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RESUMO

Por meio de uma pesquisa bibliografica, com auxilio de artigos, guias da ANVISA, normas e
trabalhos académicos, esse trabalho teve como objetivo apresentar e discutir trés conceitos no
ambito da industria farmacéutica: amostragem, equipamento e metodologia. A validacdo de
limpeza é fundamental para a industria farmacéutica, visando prevenir a contaminag&o cruzada
e garantir a eficicia dos produtos. Esta envolve documentacdo de procedimentos, escolha de
métodos analiticos quantitativos adequados, critérios de aceitacdo, amostragem, e determinacéo
de parametros analiticos. A metodologia inclui o uso de diferentes técnicas, como amostragem
direta (swab) e indireta (rinsagem) da superficie, com vantagens e desvantagens especificas
para cada método. Além disso, a validacao de limpeza exige o uso de equipamentos analiticos,
como o espectrémetro de massas, que oferece beneficios significativos, incluindo a capacidade
de identificar e quantificar compostos com alta sensibilidade e seletividade. A conformidade
com as diretrizes regulatérias, como a RDC 301/2019 da ANVISA, ¢ crucial para garantir a
eficacia e a seguranca dos produtos farmacéuticos, e a validacdo de limpeza desempenha um
papel critico nesse processo, garantindo a conformidade e a qualidade dos produtos finais de
forma que os resquicios de quaisquer residuos sejam eliminados. Com esse trabalho foi possivel
apresentar e discutir as metodologias de swab e rinsagem para validacéo de limpeza na industria
farmacéutica, destacando suas aplicagdes. Além disso, realizou-se um estudo sobre a
metodologia analitica de UPLC-MS/MS, explorando sua eficacia na validacdo de limpeza e
comparando-a com outras abordagens analiticas. A UPLC-MS/MS ¢ a técnica escolhida para
validacédo de limpeza devido a sua sensibilidade e capacidade de lidar com matrizes complexas.
Essa técnica assegura deteccdo precisa de residuos, permitindo uma avaliagdo abrangente da
limpeza de equipamentos industriais, contribuindo para a conformidade regulatéria e
garantindo a seguranca dos produtos finais.

Palavras-chave: amostragem, contaminacao, métodos analiticos quantitativos e residuos.



ABSTRACT

Through a literature review utilizing articles, ANVISA guidelines, standards, and academic
works, this study aimed to present and discuss three concepts within the pharmaceutical
industry: sampling, equipment, and methodology. Cleaning validation is crucial in the
pharmaceutical industry to prevent cross-contamination and ensure product efficacy. It involves
documenting procedures, selecting appropriate quantitative analytical methods, establishing
acceptance criteria, sampling, and determining analytical parameters. Methodology includes
employing various techniques such as direct sampling (swab) and indirect sampling (rinse),
each with specific advantages and disadvantages. Additionally, cleaning validation requires the
use of analytical equipment, such as mass spectrometry, providing significant benefits,
including the ability to identify and quantify compounds with high sensitivity and selectivity.
Compliance with regulatory guidelines, such as ANVISA's RDC 301/2019, is crucial to
ensuring the efficacy and safety of pharmaceutical products, and cleaning validation plays a
critical role in this process, ensuring compliance and the quality of final products by eliminating
residues.This work presented and discussed swab and rinse methodologies for cleaning
validation in the pharmaceutical industry, highlighting their applications. Furthermore, an
exploration of the analytical methodology of UPLC-MS/MS was conducted, assessing its
efficacy in cleaning validation and comparing it with other analytical approaches. UPLC-
MS/MS is the chosen technique for cleaning validation due to its sensitivity and ability to
handle complex matrices, ensuring precise detection of residues and contributing to a
comprehensive assessment of industrial equipment cleanliness, thus ensuring regulatory
compliance and the safety of final products.

Keywords: sampling, contamination, quantitative analytical methods, and residues.
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1  INTRODUCAO

A validacdo de limpeza esta sendo a solucéo dos problemas das contaminacdes cruzadas
(ANALYTICA, 2020). O seu principal objetivo é a remocao de residuos dos produtos que
acabaram de ser produzidos, para estes nao alterarem o proximo produto a ser formulado.

Esse procedimento torna-se algo t&o essencial a partir do momento em que uma
contaminacgdo dentro de uma industria farmacéutica pode ocasionar varia¢do farmacoldgica nos
medicamentos, podendo deixa-los inativos ou até mesmo toxicos (TAVARES, 2018).

