou HPLC -RP.

A cada lote
processado.

Avaliacédo dos métodos
analiticos (validagé&o),
equipamentos (calibragéo ou
qualificacdo) e operadores
(treinamento e validacao).

T Os limites criticos devem ser estabelecidos durante a avaliagédo da consisténcia de produgéo e a partir dos dados de transferéncia de tecnologia.
Fonte: Elaborado com base em: *Trotta, P. P. et al., 2000. **Altria K. D., Kelly, M. A., Clarck, B. J., 1998.;***Zarrin, A., Foroozesh, M., Hamidi, M., Mohammadi-Samani, S., 2006



Banco de células Estabilidade plasmidial

Lotes de consisténcia).
Lote trW ( )

Agitacéo, temperatura,
aeracdo, formacao de
espuma, DO 660 nm, pH,

Ferrr_]entagéio ou pureza de cultivo,
Biorreacao viabilidade, formacé&o de
produto.

Recuperacéo do Produto
Temperatura e tempo

Ruptura celular

Velocidade de
centrifugacao, fluxo de
alimentacédo, temperatura

Centrifugagé0<

Lavagem dos corpos de inclusdo—_|

Condutividade, pH, teor
endotoxinas (LAL)

Solubilizacédo dos Corpos de inclusdo—

L)1

Condutividade, pH, teor
endotoxinas (LAL),

Teor de proteinas totais,

~ grau de pureza e peso
Renaturagcao molecular
\ Condutividade, pH, teor
endotoxinas (LAL),
Purificacao

Teor de proteinas totais,
grau de pureza, peso
molecular e identidade,
atividade bioldgica.

Ingrediente

Farmacéutico ativo

Controle da
Qualidade

IFA

Figura 4.2 - Fluxograma das etapas do processo de producéo do INF alfa 2b hu r e seus pontos
criticos de controle. Fonte: Adaptado de Jungbauer et al. 2004 e Olson, 1985.
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4.2 Meétodos Analiticos

Conforme a tabela 4.1 foram propostas algumas metodologias analiticas a fim
de monitorar o processo de producdo. Estdo disponiveis na literatura incontaveis
tipos de métodos analiticos nos campos da quimica analitica e bioanalitica,
bioguimica, biologia, biologia clinica e farmacologia (Taverniers et al. 2004).

As farmacopéias e guias das agéncias regulatorias estabelecem na
monografia dos produtos biolégicos algumas metodologias analiticas que devem ser
adotadas para os produtos em analise. Aqueles métodos ja publicados sofreram
exaustivas pesquisas e avaliacbes como sensibilidade, robustez e limites de
quantificacdo e de determinagao.

A avaliagdo microbiolégica durante a producéo de injetaveis requer cuidados
extremos com relacdo a contaminacdo microbiana. Os produtos devem estar livres
de contaminantes e sdo testados quanto a esterilidade bacteriana e fungica. Em
produtos termossensiveis, ndo é possivel realizar a esterilizagdo por calor ou atravées
de filtracdo esterilizante e por isso é preciso conduzir as atividades em ambientes
livres de contaminacfes, ou seja, areas classificadas e monitoradas quanto ao
namero de particulas totais e viaveis no ambiente. Sao realizadas acles
padronizadas e monitoradas de forma a minimizar os riscos de contaminag&o. A
cada etapa de processo investiga-se a carga microbiana e o teor de endotoxinas nas
solucdes de processo e, em alguns casos, até mesmo nos produtos em processo.

A seguir, uma breve descricdo das metodologias analiticas propostas na
tabela 4.1.

4.2.1 Estabilidade plasmidial

A estabilidade plasmidial é executada como um controle do lote de trabalho,
em geral designado como matéria-prima e, portanto analisado pelo controle da
qualidade. A verificacdo a cada lote processado é util para a rastreabilidade do
processo. Trata-se de verificar se 0 microrganismo mantém o plasmideo
geneticamente modificado em seu interior. Em algumas constru¢cdes recombinantes
existe um gene de selecdo que codifica a resisténcia a antibiéticos, este mecanismo
pode ser utilizado para a sele¢cdo dos recombinantes, pois um meio que contenha
tais antibiéticos somente os microrganismos com plasmideo que contém o gene da

resisténcia ao antibiético serdo capazes de se desenvolver. A evidéncia é o
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crescimento microbiano caracteristico em placas contendo meio nutriente. A razao
entre o numero de colbnias formadas em meio contendo antibiético e meios sem
antibioticos na composicao definirdo, por analise estatistica, se a cultura € estavel
(Garnick et al. 1998).

4.2.2 Pureza do cultivo

Utiliza-se a observacdo ao microscépio Optico de esfregacos dos cultivos
corados pelo método de Gram. O analista deve procurar exaustivamente em
diversos campos da lamina corada por microrganismos com propriedades
morfotintoriais diferentes daquelas do microrganismo em propagac¢éo. Assim, pode-
se afirmar, com uma busca relativamente rapida, que o cultivo esta livre de outros
microrganismos que ndo aquele que esta sendo cultivado. Outra prova de pureza
utilizada € a semeadura em agar nutriente. Visualizam-se as colbnias e estas, sendo

de um Unico organismo, apresentam morfologia colonial semelhante.

4.2.3 Carga microbiana

Realizada nos tampdes de processo, ou agua de rinsagem de sistemas
cromatograficos, tem por objetivo monitorar a contaminacdo bacteriana. Pode ser
conduzida por meio da filtracdo em membrana de porosidade equivalente a 0,22 um.
As bactérias ficam retidas no filtro e este € semeado em meio de cultivo e incubado
entre 30°C e 35°C por 48 horas (USP 30 NF25, 2007).

4.2.4 Teor de endotoxinas

O teor de endotoxinas é avaliado a fim de se monitorar a quantidade de
lipopolissacarideos oriundos do microrganismo E. coli. Utiliza-se a técnica in vitro,
em substituicho do ensaio in vivo, realizado em coelhos. A grande vantagem do
método in vitro, ou LAL (lisado de amebdcitos de Limulus), é o tempo de andlise,
bastante reduzido, quando comparado com 0 ensaio in vitro. Estdo disponiveis
varios métodos, como cinético, enzimatico e gel clot. Atualmente, existe oferta de
sistemas de teste portétil (PTS) para o ensaio, em gue o0s resultados séo obtidos em
até 15 minutos (USP 30 NF 25, 2007).
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4.2.5 Peso molecular e pureza de proteinas por elet roforese

A técnica de eletroforese baseia-se na carga elétrica intrinseca das moléculas
proteicas. Quando se aplica um campo elétrico em uma solug¢édo contendo proteinas,
estas moléculas migram na dire¢cdo oposta a da carga elétrica. A distancia percorrida
reflete a sua dimenséo (massa molecular) e carga elétrica total.

A estrutura terciaria de uma proteina, ou seja, sua conformacdo nativa
apresenta-se enovelada. Sob condicfes de desnaturacédo, a estrutura molecular &
guebrada, permanecendo somente a estrutura primaria, portanto, todos os
espécimes encontram-se em condi¢cdes semelhantes e todas as proteinas em uma
determinada solucdo assumem a mesma carga liquida intrinseca, negativa, e
migram para o polo positivo, ocorrendo o deslocamento com velocidade maior das

proteinas menores e o deslocamento menor daquelas maiores (Silva Jr, 2001).

4.2.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia— Fa se reversa (HPLC-RP)

Outras técnicas também sédo capazes de definir a pureza de uma proteina,
além de quantifica-la. Segundo Zarrin e colaboradores (2006), o método de
cromatografia de alta eficiéncia aplica principios da fase reversa e pode ser utilizado
como alternativa. Este método € desenvolvido em torno de 20 minutos para cada
amostra. Ha que se preocupar com padrdes, para quantificar a proteina, além de
material de referéncia estabelecido, a fim de se avaliar o desempenho do ensaio. A
deteccdo do analito é dada investigando-se o comprimento de onda na faixa do

ultravioleta.

4.2.7 Ensaio imunoenzimatico (Elisa)

Um método utilizado na deteccgédo, identidade e quantificacdo da proteina é
aquele denominado de ensaio imunoenzimatico. Esta metodologia consiste na
ligacdo especifica entre antigeno e anticorpo, e este ultimo, conjugado a uma
enzima, desenvolve coloracéo de intensidade compativel com o numero de ligacbes

especificas. Requer um anticorpo monoclonal preparado exclusivamente para o
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ensaio.

4.2.8 Eletroforese capilar
A eletroforese capilar € um método demonstrado por Fujiwara & Honda (1987),

citado por Altri (1998), e consiste na separacdo de espécimes em uma solucao de
acordo com a carga elétrica do analito. Tem sido realizado com sucesso na industria
farmacéutica por apresentar uma agilidade de resposta analitica, em amostras
contendo proteinas e peptideos. O método de eletroforese capilar em gel filtragéo é
utilizado para estimar o tamanho molecular dos espécimes proteicos (USP 30,
2007).

4.2.9 Determinacgdo de proteinas totais: Método colo  rimétrico segundo Lowry:

A metodologia para a determinacdo de proteinas, conforme Lowry e
colaboradores (1951), baseia-se na complexacao dos grupamentos aminoterminais
com ion cobre em pH béasico. Apds a adicdo do reagente Folin-Ciocalteus, ocorre a
formacdo de sais de molibdato-tungsténio, desenvolvendo coloragdo azulada, de
intensidade proporcional a concentracéo de proteinas no meio. A medida é realizada

no espectrofotdbmetro em comprimento de onda em 750 nm.

4.2.10 Western Blot

Também denominado imunodeteccdo de proteinas em membranas de
nitroceluose’, este método é utilizado na deteccdo de proteinas e em extratos
proteicos crus e caracterizacdo de proteinas recombinantes. Tem por principio
detectar pequenas quantidades de proteinas adsorvidas em uma membrana de
nitrocelulose que reagiram com anticorpos especificos para a proteina em andlise.
Um anti-anticorpo conjugado a enzima peroxidase, por exemplo, é adicionada sobre
a membrana. A ligacdo entre a proteina-anticorpo-anti-anticorpo conjugado a
enzima, na presenca de substrato, desenvolve coloracdo, o que evidencia a

localizacédo da proteina de interesse na membrana (Brigido, 2003).



60

4.2.11 Consideracdes

As metodologias apresentadas sdo correntemente utilizadas em laboratérios
analiticos. A escolha dependera do tempo destinado a cada analise, sensibilidade,
robustez do método, além da repetitividade e reprodutibilidade, dados apresentados
durante a validagdo analitica. O tratamento dos resultados e o estabelecimento do
erro analitico possibilitara o conhecimento do grau de dispersdo da medida e os

ajustes na producao poderéo ser realizados garantindo-se a qualidade do produto.