Essa metodologia nada mais é que a documentacéo de procedimentos de limpeza. E a
escolha do procedimento adequado a cada equipamento e residuo, dentro desse procedimento,
tem-se o critério doe aceitacdo, 0 método de limpeza de acordo com o processo, 0 equipamento,
os agentes da limpeza e as técnicas de limpeza. E o desenvolvimento e validagdo dos métodos
de amostragem e determinagio de métodos analiticos. E a determinacfo da porcentagem de
recuperacdo, bem como os parametros de metodologia analitica (especificidade, linearidade,
intervalo, precisao, limite de detec¢do, limite de quantificagdo e exatiddo do método) (BIDO,
2020).

1.1 CONTEXTUALIZACAO

A RDC 301/2019 publicada pela ANVISA trata das diretrizes para boas préaticas de
fabricacdo para medicamentos, sendo também aplicavel a inddstria de cosméticos. Com a
resolucdo, aumentou-se a preocupagdo com a contaminagdo cruzada proveniente de insumos

ou produtos utilizados em processos anteriores no mesmo sistema

1.2 JUSTIFICATIVA/PROBLEMATICA

A validacdo de limpeza foi metodologia analitica escolhida para dar fim as
contaminacgdes em industrias (ANVISA, 2013), por meio de diferentes métodos (cada um com
uma particularidade, definidos a partir do ativo que passou por aquela maquina), diferentes
amostragens e diferentes limites (concentracdo do ativo). Segundo a ANVISA (2013), a técnica
é uma evidéncia documental de que um processo de limpeza aprovado é capaz de providenciar

equipamentos adequados para o processamento de produtos medicinais. Este tem como objetivo
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comprovar que os niveis de principio ativo, detergentes e microrganismos existentes depois do
procedimento de limpeza s&o adequados. Esta é realizada por um grupo de trabalho que envolve
recursos dos departamentos de Garantia de Qualidade, Controle de Qualidade, Producédo e

Engenharia.

A validacdo de limpeza geralmente s6 é necesséaria para equipamentos nao dedicados, ou
seja, aqueles utilizados na producéo de produtos diferentes, sendo esta validacao realizada para
as superficies em contato com o produto. Nestes processos, pode ser aplicado o conceito de
bracketing, onde apenas o0 pior caso, relativamente aos equipamentos ou produtos, é
analisado. S&0 necessarias trés corridas, ou seja, amostragens ap0s execucdo dos
procedimentos de limpeza trés vezes consecutivas, para proceder a validacdo do mesmo

(SILVA, 2014).

Diante disto, o entendimento sobre esse método na industria farmacéutica € importante,
pois implica no consumo de medicamentos, no sentido de que o consumidor espera que alguém

tenha se preocupado com a limpeza dos equipamentos que foram passados tal medicamento.

1.3  OBJETIVOS

A) Apresentar e discutir as metodologias (swab e rinsagem) para validacéo de limpeza
no ambito da industria farmacéutica;
B) Estudar a metodologia analitica de UPLC-MS/MS empregada na validacdo de

limpeza e compara-la com outras metodologias utilizadas para mesma finalidade.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VALIDACAO DE LIMPEZA

A validacdo de limpeza é a documentacdo de um procedimento e segundo a ANVISA

(2013), a validacao € a solugdo das contaminagdes cruzadas nas industrias.

Para executar uma validacdo, deve-se seguir alguns passos: Procedimento adequado ao

equipamento (critério de aceitacdo, método de limpeza de acordo com o processo, equipamento,

agentes da limpeza e técnicas de limpeza).

2.2 A QUALIDADE NA VALIDACAO DE LIMPEZA

Através da leitura do Guia de validacdo de limpeza para farmoquimicas (ANVISA,

2013), foi observado que:

Desenvolvimento e validacdo do método de amostragem, determinacdo de método
analitico (swab ou rinsagem). Deve-se determinar a porcentagem de recuperagao, bem
como os parametros de metodologia analitica (especificidade, linearidade, intervalo,
precisao, limite de detec¢do, limite de quantificacdo e exatiddo do método), avaliagéo
de superficies do equipamento (pontos mais dificeis de limpar, “pior caso”, ¢ nele que
é realizado a amostragem de swab e volume e tipo de solvente, para a rinsagem,
elaboracdo de protocolo de validagdo e elaboracdo de relatorio de validacdo. O
relatério deve fornecer um fundamento técnico detalhado do estudo de validagdo de
limpeza e deve avaliar todos os dados gerados em relagdo aos critérios de aceitagdo
empregados no estudo, incluindo os desvios encontrados durante o processo de
validacdo. O relatério deve também indicar os requerimentos para revalidacao
(periodicidade e controle de mudangas) (ANVISA, 2013).