4.3 Modelo gerencial para o laboratério de controle em processo

A proposta de modelo de um laboratorio de controle em processo esta
baseada nos requisitos gerenciais e técnicos preconizados pela GGLAS/ Anvisa e
publicados como procedimento GGLAS 02/17025, partindo de critérios publicados
na norma NBR:ISO/IEC17025, os quais primam pela exceléncia em laboratorios de
calibracdo e ensaios. O procedimento 02 da GGLAS tem seu foco em laboratorio
analiticos em saude e, portanto, tem aplicacdo direta no modelo proposto neste
estudo, o biofarmao INF alfa 2b hur.

Cada requisito gerencial foi tratado e analisado criticamente. Verificou-se a
sua aplicacdo alinhando-se aos procedimentos estabelecidos no Sistema de
Garantia da Qualidade de Bio-Manguinhos, e como premissa basica o laboratério de
controle em processo da vacina contra Hib. Nesta avaliacdo, apontam-se as
sistematicas que devem ser adotadas, propdem-se melhorias ou apontam-se
necessidades de implantacdo de préaticas, em virtude das particularidades do
processo de producgéo do INF alfa 2b hur.

O procedimento 02 divide-se em cinco partes, sendo 0s requisitos técnicos
referenciados na parte 4 e os técnicos na parte 5. Os critérios ou requisitos
gerenciais estao descritos na tabela 4.2. Os requisitos gerenciais estao subdivididos
em 14 itens e destinam-se a sistematizar acdes para organizagcao, registro e
tomadas de acdo gerenciais a fim de manter um alto padrdo de qualidade para a

atividade finalistica, ou seja, ensaio e seu resultado.
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Cada item foi brevemente discutido, no intuito de alinhar os procedimentos ja
existentes as necessidades elencadas segundo o procedimento GGLAS 02/17025.
Uma proposta foi elaborada para aqueles itens cuja especificidade das atividades da
producdo de proteinas recombinantes esteja presente o que, portanto, exige a
necesséaria adequacao ou elaboragcdo de novas sistematicas para atendimento aos
requisitos, bem como as particularidades do produto.

Tabela 4.2 — Critérios gerenciais apontados no proc  edimento GGLAS 02/17025

Requisito ou Descricédo

Critério

4.1 Organizacao

4.2 Sistema da Qualidade

4.3 Controle de documentos

4.4 Andlise critica dos pedidos, propostas e contratos
4.5 Subcontratacao de ensaios e calibracdes

4.6 Aquisi¢do de servicos e suprimentos

4.7 Atendimento ao cliente

4.8 Reclamages

4.9 Controle de trabalhos de ensaio ndo-conforme
4.10 Acdo corretiva

411 Acao preventiva

4.12 Controle de registros

4.13 Auditorias internas

4.14 Andlise critica pela alta geréncia

Fonte: Procedimento 02/17025, Anvisa, 2003.

4.3.1 Critério 4.1 — Organizacao

Este item trata das questbes organizacionais do laboratério; de tudo de que
se necessita quanto as atribuicbes formalmente designadas e funcdes da unidade
organizacional, ou seja, do laboratério de controle em processo.

A funcdo do gerente da qualidade, neste caso, relaciona-se com aspectos
técnicos do laboratério analitico, portanto € uma funcdo bastante especifica. O
gerente da qualidade requer alto grau de conhecimento técnico-analitico. A pessoa
designada para esta funcéo, preferencialmente, ndo deve pertencer ao corpo técnico
do laboratorio analitico, evitando o conflito de interesses. Pode ser representada por
uma pessoa pertencente ao quadro funcional da garantia da qualidade, para tratar
dos assuntos relacionados a qualidade dos ensaios e ao sistema de gestdo da
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qualidade implantado no laboratério. O gerente do Departamento de Garantia da
Qualidade, obviamente, deve ter conhecimento dos assuntos e a¢des tomadas pelo
gerente da qualidade designado por ele, para o controle em processo. Entende-se
como gerente da qualidade um representante do Departamento de Garantia da
Qualidade (Degaq), que a partir da estrutura organizacional, na qual estéao
estabelecidos os niveis hierarquicos da organizacdo, perpasse todas as atividades
que envolvem a execucao das tarefas inerentes ao controle em processo, bem como
suas interfaces.

Além da estrutura organizacional, as responsabilidades e atribuicées do corpo
técnico (e do supervisor desta area), precisam ser definidas, e todos os envolvidos
precisam ter conhecimento das mesmas. Esta premissa possibilita que cada
funcionario realize suas atividades a contento.

Outro ponto importante € que o laboratério de controle em processo, na
pessoa de seu gerente técnico, disponha de substitutos treinados e capazes de
exercer as fungdes gerenciais na sua auséncia. Esta necessidade se da devido ao
periodo de férias, treinamentos e/ou cursos, em que 0 gerente ndo esteja presente,
porém ha uma pessoa capaz de realizar a tomada de decisdes e ac¢les a fim de
garantir a continuidade das atividades. Os clientes do controle em processo fazem
parte da instituicdo e, portanto, estdo em contato direto com o laboratério. Esta
facilidade na troca de informacfes propicia a melhoria dos padrbes de trabalho, pois
o retorno do grau de satisfacdo € imediato. Tal quesito sera tratado com maior
profundidade nos préximos itens.

O conflito de interesses precisa ser evitado. Os resultados encontrados e
investigados, caso evidenciem desvios, precisam ser divulgados ao cliente de forma

imparcial e sem que haja tendéncias.

4.3.2 Critério 4.2 — Sistema da Qualidade

O sistema da qualidade determina que toda organizacao e funcionamento do
laboratorio estejam descritos em manual da qualidade, voltado para as atividades
inerentes ao controle em processo.

O laboratério de controle em processo, formalmente designado na unidade,
destinado ao controle da vacina contra Hib ndo possui a sisteméatica padronizada,

embora esta tenha sido prevista, encontrando-se na fase de projeto. Varios itens
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deste requisito ja estdo contemplados como parte das ac¢fes da garantia da
gualidade de Bio-Manguinhos. Como proposta para o controle em processo do novo
laboratorio destinado a producéo de interferon alfa 2b hu-r alguns procedimentos
tém papel de manter o corpo técnico motivado e orientado para alcance dos

resultados. Sao eles:

a) Criacdo do manual da qualidade;

b) Designacao de gerente da qualidade;

c) designacao de um gerente técnico, que naturalmente deve ser o supervisor
da éarea;

d) responsabilidades e atribuicbes claramente definidas e formalmente
estabelecidas;

e) Criacdo da politica da qualidade, alinhada a missdo e valores da

organizacdo sem, no entanto entrar em conflito com a politica institucional.

4.3.3 Critério 4. 3 — Controle de documentos

O controle de documentos refere-se ao procedimento de emissédo, controle da
distribuicdo e recolhimento das versdes aos usuarios. Este critério elenca os
requisitos necessarios para que seja efetivo o controle da documentacéo do sistema
da qualidade.

Para o laboratério a ser implantado sugere-se seguir as diretrizes do Sistema
de Garantia da Qualidade em Bio-Manguinhos, o qual ja possui um procedimento
que trata do controle dos documentos internos da unidade e esta codificado como DI
0001. Todos os procedimentos emitidos na unidade precisam ser verificados e
formatados pela Garantia da Qualidade. H&4 também uma lista mestra dos
documentos emitidos por todas as unidades que compdem Bio-Manguinhos. Alguns
deles encontram-se disponiveis em meio eletrénico, porém ndo ha um procedimento
formal para controle das atualizacbes. Conforme estabelecido no DI 0001, os
procedimentos e instrugdes de trabalho tém validade por trés anos. Os documentos
obsoletos precisam ser devolvidos a Garantia da Qualidade. O controle de
distribuicdo e devolucao é feito por meio de guias de distribuicdo e recolhimento, nas

quais constam o nome e a data de distribuicdo. Ha controle de revisao e alteragdes,
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portanto, este procedimento estd de acordo com as exigéncias do procedimento
GGLAS 02/17025. Nao € permitida alteragdo manuscrita da documentacdo da
qualidade. Assim, qualquer alteracdo em procedimentos devera ser registrada e

emitida nova revisdo do documento o mais breve possivel.

4.3.4 Critério 4.4 — Analise critica dos pedidos, p  ropostas e contratos

E necessario fazer andlises criticas das solicitagdes feitas pelos clientes para
que se planejem as condi¢cdes estruturais e 0s recursos disponiveis para o
processamento das analises.

Como o laboratorio de controle em processo para a vacina Hib ja possui
definidos os pontos de controle e metodologias analiticas, o nUmero de amostras e
ensaios esperados é discutido quando é proposto o cronograma de producdo, em
geral para periodos de um ano. A mesma diretriz deve ser adotada, uma vez que a
demanda é ajustada junto ao Ministério da Saude.

Héa planejamento prévio na unidade em que séo avaliados itens de insumos e
equipamentos necessarios para o cumprimento do cronograma de trabalho. O
planejamento engloba desde a aquisicdo de insumos em quantidades suficientes,
horas extras para os funcionarios em caso de necessidade, adequacdo dos
procedimentos e metodologias de ensaios, programas de manutengdo de
equipamentos, programa de calibracdo de instrumentos de forma que seja realizado
o pleno atendimento o cronograma.

Como sdo discutidos em reunides ordinarias entre o planejamento e
producéo, os registros das tomadas de decisao séo feitos em atas de reunido.

Em casos especificos, quando ocorrem mudancas no processo de producéo,
as reunides prévias sao requeridas com intuito de mapear a insercao de pontos
criticos de controle, além de se avaliar as condi¢cdes de execucdo de novos ensaios

ou de acréscimo de amostras.

4.3.5 Critério 4.5. — Subcontratacdo de ensaios e ¢ alibracdes

Devido a necessidade de resposta rapida a producdo, a subcontratacéo de

servicos nao é uma pratica comum na rotina laboratorial. Uma vez que o laboratoério
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esta estruturado para atender a demanda interna, ndo € necessario prever
subcontratacdo de ensaios. Porém, em casos excepcionais (como, por exemplo, na
caracterizacao de produtos), admite-se a subcontratacdo de ensaios que demandam
uso de equipamentos sofisticados e de alto custo. A subcontratacdo deve estar
atrelada a um contrato e a competéncia do laboratério contratado precisa estar
validada.

Em caso de subcontratacdes, mantém-se registros dos resultados obtidos
para rastreabilidade. E o caso da calibracdo e qualificacbes de instrumentos
realizados pelo Laboratorio de Metrologia e Validacdo (Lamev), que em suas
interfaces trabalha com fornecedores de servico que pertencem a RBC (Rede
Brasileira de Calibracoes).

Por fim, a analise critica pela alta administracdo deve ser conduzida para
aprovacao ou rejeicdo dos laboratérios que porventura precisem ser contratados

para eventuais servicos.

4.3.6 Critério 4.6 — Aquisicao de servigcos e suprim  entos

Uma das causas dos erros analiticos pode ser a qualidade das matérias-
prima destinadas as analises quimiométricas. Desta forma, sdo necessarios
procedimentos que garantam a qualidade dos insumos para resposta adequada ao
ensaio.