Além disso, foi visto que,

A combinacéo de métodos pode permitir identificar contaminantes provenientes de
varias fontes, incluindo as &guas de processos, ingredientes ativos, excipientes, e
agentes de limpeza. Para utilizar estas técnicas, todo o residuo detectado é assumido
como sendo 0 composto pior caso, e, em seguida, é comparado com os critérios de
aceitacdo estabelecidos. Se os resultados forem superiores aos critérios de aceitacéo,

processos de limpeza adicionais sdo necessarios (PORTO,2015, p. 23).

De acordo com a ANVISA (2013, p.6), em validacédo de limpeza, o grau de utilizacéo

determina o nivel de limpeza que é necessario submeter cada tipo de equipamento para poder
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promover a eficacia da lavagem, eliminando (ou minimizado) as fontes de contaminacdo
cruzada. Desta forma, é necessario efetuar-se uma primeira avaliacdo do tipo de substancia que
passou pelo equipamento antes do mesmo ser lavado, tendo-se em conta qual ird ser a substancia
que ird passar imediatamente apds a lavagem, sendo que este € um dos passos necessarios para
determinar qual sera o nivel de limpeza necesséario, como especificidade do equipamento (se 0
mesmo ¢ dedicado a uma substancia ou ndo); da etapa de producéo (se a lavagem for aplicada
a equipamentos que participem ativa e diretamente num processo produtivo) e da natureza de
substancias potencialmente contaminantes Apos a analise dos varios parametros, existem trés

niveis de limpeza/lavagem:

>Nivel 0 — E o nivel menos critico em lavagem. Este tipo ndo requer validagio de
limpeza apds a sua implementacdo ja que € utilizado para lavagens intra-campanhas, onde o

risco de contaminac&o é nulo.

>Nivel 1 — Este nivel de limpeza é aplicado quando se transita entre passos de producao
de um primeiro produto para um passo produtivo inicial ou intermediério de outro produto. E
também aplicado quando se transita de passos iniciais de producdo de um produto para passos

intermediérios desse mesmo produto.

>Nivel 2 — E o nivel de limpeza que se considera mais critico e ¢ aplicado quando existe
mudanca entre qualquer passo e o passo final de producio de um determinado produto. E o
nivel onde a validacdo de limpeza é fundamental por ser aplicado em transi¢cdes muito sensiveis
e criticas intra e inter processos produtivos ja que o produto segue para o consumo final. Para
0 caso dos materiais de amostragem, no presente estudo, o nivel de limpeza pode ser de nivel 1
ou nivel 2 ja que as amostragens consistem sempre, ou em partes iniciais de processo (matérias-

primas) ou em partes processuais em que as amostragens sao de produto final.

2.3 DOCUMENTACAO DE VALIDACAO DE LIMPEZA

De acordo com o livro Validacdo de limpeza para farmoquimicas, publicado pela
ANVISA (2013), a avaliacdo do processo de limpeza € o primeiro passo da validacdo. Alguns

passos importantes para essa avaliacdo devem ser levados em consideracao:

1) O procedimento deve ser registrado, tanto com a metodologia, quanto com os
treinamentos (somente pessoas treinadas fazem o procedimento).
) No procedimento deve-se esclarecer todos os pontos dificeis de se alcangar em

um equipamento, deve-se ter a maneira de limpar cada equipamento, cada ponto
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critico citado nessa etapa deve-se obter codigos de identificacdo para ndo haver
esquecimento de nenhuma particula.

1)  Sealimpeza for manual, deve-se detalhar no procedimento o tempo que se leva,
a quantidade de solvente utilizada, o tipo de solvente que foi escolhido, tipo de
detergentes e os métodos (quantas vezes uma determinada area deve ser
esfregada, por quanto tempo e em que sentido).

IV)  Todo o material utilizado deve ser registrado, para que ndo haja mudancas na
concentracdo, lote e marca.

V) Nele também deve conter o tempo que a peca pode ficar suja, pois alguns tipos
de produtos dificultam a limpeza dependendo do tempo que ficou na superficie.

VI)  Nesse procedimento deve-se conter a informacdo. Jamais um equipamento, apds
ser limpo, deve permanecer com agua estagnada, seja no seu interior ou no
interior de suas valvulas. O estudo de validagdo deve assegurar que as operacoes
de limpeza e armazenagem n&o permitam proliferagdo microbiana.