Existe sistematica implementada para o Lameyv, através da DI 0013, que trata
da aquisicdo de materiais ou servi¢os, além daquela estabelecida para o controle da
validade dos insumos, DI 0481. A adocéo destes procedimentos atende aos critérios
estabelecidos no GGLAS 02/17025 e nao ferem o sistema da qualidade em curso.
Ha também uma preocupacéo com relacéo a aquisicao de itens pelo servigco publico,
o qual segue a Lei n. 866 — que estabelece a aquisicdo de materiais e insumos a
partir de licitagdo e menor preco.

A avaliacdo prévia dos fornecedores, e sua qualificagdo encontram-se
padronizada para a unidade, embora nem todos 0s servicos e insumos sofram
inspecédo prévia. Desta forma, sugere-se seguir as diretrizes ja implantadas para o

novo laboratorio.
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4.3.7 Critério 4.7 — Atendimento ao cliente

Este item contempla a interface com os clientes e o pleno atendimento as
suas solicitacfes. Uma vez que o cliente para o controle em processo é a propria
producdo, a interface encontra-se facilitada. Os registros das discussfes em
reunidoes, pertinentes ao grau de satisfacdo dos clientes, precisa ser mantido e as
acOes tomadas podem ser monitoradas periodicamente, a fim de se evidenciar se
acOes propostas foram cumpridas e se as melhorias implementadas satisfazem as
necessidades dos clientes. Com esta sistematica, apuram-se as causas, avalia-se a
procedéncia, com alimentacédo de dados para melhoria das ferramentas de gestao.

Atualmente, o Lamev realiza pesquisas de satisfacdo de clientes e ha
sistematica padronizada para a coleta de informacdes dos usuarios e tratamento dos
dados levantados. O procedimento esta descrito no DI 0016. A adocao deste padréo
€ interessante para o novo laboratério, pois € capaz de fornecer respostas rapidas
visando a melhoria do fluxo das informacdes entre controle em processo e producgéo
(cliente), entendendo-se as diferentes etapas da producado e intercorréncias que

possam existir relativas aos resultados encontrados.

4.3.8 Critério 4.8 — Reclamacdes

Este critério trata das relacbes entre cliente e laboratoério no que tange os
prazos para entrega de resultados, grau de assertividade do laboratorio e
confiabilidade metroldgica. Qualquer reclamacdo precisa ser investigada, suas
causas apuradas e um tratamento adequado proposto e executado. As acgles
tomadas precisam ser monitoradas e registradas.

E necessario um procedimento que venha a padronizar o tratamento
dispensado as reclamacdes de clientes. Um registro igualmente padronizado permite
gue todos os dados e acdes sejam devidamente mantidos. Apesar de o cliente ser
anico, este processo possibilita retroalimentar o sistema da qualidade, com a
promocdo de melhorias continuas. Uma das maneiras de ser realizado é criar um
procedimento com as instrucdes acerca do registro da reclamacédo. A ferramenta
pode ser elaborada através de planilha ou quadro informativo. E deve estar

disponivel ao departamento de modo que 0s usuarios tenham acesso.
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4.3.9 Critérios 4.9,4.10 e 4.11 — Controle de trab alhos de ensaio
nao-conforme, agao corretiva e preventiv. - a

Estes itens serdo tratados em conjunto, uma vez que se referem a um mesmo
assunto: as nao-conformidades e suas acgoes.

Eles determinam quais as acdes devem ser tomadas em caso de evidéncia
de ndo-cumprimento de um requisito estabelecido. Sdo propostas acdes corretivas
no intuito de que medidas eficazes sejam tomadas de modo que as causas da nao-
conformidade sejam eliminadas e nd&o tornem mais a ocorrer, ou que sejam
implantadas melhorias ao processo, de modo a prevenir possiveis nao-
conformidades.

A sistematica implantada em Bio-Manguinhos para registro e tratamento de
ndo-conformidades esta estabelecida no DI 0002: Abertura de relatério de melhorias
e nao-conformidades, investigacdo e tomada de acdes preventivas e corretivas. A
adocdo deste procedimento é obrigatéria para todos os departamentos e
laboratérios de Bio-Manguinhos. E utilizado para averiguar as causas, quando as
acOes sdo previamente discutidas entre os envolvidos, sendo as discussoes,
mediadas pela garantia da qualidade. Internamente, nos laboratorios de controle em
processo, esta sistematica vem auxiliar e contribuir com o sistema da qualidade da
unidade. Através da investigacdo e acompanhamento, o Degagq monitora as acdes
corretivas adotadas, com o registro das acdes tomadas, bem como a definicdo dos
responsaveis e seus prazos.

De acordo com o mesmo procedimento existem acdes preventivas ou de
melhoria. Sao tomadas ac¢Oes de modo proativo, sem que tenham ocorrido
previamente falta de cumprimento a um requisito ou procedimento estabelecido.
Estas acOes podem advir de relatérios de inspecdo, como recomendacdes, ou,
ainda, a partir de discussdes técnicas, reunibes de analise critica do sistema da
qualidade ou de assuntos técnicos. O registro € disponibilizado na instituicdo por
meio da intranet.

E obrigatoério treinamento para o corpo técnico envolvido com o controle em
processo neste procedimento, a fim de que a ferramenta seja bem aplicada e
utilizada com o intuito de retroalimentar o sistema da qualidade proposto.

O documento DI 0014, estabelecido pelo Departamento de Controle de
Qualidade (Dequa), refere-se ao gerenciamento de resultados invalidos ou fora de
especificacdes, e determina a sistematica para gerenciamento dos mesmos. A

implantacdo do procedimento permite delimitar o niumero de repeticbes que podem
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ser realizadas para um determinado parametro analitico. Possibilita maior agilidade
na entrega dos resultados, mas é importante que outras ferramentas sejam
utilizadas a fim de validar os ensaios realizados.

O documento Out of Specification — OOS - (1998) estabelece diretrizes para
avaliacado dos resultados fora da especificagdo preconizada. S&o seis etapas para
uma breve investigacao e posterior tomada de deciséo.

1. Discutir o método com o analista; confirmar o desempenho e o
conhecimento do analista de acordo com o procedimento previamente estabelecido.

2. Examinar os dados brutos obtidos durante as andlises, incluindo-se
cromatogramas, espectros, identificando informagdes andmalas ou suspeitas.

3. Confirmar o desempenho dos instrumentos.

4. Determinar o padréo de referéncia apropriado, solventes, reagentes, e
outras solucdes que, quando utilizadas, estejam de acordo com as especificacoes.

5. Avalie o desempenho do método para garantir que a execucdo esta de
acordo com os padrdes requeridos baseados nos dados de validagéo analitica.

6. Emitir parecer documentado, com a aceitacdo ou rejeicao do ensaio.

Resultados fora das especificagcbes requerem investigagbes junto ao
laboratério analitico e alguns critérios precisam ser cuidadosamente avaliados.
Equipamentos, materiais, insumos, reagentes, analistas, além de observacéo clara

do processo, a fim de evidenciar tendéncias e desvios de producéo.

4.3.10 Critério 4.12 — Controle dos registros

O controle de registros prevé a padronizacdo das memorias e dados gerados
durante as atividades inerentes ao laboratério. Muitas diretrizes ja se encontram
estabelecidas no Sistema de Gestdao da Qualidade que vigora na unidade. O DI
0003 — Controle de Registros — padroniza este procedimento para unidade. Os
dossiés de producéo e os dados relativos aos ensaios de controle em processo sao
armazenados no Degag. Os dados brutos sdo mantidos nos arquivos, em planilhas
eletrOnicas, no departamento de origem para consulta.

A disposicao dos registros de producdo e tempo de guarda fica a cargo do

Degaq, que mantém um arquivista a fim de controla-los. As diretrizes das boas
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praticas de fabricacdo preveem os registros técnicos de maneira semelhante a
preconizada pelo procedimento GGLAS 02/17025.

Os boletins de analise preenchidos pelo laboratério de controle em processo
para producdo de vacina contra Hib cumprem atualmente todos 0s requisitos
expostos. Os resultados gerados para o controle em processo nhdo Sa0 expressos
com a incerteza de medicdo, entretanto, os requisitos técnicos do procedimento
preconizam o uso do célculo de incerteza de medigéo.

O plano de amostragem devera garantir que a amostra representa o todo.
Segundo Triola (1998), quando se trata de amostragem de numero de frascos ou
recipientes finais, utiliza-se a férmula: N®°, em que N é o nimero de recipientes
finais. Este estudo estabelece as diretrizes para o0 controle em processo
compreendido entre a biorreacdo e a obtencdo do ingrediente farmacéutico ativo
(IFA), ou seja, a amostragem deve ser efetuada no produto a granel. No caso do
IFA, ha um Unico recipiente ou lote e, portanto, um tratamento estatistico destinado a
produtos produzidos em batelada e acondicionados em um Unico frasco ou
recipiente. Deve-se avaliar o todo a partir do quantitativo de amostras para 0s
ensaios preestabelecidos, acrescidos de amostras para retencdo ou amostras de
arquivo. Tais amostras sdo destinadas a reandlise ou contraprova, no caso de
davidas relacionadas ao resultado final. As amostras de arquivo de controle em

processo devem permanecer sob guarda do controle em processo.

4.3.11 Critério 4.13 — Auditorias internas

As auditorias ou inspe¢fes sdo a evidéncia de que o0 sistema e suas
sistematicas sdo adotados na organizacdao ou laboratério. Trata-se das evidéncias
objetivas de que o sistema da qualidade implantado € eficaz (RDC n.210, 2003).

A sistematica para auditorias internas estd estabelecida na Divisdo de
Garantia da Qualidade (Digaq) através do DI 0004. Porém, o procedimento refere-se
ao sistema da qualidade com base nas boas praticas de fabricacdo. Ha necessidade
de se estabelecer o documento a partir do procedimento GGLAS 02/17025, para o
preparo de planejamento da auditoria, além de formacg&o técnica para os auditores
internos da qualidade. O procedimento GGLAS n. 5 estabelece os critérios para a

realizacdo de auditorias e analise critica do sistema da qualidade dos laboratorios.
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Tal procedimento podera servir como base para introducdo e padronizacdo da
sistematica para avaliagdo dos laborat6rios de controle em processo.

A interface entre o controle em processo e o Degaq, por intermédio da Diviséo
de Auditoria, precisam ser estreitados, pois as inspecdes preveem itens particulares,
inerentes ao procedimento GGLAS 02/17025. E necessario capacitar auditores
internos da qualidade para a realizagdo de auditorias de processo (ocasidao em que

um ensaio sera realizado na presenca dos auditores).

4.3.12 Critério 4.14 — Analises criticas pela gerén cia

O cumprimento deste item leva a uma reflexdo sobre as agcbes tomadas e a
conducdo dos servicos prestados pelo controle em processo. A partir da analise
critica promovem-se melhorias no sistema implantado.