VII) No procedimento, em casos de campanhas, onde sdo realizadas limpezas
parciais entre diferentes lotes de producdo, a validacdo de limpeza deve definir
0 tempo maximo de campanha. Na etiqueta de identificacdo do status
de limpeza deve constar nome, concentracdo, lote do Gltimo produto utilizado
no equipamento ou utensilio, prazo de validade da limpeza, nome dos

funcionarios que executaram e supervisionaram a limpeza.

O passo do registro é chamado elaboracdo de um protocolo de validacdo de limpeza,
este deve apresentar um detalhamento do procedimento e todas as fases criticas. Além disso,
deve conter todas 0s possiveis contratempos que podem ser evitados, o tipo de amostragem e
os limites aceitaveis (ANVISA, 2013).

2.4 PARAMETROS PARA VALIDACAO DE METODO ANALITICO
2.4.1 Linearidade

De acordo com a RDC 166, publicada em 2017, a linearidade deve ser comprovada pelo
estabelecimento de uma relacdo proporcional entre as respostas analiticas e as concentracoes
do analito na amostra, dentro do intervalo determinado para 0 metodo. Para realizar essa
verificacdo, é necessario utilizar no minimo cinco concentragdes diferentes da Solugdo-Padrédo
de Referéncia (SQR), preparadas em triplicata de forma independente ou a partir de uma

solucdo mée da SQR diluida. Todos os célculos para a avaliagdo da linearidade devem ser
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baseados em dados de concentracdes reais e respostas analiticas individuais. Na avaliagdo da
linearidade, é crucial exibir graficamente as respostas em relacdo a concentragdo do analito,
gerar um grafico de dispersdo dos residuos com analise estatistica e fornecer a equacao da reta
de regressao de y em X, obtida por meio do método dos minimos quadrados. A observancia
desses requisitos assegura uma analise abrangente e precisa da linearidade do método de
andlise, sendo fundamental para a validade dos resultados obtidos.

2.4.2 Exatidao

De acordo com a RDC 166, publicada em 2017, a exatiddo de um método analitico deve
ser determinada pela concordéncia entre os resultados e um valor de referéncia aceito. A
verificagdo da exatiddo deve envolver no minimo 9 determinacfes, em trés niveis de
concentracdo: baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel. As amostras devem ser
preparadas independentemente, podendo ser derivadas de uma solucdo mae de substancia
quimica de referéncia (SQR). Define abordagens especificas para avaliar a exatiddo de acordo
com o tipo de andlise (Ingrediente farmacéutico ativo - IFA, produto final e impurezas). A
exatiddo pode ser expressa como a relacdo percentual de recuperacdo do analito de
concentracdo conhecida adicionado a amostra ou como a relagdo entre a concentracdo média
experimental e a concentracdo tedrica correspondente. O célculo do desvio padrdo relativo
(DPR) é necessario para cada concentracdo. Os critérios de aceitacdo para percentuais de
recuperacdo e desvio padrdo relativo devem ser justificados de acordo com o0s critérios

estabelecidos no artigo 39.

2.4.3 Precisao

No trecho regulamentar, publicado na RDC 166 (2017), sdo estabelecidas diretrizes para
a avaliacdo da precisdo de métodos analiticos, tais como:

VIII) Artigo 33: A precisdo é avaliada com base na proximidade entre os resultados
obtidos de ensaios com amostras preparadas de acordo com o método analitico
a ser validado.

IX)  Artigo 34: A precisdo pode ser expressa por meio da repetibilidade, precisao
intermediaria ou reprodutibilidade.

X) Artigo 35: A preciséo é demonstrada pela disperséo dos resultados, usando o
desvio padrao relativo (DPR) da série de medicdes.
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X1)  Artigo 36: Amostras devem ser preparadas independentemente desde o inicio do
procedimento descrito no método, exceto no caso de amostras solidas e
semissalidas.

XIl)  Artigo 37: Caso a avaliacdo da precisdo envolva contaminacdo da matriz com
substancia em quantidade muito baixa, procedimentos especificos devem ser
seguidos, incluindo fortificacdo da amostra com concentragdes conhecidas do
padrdo de impurezas.

XII) Artigo 38: Critérios especificos devem ser seguidos para determinar a
repetibilidade, incluindo avaliagdo das amostras sob as mesmas condigdes de
operacdo e 0 uso de um ndmero minimo de determinacfes em diferentes
concentracoes.

XIV) Artigo 39: Os critérios de aceitacdo devem ser definidos e justificados com base
no objetivo do método, variabilidade intrinseca, concentracdo de trabalho e
concentragédo do analito na amostra.

XV) Artigos 40 e 41: Sao detalhados critérios e procedimentos para a determinagao
da precisdo intermediaria e reprodutibilidade, incluindo a necessidade de testes
estatisticos apropriados para estudos colaborativos ou para a padronizacdo de

métodos analiticos em compéndios oficiais.

2.4.4 Seletividade

A seletividade do método deve ser comprovada pela capacidade de identificar ou
quantificar o analito na presenca de outros componentes da amostra, como impurezas e
componentes da matriz. Para métodos cromatograficos, a pureza cromatogréfica do sinal do
analito deve ser comprovada, exceto para produtos bioldgicos. Nos métodos de identificacdo, €
necessario demonstrar a capacidade de obter um resultado positivo para a presenca do analito
e um resultado negativo para outras substancias na amostra. A compara¢do com a resposta
obtida para o analito utilizando uma solucdo padrdo de referéncia (SQR) é requerida. Além
disso, ensaios com substancias estruturalmente semelhantes ao analito devem resultar em um
critério de aceitagdo negativo. Para insumos farmacéuticos ativos de origem vegetal e seus
medicamentos, a capacidade do método de distinguir o material de interesse de outras espécies
vegetais semelhantes deve ser demonstrada. Em métodos quantitativos e ensaios limite, a
seletividade deve ser demonstrada garantindo que a resposta analitica seja exclusivamente do

analito, sem interferéncia de outros componentes da amostra, como o diluente, a matriz, as



18

impurezas ou os produtos de degradacdo. E necessario expor a amostra a condicdes de
degradacdo variadas para comprovar a auséncia de interferéncia de produtos de degradacéao
(RDC 166, 2017).

2.5 AMOSTRAGEM E PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Os tipos de amostragem, conhecidos como swab e rinsagem, ambos utilizados para

retirada de residuos, possuem suas particularidades (CMS, 2020):

2.5.1 Swab

A amostragem direta é a mais utilizada na validacao de limpeza, de acordo com o Guia
de InspecBes da Food and Drug Administration - FDA (FDA, 2014). Uma das maiores
vantagens € que, diferente da rinsagem, € utilizada com residuos secos e insoluveis, ou seja,

essa amostragem ¢ usada com residuos que precisam de “esfor¢o” fisico (CMS, 2020).

Figura 1 — Amostragem direta da superficie, swab.

Fonte: APEX SCIENCE (2022).

O swab é uma ferramenta para a coleta de amostras de superficies ou determinadas
areas, chamada de método de esfregaco, € composto por uma haste feita de plastico e contém
uma extremidade coberta de um material absorvente. Quando se trata de higienizacao de areas
criticas, deve-se usar produtos especificos, de modo que o swab é um método que emprega a

forca fisica na remocéo de residuos (AXIOS, 2022).

Para a preparacdo de uma validacdo de limpeza usando o método swab, também

chamado de método do esfregaco, primeiro precisa-se selecionar o tipo de swab apropriado,
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sendo que 0 que mudara de um modelo para o outro é o tamanho e o material da area absorvente.
Apos essa selecdo delimita-se a area de amostragem e, por fim, umedecendo o swab no diluente
escolhido, amostra-se (AXI0S, 2022).

Esse ato de amostrar com o swab auxilia em uma melhor recuperagdo quando se tem
superficies irregulares, areas de dificil acesso, espaco onde ha presenca de produto ou residuo
de limpeza, superficies em maiores temperaturas e superficies que contém poros (AXIOS,
2022).

A utilizacdo do swab na superficie se da através do desenvolvimento de metodologia,
onde a escolha do diluente, quantidades de swab, tipo e movimentos de amostragem é escolhida
conforme melhor recuperacdo. Destacando que 0os movimentos tém que ser feitos de forma
uniformizada (USC, s.d) .

Na Figura 2 é demonstrado um exemplo de movimentos de amostragem. Nesta figura
sdo apresentados 2 swabs, frente e verso, movimentos horizontais, verticais e diagonais (CMS,
2020).

Figura 2 — Movimentos de amostragem, swab.

Passo1 Passo 2 Passo 3 Passo 4 Passo 5

Swab 1/ Lado 1 Swab 1/ Lado 2 Swab 2 / Lado1 Swab 2/ Lado 2 Swab 2 / Extremida

Q
@
o

45°

Fonte: CMS (2020).