A analise critica do Sistema de Gestdo da Qualidade (DI 0005) estabelece a
sistemética para avaliacdo das reunifes de analise critica do sistema da qualidade.
Todos os registros da qualidade, como relatérios de ndo-conformidade, resultados
de programas interlaboratoriais, estimativas de incerteza, validacdo de
metodologias, reclamacdes de clientes, pesquisa de satisfacdo de clientes devem
ser tratados nestas reunides, além de qualquer outro assunto relativo a qualidade
dos resultados ou produtos. Devem fazer parte destas reunides pelo menos o
gerente da qualidade do laboratorio, o supervisor ou gerente técnico, o gerente do
departamento de producdo e garantia da qualidade. Durante a implantacdo do
sistema, a frequéncia de reunides deve ser, no minimo, semestral ou trimestral.

Os registros devem ser feitos em atas de reunido e as tomadas de acao
precisam ser monitoradas, a fim de evidenciar a eficacia do sistema. Estes itens

devem ser incluidos nos procedimentos existentes.

4.4  Requisitos técnicos

Os requisitos técnicos estdo relacionados as questfes que influenciam na
qualidade das medicdes, como fatores humanos, ambiente, equipamentos,
metodologia e documentacdo. S&o cinco as principais causas de erros, e se foram

trabalhadas de maneira proativa eles podem ser contornados de modo a evitar
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falhas e, por conseguinte, garantir a qualidade dos produtos. Dessa forma, sera
dada énfase aos requisitos técnicos com base nas propostas em conjunto entre
dados de literatura e o sistema da qualidade implementado em Bio-Manguinhos.

A tabela 4.3 relaciona os dez critérios relativos aos requisitos técnicos

preconizados no procedimento GGLAS 02/17025.

Tabela 4.3— Requisitos técnicos apontados no procedimento GGLAS 02/17025.

Reqqisito ou Descricao
critério
51 Fatores que influenciam a qualidade das medi¢bes
5.2 Pessoal
5.3 Acomodac®es e condigdes ambientais (instalagfes)
5.4 Métodos de ensaio e validacdo de métodos
5.5 Equipamentos
5.6 Rastreabilidade
5.7 Amostragem
5.8 Manuseio de amostras
5.9 Garantia da qualidade de resultados de ensaios
5.10 Apresentacdo de resultados

Fonte: Procedimento GGLAS 02/17025 (Anvisa, 2003).

4.4.1 Critério 5.1 — Fatores que influenciam a qua lidade das medicfes

Muitos sdo os fatores que influenciam a qualidade das medi¢bes. Destacam-
se 0 ambiente, a amostragem, insumos, pessoal, equipamentos, métodos analiticos.
A rastreabilidade das a¢Bes tomadas, bem como a qualificacdo dos equipamentos,
treinamento de pessoal. As validacbes analiticas devem ser prontamente

rastreaveis.

4.4.2 Critério 5.2 — Pessoal.

Os fatores humanos sao parte essencial da qualidade dos resultados, pois os
ensaios sdo realizados por técnicos treinados e capacitados para tal funcao.
Segundo o procedimento GGLAS 02/17025, é necessario pessoal suficiente, com
formacdo adequada, treinamento, competéncia técnica e experiéncia para exercer

as funcbes designadas. A legislacdo vigente de Boas Préticas de Fabricacdo (RDC
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n. 210, 2003) preconiza, também, a necessidade de pessoal em quantidade
suficiente e habilitado para desempenhar as atividades designadas no laboratério.
Portanto, buscou bibliografia complementar para o completo entendimento dos
critérios relevantes a confiabilidade dos resultados analiticos.

Competéncia € definida como o conjunto de conhecimentos, habilidades e
atitudes que justificam alto desempenho. Ha que se considerar que os melhores
desempenhos estdo fundamentados na inteligéncia e na personalidade das pessoas
(Fleury & Fleury, 2004).

As competéncias individuais vao além da qualificacdo do individuo. A figura
4.3 representa as for¢cas das competéncias, que alia os conhecimentos, ou seja, a
formacao, habilidades e atitudes do individuo.

Conhecimentos « Informacao
* Saber o que e por
que fazer

COMPETENCIA

Habilidades /' Atitudes

e Técnica
e Destreza
e Saber como fazer

® |nteresse
* Determinagao
e Querer fazer

Figura 4.3 — As forcas das competéncias. Fonte: Brandao & Guimaraes, 2001.

Caracterizar os recursos de competéncia para a atividade de controle em
processo requer que sejam mobilizadas as competéncias individuais necessarias
para o cumprimento das atividades com agilidade e confiabilidade. Além dos
conhecimentos adquiridos na formacéo, sobre o ambiente operacional, o individuo
também necessita ter habilidade quanto ao saber-fazer e atributos ou competéncias
intangiveis: Saber ser / agir (Ruas, 2005).

A partir das atividades elencadas avalia-se a demanda do controle em
processo do IFN alfa 2b hu-r. Os conhecimentos técnicos e a formacédo dos

individuos devem ser levados em consideracdo na captacdo do corpo técnico,
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porém ha outros atributos que precisam também ser avaliados. A denominada
‘competéncia metodolégica’ é considerada a capacidade autdbnoma de encontrar
novos caminhos na solucdo de tarefas complexas e poder transferir a competéncia
adquirida para novas situacdes. E ha também a competéncia dita ‘social’. Nesta, o
individuo demonstra a habilidade e comunicar-se com o grupo, além de cumprir
tarefas dividindo-as com um grupo de trabalho (Market, 2000).

O dimensionamento do quadro funcional é proposto com base em tempos e
movimentos, a partir da natureza das atividades realizadas e também no tempo que
deve ser despendido para sua realizacdo. Como o modelo proposto destina-se a
laboratério de controle em processos do produto IFN alfa 2b hur, a produgédo do
biofarmaco em Bio-Manguinhos encontra-se atualmente na fase de transferéncia de
tecnologia, ndo havendo, no presente momento, obtencdo do produto concentrado
nas instalacdes industriais da Instituicdo. As entradas de amostras diarias para o
laboratério, bem como a estimativa de tempo necessério para execucao dos ensaios
incluindo-se o preparo das amostras foram feitos com base no conhecimento prévio
de algumas técnicas empregadas em outros modelos como, por exemplo, o adotado
pelo controle em processo destinado a producdo da vacina contra Hib. Devem ser
previstos periodos de descanso entre as atividades e dos funcionarios, inclusive a
possibilidade de assumir, em casos extremos, funcdes de outros, para que a rotina
de trabalho ndo seja comprometida quando ocorrem licenca médica ou
impossibilidade de atuacdo de determinado colaborador (Slack et al. 2002). O
planejamento das atividades e a avaliacao critica de resultados devem estar a cargo
do gerente técnico, conforme preconizado no item de Organiza¢do ja mencionado.

A funcdo do gerente técnico no controle em processo € fundamental para
planejamento das ac¢bes, priorizacdo das atividades, além de avaliar criticamente 0s
resultados, ndo-conformidades e suas causas.

A formacao basica e a capacitacdo necessaria ao quadro funcional destinado
a realizar estas atividades de controle em processo sao trabalhadas a partir da
reflexdo dos tipos de metodologias analiticas empregadas.

Técnicas analiticas microbiolégicas precisam ser aplicadas durante a
biorreacdo, no entanto, algumas demandam tempo de incubacédo que variam entre
cinco a 14 dias, porém, o tempo dispensado pelo analista para execucao da tarefa
menor.

Ha que se levar em consideracdo o controle dos equipamentos e registros

nos documentos como tempo de execucao das analises.
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A capacitacao do corpo funcional do controle em processo deve ser planejada
e dimensionada considerando-se as metodologias de andlise, e também em
procedimentos de avaliacdo, validacdo e estatistica. As metodologias de analise e
procedimentos fazem parte da qualificacdo do funcionario para executar suas
atividades. Este treinamento é compulsorio e garantira a correta aplicagdo dos
padroes de trabalho previamente estabelecidos. Os treinamentos precisam ser
registrados. Esta € a evidéncia de que o treinamento ocorreu e o técnico encontra-se
capacitado a realizar o ensaio.

Os treinamentos inerentes a aplicacao de técnicas estatisticas, avaliacdo de
tendéncias, novas técnicas para aplicagdes futuras, formacéo em biologia molecular,
novas metodologias analiticas, reciclagem e atualizacbes precisam ser previstos e
observados como meta do laboratério. Treinamentos compulsérios em boas praticas
de producéo e biosseguranca precisam ser planejados e de fato realizados. Trata-se
de nogbes basicas do negdcio da organizagdo, producdo de biolégicos ou
biotecnolédgicos. Assim, os treinamentos nos documentos do sistema de gestdo da
qualidade devem ser condicionais para o cumprimento das a¢fes de producao.

A partir da qualificacdo em servigo dos profissionais identificam-se as lacunas
do pessoal técnico, para compor o planejamento de treinamentos externos e
avaliacao de seu aproveitamento e definir metas anuais para treinamento e melhoria
da qualidade dos servicos.

A captacdo de recursos humanos pode ser feita fora da organizacdo ou
procedendo-se ao aproveitamento de competéncias internas. A avaliagdo deste
processo é fundamental na decisdo tomada pelo gerente da area de biofarmacos —
hoje esta funcdo € desempenhada pelo gerente do projeto, até a completa
nacionalizacdo do produto-alvo de transferéncia de tecnologia.

Com o0s pontos criticos de controle e suas metodologias analiticas
estabelecidas, foi criada uma matriz, apresentada na tabela 4.4, na qual se
relacionam as caracteristicas pessoais e formacéo técnica para constituir a equipe
que atuard nas atividades de controle em processo do laboratorio analitico. A
proposta para este modelo inclui dois técnicos, um tecnologista e um supervisor para
area, que vem a ser o gerente técnico. A equipe formada precisa ser qualificada nos
principios das metodologias empregadas e receber treinamento especifico nos
ensaios relacionados. Tais treinamentos estdo dentro do escopo da transferéncia de
tecnologia. Ainda precisa ser prevista a qualificacdo em estatistica e ferramentas da
qualidade e nos cumprimentos do procedimento GGLAS 02/17025 e boas praticas
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de fabricagdo. Ha ferramentas em Bio-Manguinhos para previsdo dos treinamentos
com a disponibilizacdo de recursos para sua execucgdo. Esta sistematica esti
padronizada para a secao de calibracdo (Secal), pertencente ao Lamev. Trata-se da
instrucdo de trabalho codificada como DI 0019 — Programacao de treinamento para
0 Secal. Podem-se utilizar as diretrizes gerais da instru¢cdo a fim de construir um
procedimento para o controle em processo. E também importante o levantamento
das necessidades de treinamentos e disponibilizagdo de recursos a partir da
discusséo prévia em reunibes de analise critica com a alta administracdo. Desta
maneira € possivel avaliar as necessidades de treinamento, priorizar aquelas
emergenciais e capacitar o grupo de forma homogénea, bem como aquelas
advindas de acbes tomadas a partir de nao-conformidades ou oportunidades de
melhorias. S8o compulsorios os treinamentos inerentes a documentacédo interna do
sistema da qualidade. Trata-se do sistema treinamento e qualificacdo em servico
(TQS).