2.5.2 Rinsagem

Na rinsagem (amostragem indireta da superficie) a tltima lavagem do equipamento é
utilizada como uma amostra para quantificar os residuos que podem ter ficado no equipamento.
A vantagem de se escolher essa amostragem indireta € que ela, em si, cobre o equipamento

inteiro, isso indica que a parte inacessivel sera alcancada. A desvantagem de se escolher esse



20

tipo de amostragem ¢ que alguns tipos de residuos podem nao “desgrudar” facilmente da

superficie, precisando-se utilizar um swab (BIDOIA, 2014).

A figura seguir € uma demonstracdo de rinsagem em uma superficie de INOX, com area

de 25 cm?, o pesquisador com o auxilio de uma pinga, segura a superficie e a enxagua com o

diluente escolhido, essa lavagem é coletada em um béquer para anélise posterior.

Figura 3 — Amostragem indireta da superfic
TG, e Y

ie, rinsagem.

Fonte: Apex Science (2023).

De acordo com o Guia de validacao de limpeza para farmoquimicas (ANVISA, 2013),

tem-se que:

A quantidade de residuo no equipamento pode ser assumida ser igual a quantidade de
residuo na ultima por¢éo de solvente de lavagem/rinsagem. Esta suposicdo é baseada
na consideracdo de pior caso, ou seja, que uma lavagem/rinsagem posterior (ou
qualquer reacéo) nédo lavaria mais do que esta porcdo faria. A vantagem deste tipo de
amostragem é que todo o equipamento sera alcangado pelo solvente, mesmo as partes
mais inacessiveis e que ndo podem ser desmontadas (ex.: vedagdes, frestas, tubulagdes
etc.). O residuo na amostra de solvente deve ser determinado por métodos analiticos
adequados e o residuo no equipamento como um todo pode ser calculado através de
uma equacdo, cuja férmula é expressa pelo volume da Gltima porcdo de solvente
multiplicado pela diferenga entre a concentragdo de impurezas na amostra e o branco
do solvente de lavagem, resultado na quantidade de residuo em mg. A determinacéao
do volume do solvente de rinsagem a ser utilizado é muito importante para permitir a
determinagdo dos contaminantes. Se utilizar volume elevado, a metodologia analitica
poderd ndo ser capaz de detectar a presenca dos contaminantes no solvente de
lavagem, induzindo a conclusdes errdneas, como a consideracdo que o método de
limpeza foi eficaz (ANVISA, 2013).
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2.6 METODOLOGIAS ANALITICAS

2.6.1 Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (UPLC-MS/MS)

De acordo com Magalhées (s.d), a técnica de cromatografia permite a separacdo de
componentes de uma mistura entre duas fases, a fase movel e a fase estacionaria, enquanto que
a técnica de Espectrometria de Massas (EM) converte moléculas individuais em ions e analisa
a abundancia relativa destes ions. A andlise é feita pela introducéo da amostra pelo injetor na
fase movel, em seguida, ela passa pela coluna contendo a fase estacionéria e, posteriormente,
ocorre a ionizacdo das moléculas. A principal vantagem de acoplar a cromatografia com a
espectrometria é que o espectrdmetro € um detector universal, ou seja, permite uma analise

qualitativa inequivoca utilizando o espectro de massa (BUSTILLOS, s.d).

A espectrometria de massas por si s6 (MS) é capaz de fornecer informacdes sobre a
massa de ions presentes na amostra, permitindo a identificacdo de compostos com base na
comparacdo das massas medidas com aquelas de compostos conhecidos. No entanto, em
ambientes complexos, como a validacdo de limpeza, onde diferentes residuos podem coexistir,
a MS/MS se destaca. A espectrometria de massas em Tandem (MS/MS) envolve a selecdo de
ions especificos para posterior fragmentacédo, produzindo ions secundarios que podem fornecer
informacdes mais detalhadas sobre a estrutura molecular dos compostos presentes. Isso
aumenta a especificidade e a confianca na identificacdo, sendo particularmente Gtil quando se

lida com matrizes complexas e a presenca de multiplos residuos (JUNIOR, s.d).

A escolha da técnica UPLC-MS/MS para a validagdo de limpeza é recomendada por sua
sensibilidade, especificidade e habilidade de lidar com matrizes complexas. Ou seja, oferece
informac@es detalhadas sobre os residuos presentes nos equipamentos de fabricacdo o que é

crucial no quesito controle de qualidade (PINTO, 2022).