E preciso também estabelecer a sistematica formalizada para amostragem. O
controle em processo, no modelo da vacina Hib, ndo realiza as amostragens. Esta
responsabilidade € da producdo, em virtude das amostras que seréo retiradas do
volume total do produto ainda em processo, € um técnico da area que realiza a
coleta do material para ensaio. Entretanto, € necessario estreitar-se as interfaces
com as unidades de controle da qualidade e producao, de forma a estabelecer um
plano de amostragem representativo do lote.

O acesso as areas do laboratério deve ser restrito ao quadro de funcionarios
do laboratério e estes passam por avaliacdo prévia.

E necessario um documento formal designado as atribuicbes técnicas e
gerenciais para o controle em processo, bem como uma lista de assinaturas e
rubricas, a fim de se possuir conhecimento prévio das responsabilidades do corpo
técnico envolvido, bem como das atividades ali desenvolvidas.

A tabela 3.4 foi criada a partir de um consenso com os dados de literatura
encontrados e estabelece os perfis necessarios para os integrantes da equipe de um
laboratério analitico, levando-se em consideragcbes a competéncia técnica e
comportamental. No entanto, além das competéncias necessarias apontadas é
importante que sejam previstos treinamentos peridédicos para reciclagem e melhoria

continua.
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Atividades Atribuicdes Competéncias Competéncias comportamentais Tempo dispensado em
tecnicas Competéncia metodolégica | Competéncia social cada analise

Gestéo e Avaliacéo dos Formacdao basica em Altamente desenvolvida, Altamente desenvolvida. Periodo necessério para
organizacao resultados, utilizacdo de | Quimica, Engenharia criatividade para conceber | Lideranca e habilidade de avaliacdo de dados
laboratorial ferramentas estatisticas. | Quimica, Farmécia, e implementar processos. comunicacao. Interfaces com | brutos, resultados,

Biologia, Microbiologia equipe de engenharia, aplicacdo de técnicas

e Biotecnologia. producéo, controle da estatisticas.

gualidade, validacéo.

Ensaios Realizacéo de ensaios Dominio de técnicas Alta capacidade Capacidade de interagir com | Periodo de execugao

microbiolégicos

microbiolégicos

em microbiologia.
Formacao técnica em
Microbiologia, Biologia
ou Farmacia.

concentracdo, organizacao
e habilidade manual.
Capacidade de reproduzir
procedimentos, receber e
executar instrucdes.
Capacidade de executar
tarefas em éareas de
contencgao.

0s técnicos da etapa de
producdo para amostragem e
utilizacdo do espaco de
contengdo microbiolégica.

curto. Preenchimento de
registros e interfaces
com manutencéo e
calibracéo de
instrumentos utilizados
na area de contencao.

Ensaios fisico-
guimicos

Realizacdo de ensaios
fisico-quimicos e
estimativa de incerteza
de medicéo.

Dominio de técnicas
analiticas. Formacao
técnica em Quimica,
Biologia ou Farmacia.

Capacidade de
concentracdo, organizacao
e habilidade manual de
reproduzir instrucdes e
receber orientacoes.

Alta capacidade de
comunicacdo com as
interfaces; engenharia,
validacao, calibracao de
instrumentos, clientes
internos.

Dependem dos métodos
analiticos. Algumas
dosagens podem ter seu
tempo de incubacéo.
Sendo finalizadas algum
tempo depois.
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Atividades Atribuicdes Competéncias técnicas Competéncias comportamentais Tempo dispensado
Competéncia metodolégica | Competéncia social em cada analise
Bioanalitico Realizacdo de Formacdao basica em Capacidade de Alta capacidade em Periodo maior de

ensaios bioanaliticos
como Elisa, SDS-
Page.

Microbiologia, Biologia,
Quimica ou Farmacia tendo
como diferencial:
conhecimentos especificos
em Biologia Molecular,
incerteza de medicao.

concentracao, organizacao,
paciéncia e detalhismo,
além de habilidade manual,
para reproduzir instrucdes
e receber orientacdes.

comunicag&do com as
interfaces: validacéao,
controle da qualidade,
cliente(producéo), calibracdo
de instrumentos de medicéo.

ensaio que as demais
demandas, pois ha
preparo de amostra,
preparo dos reagentes
conjugados que
precisam ser
previamente testados.

Semeadura em
meios sélidos

Realizagéo de
ensaios de
microbiologia.

Dominio de técnicas
microbiolégicas.

Capacidade de
concentracdo, organizacao
e habilidade manual e de

Abertura de criotubo, preparo
do pré-indculo, preparo do
indculo, biorregdo (cinética),

Para semeadura: 15
min. Incubacéo: 48 h.
Leitura: 15 min.

reproduzir instrucdes e atividades finalisticas de Conforme
receber orientacdes. término da biorrecao implementacéo da
producéo.
Medida da Ensaios fisico- Dominio de técnicas em Capacidade de Abertura de criotubo, preparo | Conforme
densidade Optica quimicos. microbiologia, conhecimentos | concentragcdo, organizacdo | do pré-inéculo, preparo do implementacéo da
de espectrofotometria. e habilidade manual, e de indculo, biorrecao (cinética), | producao.

reproduzir instrucdes e
receber orientacdes.

atividades finalisticas de
término da biorrecao
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4.4.3 Critério 5.3 — Acomodacdes e condi¢cdes ambien  tais (instalacdes)

As instalacdes ou areas de processo também tém relevancia na qualidade do
produto. As condicbes ambientais devem obedecer as regras e normas exigidas
para a manufatura de injetaveis, uma vez que esta € a forma de apresentacdo do
produto em estudo. Se as instalacdes laboratoriais forem contiguas, porém fora das
areas classificadas, o rigor ambiental € menor.

A tecnologia do DNA recombinante baseia-se no uso de vetores de expressao
obtidos por meio da modificagdo genética de um microrganismo. A legislacéo vigente
no pais, que deve ser adotada para manipulacdo de organismos geneticamente
modificados (OGM), € a Lei n. 11.105 (2005). Para manipulacdo dos OGM, faz-se
necessaria a obtencdo e certificado junto a CTN Bio, 6rgdo responsavel pela
verificacdo do cumprimento de tais normas. Os produtos obtidos por esta tecnologia,
especialmente peptideos e proteinas, possuem sua estrutura quimica definida e néo
tém nenhum residuo de material genético, portanto ndo séo considerados derivados
de OGM (Nota Técnica 05/2007, 2007).

As normas para garantir as boas praticas de fabricacdo sdo encontradas na
RDC 210 (2003), cujos requisitos minimos para instalacfes estdo descritos no seu
item 11 e os critérios especificos para instalacfes de producao de injetaveis estao
descritos no item 17 (Anvisa, 2003).

Para a atividade de fermentagédo, quando sdo manipulados microrganismos
Vivos, as operacoes de controle em processos devem transcorrer na propria area de
fermentacao e ser realizada por técnico capacitado para realizacéo desta atividade e
vinculado ao controle em processo. Este profissional dever realizar as atividades na
area e retirar-se ao seu término. Sugere-se também que esta rotina sofra rodizio de
pessoal para que toda equipe esteja apta a realizar os ensaios. Os equipamentos
direcionados ao cumprimento desta pratica devem ser mantidos na area de
fermentacdo, pois hd a necessidade de contencdo do ambiente devido a
manipulagcéo de microrganismos geneticamente modificados.

As amostras, previamente inativadas, sao direcionadas para o laboratorio de
controle em processo, para realizacdo de dosagens fisico-quimicas.

As tubulacgtes fixas destinadas a conducdo de fluidos ou gases devem ser
devidamente identificadas conforme legislacéo vigente e a direcédo do fluxo deve ser

indicada, bem como as tubulagdes que servem aos equipamentos. A agua purificada
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com aplicacdo em técnicas cromatograficas em geral € a mesma utilizada nos
processos de producao e esta prevista nas instalagdes sanitarias do laboratério.

O laboratério estéa instalado no prédio de produgdo e possui area classificada
grau D, com insuflamento de ar e temperatura controlada. O monitoramento ocorrera
manualmente atraves da verificacao diaria.

A rede elétrica e pontos de uso foram dimensionados de acordo com o
montante de equipamentos destinados a area e compativel com as necessidades,
definidas nos manuais dos equipamentos e a partir das informacdes dos
fornecedores da tecnologia.

Sistemas de alarmes, estabilizadores de voltagem e gerador atendem aos
equipamentos criticos nos quais a queda de energia possa incorrer em perda do
estudo ou até danos ao equipamento analitico.

Ndo ha restricbes para a realizagdo dos ensaios. Determinacdes
microbiolégicas, por exemplo, carga microbiana e pureza do cultivo sao
desenvolvidas em cabina de seguranca biolégica nas areas de processo, separada
daquela destinada aos ensaios quimicos. Os testes de controle da biorreagdo séo
realizados na area de contencdo, junto a producdo, como controle de pureza
microbiana. As instalacdes do laboratério analitico sédo destinadas a analises fisico-
quimicas. Somente a incubagdo dos testes ocorre nas instalagdes do laboratério de
controle em processo. O acesso a esta area foi projetado com senha de acesso e
somente os funcionarios e interfaces especificas podem adentra-la.

Deve ser estabelecida sisteméatica destinada ao acesso de materiais, insumos
e pessoal no laboratério de controle em processo, considerando-se 0s aspectos
apresentados relativos a biossegurancga.

4.4.4 Critério 5.4 — Métodos de ensaio e validacdo  de métodos

As validagbes analiticas, calibragdo dos instrumentos de medigéo,
qualificacdo de equipamentos analiticos sdo realizados com apoio do Lamev/Sevan
(Laboratério de Metrologia e Validacao/ Setor de Validacdes Analiticas). A interface
com esta unidade organizacional deve ser ampla de maneira a permitir que 0s
métodos analiticos propostos, bem como o0s equipamentos e instrumentos utilizados
nas determinacdes sejam avaliados de acordo com a utilizagdo e impacto no
processo. Da mesma forma, a interface entre o controle em processo e o controle da

qualidade deve ser grande. Os ensaios realizados nos produtos intermediarios e
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finais sdo semelhantes as técnicas analiticas desenvolvidas ao longo do processo
produtivo pelo controle em processo, de forma que avaliagdes interlaboratoriais
podem ser usadas, bem como procedimentos analiticos.

As incertezas relativas aos instrumentos de medicdo seréo estimadas nos
relatorios de calibracdo de cada item, assim como as incertezas referentes aos
meétodos de analise que devem estar disponiveis nos relatorios de validacdes. Estes
parametros devem ser utilizados para o célculo de incerteza de medi¢cdo. O Sevan
publicou o procedimento DI 1132 — Estimativa de Incerteza de Resultados de
Andlises. E necessario que se estabeleca treinamento e aplicacdo deste
procedimento nas areas no laboratério de controle em processo.

Os métodos analiticos propostos pelo parceiro tecnolégico encontram-se
publicados e foram validados. Uma nova validacdo da metodologia precisa ser
estabelecida com o Lamev/Sevan, quando do arranque da planta e da producéo dos
trés lotes de consisténcia.

Novos métodos de ensaio precisam ser previamente aprovados pela Garantia
da Qualidade e pelo parceiro tecnolégico a partir da sistematica estabelecida em
Bio-Manguinhos de Solicitacdo de Mudanca. A solicitacdo de mudanca € uma
ferramenta disponivel na intranet. ApGs o registro, sdo avaliados os impactos no
processo e as principais orientagcdes para a mudanca. O DI 007 — Solicitacdo de
Mudanca estabelece a sistemética para implantacdo de mudancas, bem como avalia
o grau de impacto do processo produtivo.

Os parametros que devem ser avaliados dependem da categoria a qual o
método pertence. Estdo relacionados na tabela 4.5 os parametros para as
metodologias analiticas do controle em processo do IFN alfa 2b hu-r.
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Tabela 4.5—- Pardmetros minimos necessarios para avaliacdo das metodologias analiticas destinadas
ao controle em processo do IFN alfa 2b hur

Ensaio Categoria Parametro Protocolo
Pureza do cultivo: Especificidade Avaliacdo de
Semeadura em agar crescimento utilizando
meios de cultivo e
cepas padrao
Observacéo ao microscopio Especificidade Avaliacéo da
Optico (coloracdo de Gram) morfologia de cultivos
de cepas padréao
coradas pelo método
v de Gram
Esterilidade do meio de Especificidade Avaliacdo do ensaio
cultivo frente desafio com
cepas padréo
Estabilidade plasmidial Especificidade Avaliacéo frente a
cultivos de cepas
padrdo em meios de
cultura com e sem
antibioticos
Densidade éptica do cultivo Especificidade Protocolo exige pelo
(taxa de crescimento Linearidade menos 3 lotes com
especifico) Intervalo amostras contendo
Consumo de substrato Repetitividade alto, médio e baixo

durante a fermentacéo

Determinacao de proteinas

Precisdo intermediaria’
Exatidao

teores do analito.
Para exatiddo, padrédo

totais Robustez ou substancia com
| conteudo conhecido

para célculo de
Teor de IFN alfa 2b Hur por recuperago.
Clae ‘Técnica de Fase
reversa
Teor de IFN alfa 2b Hur por
Elisa
Teor de endotoxinas in vitro
Pureza do IFN alfa 2bHur Especificidade Além dos testes
SDS-Page Linearidade exigidos para categoria
Pureza do IFN alfa 2bHur Intervalo I, ainda é necessaria a
Eletroforese Repetitividade avaliacdo do limite de

Formacéo de produto
Western Blot

Precisdo intermediaria”
Limite de quantificacdo
Exatidao
Robustez

quantificacéo.

pode ser necessario dependendo da natureza do teste especifico.
_.Se houver comprovacéo da reprodutibilidade n&o € necessaria comprovacao da preciséo intermediaria.
Clae: Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Fonte: Adaptado RE 899, 2003.

4.4.5 Critério 4.5 — Equipamentos

Ao tratarmos da confiabilidade de medicéo analitica, percebemos que alguns

fatores contribuem para a variabilidade dos resultados. Um dos fatores relaciona-se

aos recursos humanos, ao meio ambiente em que o ensaio € realizado e também os

equipamentos.



82

Equipamentos destinados a quimiometria sdo denominados ‘instrumentos de
medicado’. S&o vidrarias, micropipetas e espectrofotbmetros balancas analiticas,
termbémetros, higrobmetros, etc. Ja outros equipamentos permitem o processamento e
preparo de amostras para a medida. Dentre eles, ressaltamos os concentradores a
vacuo, liofilizadores de bancada, cromatografos, banhos-maria, blocos aquecedores,
aparato para eletroforese de proteinas, os quais também precisam sofrer avaliagdes
periédicas. Estes equipamentos estdo sujeitos a qualificacbes de instalacao,
operacéo e desempenho.

Para garantir que o0s equipamentos passem por avaliagbes periodicas, 0
laboratorio estabelece um plano de calibracdo e qualificacdo, bem como um plano
de manutencdes preventivas.

Realizam-se as manutencgdes preventivas na intencdo de diminuirem paradas
nas analises devido a falha dos equipamentos — seria a manutencao corretiva. As
manutencdes preventivas dependem da natureza dos equipamentos e sao definidas
de forma a nédo atrapalhar o processo produtivo do laboratério.

Conforme a frequéncia do numero de intervencdes sofridas estima-se a
necessidade de manutengdes preventivas para cada equipamento.

Atualmente, no laboratério de controle em processos para producéo de vacina
contra Hib, todas as informacfes estdo disponibilizadas no preenchimento do Log
Book. Todos os funcionarios recebem treinamento no procedimento DI 1873,
estabelecido pelo Degaq /Dibop (Divisdo de Boas Praticas).

Ha planejamento previamente estabelecido para manutencéo preventiva dos
equipamentos através do Plano Mestre de Validacdo (PMV), e os instrumentos de
medicao sao avaliados durante a sua calibracdo, quando séo realizados ajustes. Os
planejamentos séo construidos por meio da interface Lamev com a Divisdo de
Manutencédo (Diman). Aqueles equipamentos cuja calibracdo ou qualificacdo esta
vencida séo prontamente identificados e retirados de uso.

Sao disponibilizados pelo Lamev/Secal padrées para verificacdo intermediaria
de balancas. O procedimento DI 0304 estabelece tal sistematica. Os
espectrofotometros possuem um conjunto de padrdes disponiveis no laboratério e
seguem a sistematica interna de verificacdo. Periodicamente, os padrfes s&o
calibrados. Ja as micropipetas sdo verificadas ao retornarem do servico de
calibracéo pelos usuarios.

O controle em processo registra acdes de verificacao de espectrofotbmetros e

micropipetas, embora ndo haja procedimentos formais estabelecidos.
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Pelo exposto, ha evidéncias de que existe grande interface entre Lamev e
controle em processo para 0s equipamentos e principalmente para os instrumentos
de medicdo. A responsabilidade, neste caso, € dividida, e a comunicacao interna
precisa ser bem conduzida para o sucesso da atividade.

Seguem-se 0s procedimentos que deverdo ser observados no novo
laboratorio de controle em processo:

e Treinamento do grupo para implantagdao DI 1873 — Preenchimento de log
books.

 Execucdo de planejamento conforme criticidade de equipamentos e
instrumentos. Interface entre Controle em Processo/Lamev/Diman.

» Treinamento no DI 0304 — Verificacdo intermediaria de balancas.

» Estabelecer a sistemética formalizada junto a Degag/Dibop para verificacdo
intermediaria de instrumentos de medicéo e equipamentos analiticos.

* Elencar os equipamentos necessarios para atendimento a demanda, ou em
casos especiais subcontratar servico.

» Estabelecer formalmente um plano de manutencéo, calibracdo e qualificacao.

4.4.6 Critério 5.6 — Rastreabilidade

Atualmente, o Lamev disp0e de secbes como a de Calibragdo Secal,
acreditados pelo Inmetro, segundo critérios da norma NBR:SO/IEC 17025. A
interface do controle em processo com esta secao inclui a calibracdo de vidrarias,
micropipetas, balancas analiticas, termdémetros, higrémetros.

Outros equipamentos de processo sao qualificados, como geladeiras,
freezeres, estufas por técnicos da secdo de equipamentos térmicos, porém um
termémetro € mantido dentro das camaras para acompanhamento da temperatura
ao longo do periodo.

Os cromatégrafos liquidos sédo periodicamente avaliados, através da
manutencdo preventiva, quando sao substituidas pecas que sofrem desgaste ao
longo do periodo de uso, bem como qualificacdo de desempenho, através de
contratos preestabelecidos entre a assisténcia técnica do fabricante. O técnico da
secao de validacao analitica acompanha o servigo de qualificacao.

Os aparatos para eletroforese de proteinas também necessitam de avaliagdo

e qualificacao prévias ao seu uso.
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Quanto aos materiais de referéncia utilizados para validacdo de ensaios, ndo
ha procedimento formalmente estabelecido. No caso da transferéncia de tecnologia
para a producéo da vacina contra Hib, houve o repasse das informacdes referentes
ao preparo de material de referéncia para validacdo dos ensaios fisico-quimicos e
sua utilizacdo como controle da qualidade.

Padrdes comerciais quando adquiridos precisam ser certificados e aptos a
rastreabilidade.

O parceiro tecnolégico para a producdo de IFN alfa 2b hu-r possui uma
sistematica padronizada. O processo de transferéncia de tecnologia prevé o repasse
deste procedimento para incorporacdo em Bio-Manguinhos. A padronizacdo deste
procedimento é necessaria a fim de validar os ensaios e verificar os desvios que

possam ocorrer durante a rotina laboratorial.

4.4.7 Critérios 5.7 e 5. 8 — Amostragem e manuseio  de amostras

Os critérios 5.7 e 5.8 referem-se a amostragem e manuseio de amostras e
serdo tratados em conjunto, por se referirem a uma mesma acao.

E preciso realizar a amostragem que represente estatisticamente o lote em
analise e para isto é necessario seguir procedimentos formalmente estabelecidos.

As amostragens realizadas no controle em processo sao retiradas de um lote
a granel. Para certificar-se de que o todo esta representado, é necessario evitar
tendéncias.

As amostragens nao tendenciosas sao aquelas em que todos os elementos
da inspecdo tém a mesma probabilidade de serem incluidos na amostra (Triola,
1998).

Os planos de amostragem podem seguir as recomendacdes das agéncias
regulatorias nacionais ou internacionais, porém precisam garantir que as amostras
representem o todo e sejam mantidas em condigcbes ambientais para que nao
sofram degradacé&o, a ponto de alterar a composi¢ao da amostra. A homogeneidade
também pode contribuir com a incerteza de medicédo (RDC n. 210, 2003).

Na producéo de vacina contra Hib, as amostragens destinadas ao controle em
processo sao realizadas pela producdo e encaminhadas ao laboratério de controle
em processo. O quantitativo de amostra € recolhido em funcdo dos procedimentos
encaminhados pelo parceiro tecnologico. Os registros referentes a acdo estédo

inseridos nos protocolos de producéo e as amostras sao acondicionadas em frascos
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identificados com o tipo de amostra, procedéncia, numero de lote, data, ensaios
solicitados. As amostras de arquivo sao registradas da mesma maneira e sao retidas
pelo periodo de validade acrescido de mais dois periodos iguais.