A cromatografia acoplada ao Espectrdometro de massas € a UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatography). O UPLC é uma evolugdo do HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), projetado para oferecer maior eficiéncia, velocidade e resolugcdo em analises
cromatogréaficas. O uso de particulas de enchimento menores e a operacdo em pressdes mais
elevadas s&o caracteristicas distintivas do UPLC em comparagdo com o HPLC, proporcionando

beneficios significativos em termos de desempenho analitico (MODUM TECH, 2022).
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Além da Espectrometria de massas, pode-se utilizar outras técnicas na validacdo de
limpeza, tais como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Espectrofotometria

Ultravioleta-Visivel (UV-vis), que serdo apresentadas abaixo:

Figura 4 — Cromatografia de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MSMS).

Fonte: Google imagens (2023).

2.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em inglés, High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), é uma técnica utilizada para separar 0s componentes de uma
amostra em duas fases diferentes: uma estacionaria e outra mével. A fase estacionéria pode ser
um sélido, um liquido retido em um sélido ou um gel, enquanto a fase moével pode ser liquida
Ou gasosa. Seu objetivo é separar 0s constituintes de uma mistura para identificacdo,
quantificacdo ou obtencdo de substancias puras para diversas finalidades. A CLAE ou HPLC ¢
usada para separar compostos quimicos em solucao, exigindo a particdo dos componentes da
amostra entre a fase movel e a fase estacionaria. Esta técnica permite analises quantitativas de
diversos compostos em varias amostras, com alta resolucdo e sensibilidade, desde que a fase

movel correta seja aplicada a fase estacionaria apropriada (CSA, 2019).

Figura 5 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Fonte: Google imagens (2023).
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2.6.3 Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

A Espectrofotometria UV-vis estuda como o0s materiais reagem a radiacao
eletromagnética nas regides ultravioleta e visivel. E usada para analises quantitativas de
compostos organicos e inorganicos por meio de medidas de transmitancia ou absorbancia.
Quando os materiais absorvem essa radiacdo, os elétrons passam para um estado excitado,
formando grupos cromoforos que determinam os comprimentos de onda absorvidos. Devido a
sobreposicdes nas faixas de absorcdo, é frequentemente combinada com outras técnicas, como
ressonancia magnética nuclear e infravermelho, para caracterizacdo mais precisa. Os espectros
sdo obtidos com espectrofotdmetros que utilizam uma fonte de energia radiante, um seletor de
comprimento de onda, um recipiente para a amostra, um detector de radiacdo e uma unidade de
processamento. A escolha do solvente é crucial para evitar interferéncias. A Lei de Beer-
Lambert descreve como a absorbancia varia com a concentracdo, o caminho Optico e a
absortividade molar. Os espectros geralmente mostram uma banda larga de absorc¢édo centrada
no comprimento de onda da transicdo principal. Bancos de dados online, como NIST e
PubChem, fornecem informacdes para comparacdo de resultados. Apesar das limitagdes, a
Espectrofotometria UV-vis complementa outras técnicas, fornecendo informacdes detalhadas
sobre um composto (CSA,2020).

Figura 6 — Espectrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-vis).

Fonte: Google imagens (2023).
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3 METODOLOGIA

Neste trabalho optou-se pelo desenvolvimento em forma de pesquisa bibliografica
exploratoria. Nesse tipo de pesquisa buscamos analisar as teorias principais sobre o tema com
diferentes finalidades (CHIARA et al., 2008). Este trabalho tem como intuito aprimorar o
conhecimento sobre as teorias de validacdo de limpeza no ambito da industria farmacéutica,
bem como analisar e explicar o tema investigado. Para isso, realizou-se uma ampla analise de
referenciais teodricos, dentre eles trabalhos académicos, livros e publicacdes de referéncia, assim
como as definicdes de cada ferramenta e norma apresentada, abrangeu as principais
normas/legislacdes vigentes sobre a validacdo de limpeza, sendo elas a RDC 17 (Dispde sobre
as Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos), Guia de Validacdo de Limpeza para
Farmoquimicas da ANVISA (documento direcionado a farmacéuticas que tem como objetivo
a melhor orientacdo a respeito dos procedimentos de validacdo de limpeza), artigos cientificos
publicados (pesquisados na internet com auxilio do Google Académico), trazendo uma
abordagem qualitativa, estabelecendo a analise de finalidade, o entendimento do tema proposto
e seu objetivo. Sendo assim, apontando os pontos positivos da validacdo de limpeza visando
discutir a respeito das metodologias analiticas, tanto da parte experimental (amostragem),
guanto da parte do mecanismo da anélise (equipamento UPLC-MS/MS) e por fim, tratando a
importancia da validacdo na industria. Os artigos escolhidos para analise foram publicados entre
0 periodo de 2006 a 2023.


http://et.al/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na induastria farmacéutica, a validacdo de limpeza desempenha um papel crucial na
garantia da seguranca e qualidade dos medicamentos produzidos, uma vez que a contaminacgéo
cruzada pode levar a efeitos farmacoldgicos indesejados nos produtos. A implementacao de
diretrizes como a RDC 301/2019 da ANVISA visa minimizar o risco de contaminacao cruzada,
destacando a importancia da validacédo de limpeza no setor.