Registra-se a entrada da amostra no laboratério. O niumero sequencial deve
estar de acordo com o registro da amostra. Os ensaios necessarios a cada etapa do
processo estdo formalmente definidos em procedimentos relativos a producdo. O
memorial descritivo e o fluxograma de processo também sdo documentos da
gualidade que estabelecem a quantidade de amostra e os ensaios relativos a cada
uma delas.

Algumas ac0es propostas devem ser estabelecidas antes do inicio das
atividades do novo laboratorio. S&o elas:

» Avaliar os métodos estatisticos preconizados para amostragem junto ao

parceiro tecnoldgico.

* Incluir os registros de amostragem aos protocolos de producao além de

referenciar o método estatistico para amostragem.

 Estabelecer sistematica para identificacdo e encaminhamento das amostras

para cada etapa do processo de producéo.

4.4.8 Critério 5.9 — Garantia da qualidade de resul tados de ensaios

Em geral, utilizam-se trés réplicas para execug¢do dos ensaios. Tais réplicas
tém o intuito de avaliar as diferencas entre as medidas, incluindo-se um padréao de
referéncia estabelecido, avaliando-se a diferenca entre o valor verdadeiro
convencional e o resultado obtido para uma mesma corrida ou determinacéo
analitica. No caso de producdo em batelada, é bastante Gtil a avaliacdo lote a lote
dos resultados obtidos a fim de se verificar tendéncias e estabelecer limites de
controle, ou seja, aplicacdo do controle estatistico de processo.

Propbe-se a construgdo de cartas de controle estatistico de processo. O
objetivo principal do controle estatistico de processo € monitorar as varidveis de
interesse, e criar assim a possibilidade de atuar de forma corretiva no processo de
producdo (Alencar et al., 2007). Esta atuacdo se da de maneira proativa durante a
producdo, minimizando os riscos de reprovagdo do produto final. As cartas de
controle ou controle estatistico de processo, ou cartas de Shewart sdo construidas e

estabelecidas a partir dos resultados, variaveis, obtidos lote a lote. Os lotes
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produzidos sdo submetidos aos limites de controle calculados. Os limites ndo sofrem
alteracdo se ndo houver mudancas significativas durante a producdo. O modelo
apresentado por Shewart utiliza a média aritmética dos valores resultantes das
medicOes realizadas de forma amostral, como medida de posicao de processo.
Estabelece trés desvios acrescidos a média, limite superior de controle e trés
desvios diminuidos da média, ou limite inferior de controle (Lima et al. 2006).

Séo encontrados no mercado softwares destinados ao controle estatistico de
processo. A capacitacdo do corpo técnico para sua utilizacdo, bem como em
estatistica, € imprescindivel para estabelecer o processo.

As cartas de controle permitem a visualizacao de pontos fora de controle, bem
como se existem tendéncias ou ndo em avaliagcbes lote a lote. Qualquer desvio
precisa ser investigado com a finalidade de se apurar as causas, seguidas de
tomadas de acfes que eliminem definitivamente tais causas de n&do-conformidades.
As investigacdes sao conduzidas por meio dos dados registrados, como matérias-
primas utilizadas, equipamentos em uso, operadores, de forma que as causas e
consequéncias sejam analisadas. As mudancas propostas precisam ser discutidas e
analisadas com envolvimento do gerente da qualidade, gerente técnico do

laboratorio e gerente responsavel pela producéo e seus supervisores da area.
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Limites de Controle para o Grafico
das Medidas Individuais

LSC, —x+3 MR (1)
d,.

LM =% )

LIC, =§—3.A;R (3)

Limites de Controle para o Grafico
da Amplitude Madvel

LM 2 = MR 5)

onde X é a média dos pontos do grafico para cada
varidvel e MR, = | x, - x, |, isto &, a diferenca entre
dois valores subsequentes de cada variavel, MR as
médias das amplitudes, e os pardmetros c,, Bye B, por
d,, D, e D,sao tabulados (Montgomery, 2001).

Figura 4.4 — Formulas para célculo dos limites de controle superior e inferior.
Fonte: Alencar et al. 2007.

Os ensaios interlaboratoriais ou de proficiéncia sdo recomendados como
método de exceléncia para demonstrar a confiabilidade dos resultados ou grau e
assertividade do laboratorio.

Atualmente, os padrdes ou referéncias utilizadas e que sédo preparadas pelo
fabricante precisam ser avaliados previamente ao uso, por intermédio de materiais
de referéncia cuja procedéncia possa ser identificada. Os padrdes primarios
necessitam de rastreabilidade e, portanto, necessitam de certificagao.

O controle em processo nos dias de hoje ndo participa de programa
interlaboratorial. Ha proposta ainda ndo formalizada para a criacdo de um programa
entre Lafiq e DICPR.

A correlacdo dos resultados deve ser conduzida e a implantagcdo de CEP
possibilita a visualizacdo das variacfes intralote, bem como tendéncias e pontos fora
de controle.

O grau de acerto relativo aos materiais de referéncia é utilizado para aceitar
ou rejeitar 0s ensaios.

Alguns pontos deste tdpico encontram-se aqui ressaltados:

* Implantar a sistematica para construcdo de cartas de controle (CEP), na

medida que os lotes sejam produzidos. Solicitar ao parceiro tecnolédgico

algumas cartas de controle como referéncia, embora os limites estabelecidos



88

para o parceiro tecnolégico ndo possam ser utilizados em Bio-Manguinhos
devido as diferencas entre desempenho de equipamentos, operadores e
insumos.

» Estabelecer uma sistematica junto ao parceiro tecnolégico para padronizar
material de referéncia secundario.

* Implantar ensaios interlaboratoriais, junto ao departamento de controle da
gualidade.

» Adotar réplicas na conducao das determinacgfes analiticas.

4.4.9 Critério 5.10 — Apresentacao de resultados

Os critérios do procedimento GGLAS 02/17025 estabelecem uma série de
requisitos para expressao dos resultados, porém trata-se de requisitos destinados
aos laboratorios prestadores de servicos externos. Ndo se aplica na integra ao
controle em processo, cujo cliente é o produtor. Entretanto, algumas recomendacdes
sdo bastante coerentes e podem ser padronizadas para os demais laboratérios de
controle em processo da unidade.

Atualmente, o controle em processo destinado a producdo de vacina contra
Hib fornece um boletim de andalise, em que o conteddo atende aos critérios
preconizados pela RDC 210 (2003), quando se determina que os dados gerados no
laboratério de controle em processo devem compor o dossié do produto. Incluem-se
dados brutos, planilhas de céalculo, métodos, operadores, devidamente reconciliados
pelo supervisor da area, controle em processo, bem como pelo Degag.

Os relatorios de ensaio ou boletins de andlise destinados ao laboratorio de
controle em processos do INF alfa 2b hu-r podem seguir o mesmo modelo proposto
para a vacina contra Hib, no entanto, alguns itens requeridos pelo procedimento
GGLAS 02/17025 nao estdo presentes no modelo atualmente padronizado.
Elaborou-se uma proposta para o modelo de relatério de ensaios, conforme a seguir.

O titulo e nome do cliente devem ser colocados no cabecalho do documento,
incluindo-se a etapa do processo ao qual se referem. O numero da pagina e o
namero de paginas do documento, além do titulo do documento, permitem
reconhecer as partes integrantes do boletim de analise. A medida que as andlises

séo efetuadas, o Boletim de andlise é preenchido.



89

As metodologias estdo referenciadas no corpo do boletim de analise. Uma
melhoria proposta € de ser registrado também o DI relacionado com a atividade.

Cada amostra recebe um registro que é transcrito ao boletim de analise. Este
registro deve ser realizado no intuito de rastrear a amostra, caso seja necessario,
como as datas de recebimento e realizacao do ensaio.

Padronizar e formalizar o plano de amostragem para o controle em processo,
junto ao controle e garantia da qualidade.

Os resultados devem ser expressos de acordo com suas unidades de medida,
além de prever um campo para expressao da incerteza de medicao.

O supervisor do controle em processo, ou seja, 0 gerente técnico, deve
assinar todos os boletins de analise, apds a verificacdo e avaliagdo critica dos
resultados.

E necessario prever um campo para observacdes de desvios que sejam
evidenciados nas analises. Além do relato registrado, € necessaria a comunicacao
imediata ao cliente, e deve também ser registrada com a data e o meio de
comunicacdo. Esta é uma das responsabilidades do controle em processo. Tais
desvios séo registrados nos boletins de analise, bem como as acbes tomadas pela
producao, nos registros relativos a producao pelo supervisor da area.

Deve ser destinado um campo para se relacionar a conformidade ou nao-
conformidade de cada ensaio.

Deve ser prevista a determinacéo escrita com a proibicdo de reproducéo do
documento.

Os dados de amostragem devem ser registrados pelo operador que a
realizou. No caso do controle em processo, as amostragens sao efetuadas pelos
operadores da producdo. Portanto, a informac&o devera constar dos requisitos da
producdo e ndo no relatério de ensaios. O plano de amostragem, uma vez
estabelecido, somente sofrera alteragcbes em funcdo de uma acgdo corretiva ou
melhoria. Em caso de mudancas, deve-se gerar um registro e todos os envolvidos
tomam conhecimento por ocasiao de reunides de analise critica.

A divulgacdo dos resultados, com a finalidade de agilizar as acdes da
producdo, também ¢é feita através de meio eletrénico, em planilhas padronizadas as
guais as partes interessadas tém acesso somente para leitura. Apenas o0 corpo
técnico do controle em processo possui permissdo para realizar alteracdes. O

sistema permite a rastreabilidade de alteracdes.
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Quando é necessario reteste, indica-se registrar a acdo com a observacéo de
que se trata de uma reanalise, pois 0 ensaio anterior apresentou desvios.

Todas as observacbes inerentes aos procedimentos de ensaio e
equipamentos séo justificadas no boletim de ensaio, e o0 cliente tem acesso ao
documento, que contém além dos resultados todos os dados brutos gerados,
calculos, cromatogramas e registros.

Os pareceres e opinides quando pertinentes sdo destacados no proprio
boletim de andlise, para que providéncias sejam tomadas. As tomadas de ac¢des sao
conjuntas entre producao e garantia da qualidade, representadas por meio do Pinte.

N&o séo realizadas subcontratacdes, uma vez que o laboratério de controle
em processo € estruturado a fim de atender & demanda da producdo, porém, se
houver necessidade, é preciso informar ao cliente e justificar tal agcéo.

A implantacdo dos boletins de analise para o controle em processo do IFN
alfa 2b hu-r podera ser controlada por meio de um livro de registros de amostras, no
qgual o técnico assina a entrega da amostra e o recebimento dos resultados. Ha
controle da data e hora de recebimento e entrega a fim de avaliar a eficacia do
sistema. A padronizacdo dos dados por meio eletronico deve ser de facil acesso,
porém precaucfes devem ser tomadas quanto a modificacdo dos arquivos. A
disponibilizacdo deve ser feira apenas para leitura dos solicitantes/usuarios. As
tabelas 4.6 e 4.7 apresentadas a seguir resumem as propostas elencadas no
trabalho para o modelo de gestéo proposto. Este resumo permite visualizar as acdes
necessarias para implantacdo de um modelo com base em praticas que buscam alta
confiabilidade metrolégica, rastreabilidade dos dados obtidos e referéncias e
padroes adotados, permitindo que qualquer dado gerado em que a qualidade do
produto possa ser questionada possa ser apurado, e permita avaliar a confiabilidade
dos resultados gerados a partir dos ensaios. Com estabelecimento de cartas de
controle podem-se ser criticamente avaliadas as causas de tendéncias no processo

de producédo e suas provaveis causas.
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Tabela 4.6 — Resumo das propostas dos requisitos gerenciais estabelecidos no Procedimento GGLAS 02/17025 (2001)

Item

Requisitos gerenciais

Propostas

1

Organizacao

Designar gerente técnico (supervisor do laboratério de controle em processo), gerente da qualidade com
as respectivas atribuicdes.

2

Sistema da Qualidade

Estabelecer Manual da Qualidade com a politica da qualidade para o laboratorio, objetivos, estrutura da
documentacado que compde o sistema da qualidade para o laboratério de controle em processo e o
organograma (institucional).

Controle de documentos

Implantacao e treinamento DI 001 — Controle de documentos internos, do SGQ BM.

Anadlise critica dos pedidos, propostas e contratos

Andlise critica dos cronogramas de produgéo, envolvendo a geréncia do departamento. Planejamento de
materiais e insumos para consecugao da proposta.

Qualquer mudanca na produgéo ou andlise que requeira revisao no planejamento e quantitativo de
amostras deve ser discutida previamente.

Implantacdo do DI 007 do SGQ BM — Controle de mudancas.

Subcontratacdo de ensaios e calibra¢do

Implantar o DI 011 — Andlise critica dos pedidos, propostas e contratos analisados pelo Secal.

Remeter a tomada de decisdes no d&mbito do instrumento de andlise critica pela alta administra¢éo (por
alta administracdo entende-se gerente do departamento/laboratérios ou divisdes/se¢des envolvidos com
a producao e controle da qualidade).

Aquisi¢do

Adocéo e implantacdo dos documentos DI 0013 — Aquisicao de servigos e materiais
e DI 0481— Controle de validade dos materiais classes A e B pertencentes ao SGQ-BM.

Atendimento ao cliente

Implantar o DI 0016 — Grau de satisfagdo dos clientes.

Criar mecanismos para retorno do cliente pelos servigos prestados.
Registrar e documentar.

Levar a discussdo em reunides de analise critica pela alta administracéo.

Reclamagbes

Estabelecer sistematica para registro de reclamacao.

Criar a ferramenta que facilite o registro, como planilha ou tabela que possa ser alimentada a partir de
reclamagcdes recebidas via correio eletrdnico, ou verbalmente.

Todas devem ser levadas para reunido de analise critica pela alta administracéo.

Controle de trabalho nao-conforme

10

Acdo corretiva

11

Acdo preventiva

Tratamento de ndo-conformidades, proposta de agdo corretiva e preventiva — oportunidade de melhoria.
Implantar DI 002 — Abertura de relatério de melhorias e ndo-conformidades, investigagéo e tomada de
acOes preventivas e corretivas.

Todas as ndo-conformidades e tomadas de a¢do devem ser expostas e discutidas em reunifes de
analise critica com a alta administracao.

12

Controle de registros

Implantar o DI 003 — Controle de registros SGQ-BM.

13

Auditorias internas

Preparar o grupo de auditores internos quanto aos critérios estabelecidos no Proc. GGLAS 02/17025
(2001).
Estabelecer a sistematica para auditorias — SGQ BM.

14

Analise critica pela alta geréncia

Estabelecer a sistematica incluindo-se os participantes obrigatdrios, frequéncia de reunides,
responsabilidades, autoridade para tomada de deciséo.
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Tabela 4.7 — Resumo das propostas para requisitos técnicos estabelecidos no Procedimento GGLAS 02/17025 (2001)

Iltem Requisitos Técnicos Propostas

Estabelecer perfis para composi¢éo do corpo técnico.

2 Pessoal Adotar como modelo DI 0019 SGQ-BM Programa de treinamento para Secal.
Elencar as necessidades de treinamento e capacita¢éo para o corpo técnico.
Estabelecer sistematica para entrada de pessoal e materiais, bem como recebimento de amostras nas

3 Instalacdes instalacdes do laboratério. Adotar sistematica de troca de roupa para adentrar as instalagdes de
producdo. Implantar as normas de Biosseguranca conforme estabelecido na Lei 11.105 (2005).
Interface entre Dequa/Lamev para padronizag&o dos procedimentos analiticos, alinhando-os aqueles
utilizados pelo Dequa.

4 Métodos e Validago de métodos P[opor valida(;_f)es analiticas e qu?lificagées/calibragc”)es de instrumentos de medigéo, a fim de implantar
célculos para incerteza de medicao.
Implantacdo de técnicas e ferramentas estatisticas para expressao dos resultados.
Seguir recomendacdes da RE 899 (2003).
Planejar manutencg8es preventivas, prevendo em contrato de manutengdo vistas para corretivas.

5 Equipamentos ImpIaptar o DI 1873 — Preeljchimento de Log Book.
Estreitar a interface entre Dimam/Lame e controle em processo.
Estabelecer plano de calibragdo de instrumentos de medicéo e qualificacdo de equipamentos analiticos.
Padrdes, materiais de referéncia certificados precisam ser rastreaveis e possuir certificado que ateste

6 Rastreabilidade sua qualldade_. - - A
Estabelecer sistematica para o preparo de materiais de referéncia.
Interface entre Dequa/Lamev/Controle em processo.

7 Amostragem Interface Dequa/Controle em processo, para estabelecer plano de amostragem.
Procedimentos de amostragem e seus quantitativos devem ser estabelecidos e formalmente
estabelecidos.

. Manutencao de amostras de retencéo, definidos os tempos de guarda e disposicao.

8 Manuseio de amostras . o A . .
Estabelecer sistematica para dindmica de funcionamento do laboratério de controle em processo, com
relac@o ao recebimento das amostras, realizacdo dos ensaios, tratamento dos dados brutos e
disponibilizac@o dos resultados obtidos.

9 G . . Implantacao dos célculos de incerteza de medi¢éo, célculos de limite de confianga, controle estatistico

arantia da Qualidade dos resultados o P C o .
de processo, validacdes analiticas, ensaios interlaboratoriais (Dequa/Lamev/ Controle em processo).
= Em reunido de andlise critica discutir a melhor maneira de dispor os resultados, garantindo a integridade
10 Apresentacéo dos resultados

dos arquivos eletrdnicos ou entrega das copias fisicas.
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4.5 Consideragoes finais

A partir da aplicacdo da metodologia HACCP destinada a andlise de riscos nas
etapas do processo produtivo do modelo em estudo INF alfa 2b hu r, estabeleceram-
se 0s pontos criticos de controle. O processo produtivo foi desenhado com base em
revisao de literatura. J& as premissas para e eleicdo dos PCC constam da TRS 908
(2007).

A cada ponto de controle ou monitoramento foram propostas metodologias
analiticas ja publicadas e disponibilizadas na literatura. A partir deste mapeamento
foi possivel elaborar uma proposta para gerenciamento e estruturagcdo de um
laboratorio destinado ao controle em processo. Este modelo pode ser aplicado a
outros produtos e processos, guardadas as devidas particularidades de cada um.

Um resumo da proposta tanto para critérios gerenciais, ou seja, agueles que
tratam da organizacdo do laboratério, quanto para requisitos técnicos foi
disponibilizado nas tabelas 4.6 e 4.7. E importante ressaltar que as necessidades
requisitadas segundo norma de exceléncia para um laboratério analitico foram
alinhadas aos procedimentos e praticas atualmente vigentes no Sistema de Gestéo

da Qualidade da organizacéao.
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5 CONCLUSOES

O modelo proposto neste estudo € flexivel e pode ser estendido a outros
laboratorios com atividades semelhantes que atendam a outros processos ou
produtos que venham a ser produzidos na unidade.

A metodologia de analise de riscos mostrou-se uma ferramenta eficiente para
se estabelecer os pontos criticos de controle. Pode ser utilizada em outros
processos para produto gerado na unidade, tanto para se estabelecer os PCC como
para uma analise de riscos mais aprofundada, levando em consideracdo as demais
etapas de producédo até o processamento final do produto. Para o estudo destinado
ao biofarmaco INF alfa 2b hu-r, foi possivel verificar, ponto a ponto, no fluxograma
de processo, quais o0s controles necessarios durante a producéo do produto.

Os laboratorios analiticos de controle em processo precisam ser dinamicos e
proativos, portanto, € necessario utilizar as ferramentas de CEP e,
consequentemente, diagramas de causa e efeito com o intuito de auxiliar a producéo
na tomada de decisdes.

O modelo gerencial levou em consideracdo as diretrizes ja adotadas na
unidade com base no sistema da qualidade vigente, que é pautado nos critérios de
boas préticas de fabricagdo. A adocéo de tais procedimentos vem reforcar o sistema
da qualidade ja implantado. Foram propostas algumas ac¢des que vao complementar
as diretrizes ja estabelecidas em Bio-Manguinhos, de acordo com as exigéncias do
procedimento GGLAS 02/17025. A garantia da qualidade das medicbes ¢é
assegurada a partir do atendimento aos requisitos técnicos e, para tanto, precisam

ser adotados para o laboratério analitico de controle em processo.
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5.1 Perspectivas futuras

Este estudo terd alguns desdobramentos futuros, pois o processo de
producdo da proteina recombinante INF alfa 2b hu-r ainda ndo esta totalmente
nacionalizado. A partir da implementacdo das etapas de producdo do ingrediente
farmacéutico ativo, serd necessario estabelecer os limites de aceitacdo para os
pontos criticos de controle (PCC), por meio da confeccao das cartas de controle.

A adocéao deste modelo para o laboratdrio de controle em processo destina-se
a vacina Hib.

Os laboratorios analiticos necessitam adotar os programas interlaboratoriais
ou desenvolver programas interlaboratoriais em conjunto, a fim de evidenciar seu
desempenho, de modo a promover agdes corretivas sistematicamente para garantir
a confiabilidade dos resultados.

Outra acdo necessaria € a de padronizar a sisteméatica para a confeccao de
materiais de referéncia para unidade. Desta forma serd possivel avaliar a exatidao

dos ensaios, aumentando o grau de confiabilidade das dosagens analiticas.
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7 Anexo

7.1 Anexo 1: Procedimento GGLAS 02/17025. Critérios para habilitacdo de
laboratdrios analiticos em saude segundo os principios da ISO/IEC 17025.