Para assegurar a eficacia da validacdo de limpeza, é crucial desenvolver protocolos
detalhados que abranjam todas as etapas do processo de limpeza, desde o procedimento de
limpeza propriamente dito até a analise dos resultados. A escolha de metodologias adequadas,
como o uso de swab e rinsagem, aliada a técnicas analiticas avancadas, como a UPLC-MS/MS,
desempenha um papel fundamental na determinacdo da eficacia do processo de limpeza e na
identificacdo de quaisquer residuos que possam comprometer a qualidade dos produtos

farmacéuticos.

A compreensdo e implementacdo adequada dos parametros de validacdo de métodos
analiticos sdo essenciais para garantir a precisdo, confiabilidade e consisténcia dos resultados
analiticos, promovendo a conformidade com as normas regulatérias e a seguranca dos

consumidores.

4.1 AMOSTRAGEM E PROCEDIMENTOS ANALITICOS - VANTAGENS,
DESVANTAGENS E DIFERENCAS

A partir das pesquisas e estudos, pode-se compreender alguns dos materiais utilizados
na validacdo de limpeza. Foram apresentados os métodos de amostragens (swab e rinsagem),
foi possivel apontar a metodologia da prépria validacdo de limpeza, dentre o processo de
validar, limpar e documentar e foi possivel expor a respeito do espectrémetro de massas (capaz

de detectar, identificar e quantificar moléculas de interesse).

As boas praticas de laboratério impdem que todo processo de producdo de
medicamentos deve ser documentado e, para isso, sdo feitas as validagdes e as qualificacdes.

Um processo de limpeza bem elaborado e feito de maneira correta evita a contaminagao cruzada
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dentro da Indastria Quimica, uma vez que a contaminacdo cruzada faz com que 0s

medicamentos sofram mudanca farmacoldgica (ARAUJO, 2014).

O swab ¢ usado para coletar microrganismos e residuos de superficies, enquanto a
rinsagem € utilizada para concentrar e coletar substancias dissolvidas em liquidos ou particulas
em suspensdo. Ambas as técnicas desempenham um papel fundamental na anélise e no controle
de qualidade em diversas areas da ciéncia e da industria. De acordo com ANVISA (2013), o
método de amostragem direta da superficie, chamado amostragem por swab, possui as seguintes

vantagens e desvantagens:

Quadro 1 — Amostragem direta da superficie, swab — vantagens e desvantagens.

SWAB

Vantagens

Desvantagens

Residuos secos e insolGveis podem ser
retirados;

Permite o estabelecimento do nivel de
contaminagdo por area, estabelecendo onde o
procedimento precisa ser melhorado e se
realmente o0s pontos criticos correspondem as
expectativas;

Permite a recuperacdo do contaminante a partir
de areas onde a dgua de rinsagem teve contato
deficiente.

A drea a ser amostrada deve permitir livre
acesso ao operador, 0 que € impraticavel em
muitos equipamentos;

O solvente e o material do swab nédo devem
ser fonte de contaminacdo adicional ou
interferirem na metodologia analitica;

A porcentagem de recupera¢do do ativo por
parte do swab deve ser estabelecida
utilizando um estudo de recuperagdo que
mimetiza exatamente 0 procedimento
utilizado na préatica (mesmo swab, placa com
0 mesmo tipo de aco do equipamento,
definicdo da area);

Possivel interferéncia do material de
construcdo do swab deve ser avaliada durante
0 estudo de validacdo da metodologia
analitica.

Fonte: ANVISA (2013).

J& 0 método de amostragem indireta da superficie, chamada amostragem por rinsagem,

possui as seguintes vantagens e desvantagens (ANVISA, 2013):
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Quadro 2 — Amostragem indireta da superficie, rinsagem — vantagens e desvantagens.

RINSAGEM
Vantagens Desvantagens
e Permite a amostragem de grandes areas; e Causa a diluicdo do contaminante, 0 que as
e Permite a amostragem de areas de dificil vezes compromete ou impossibilita o
acesso como bhicos de envase, tubulagdes e desempenho da metodologia analitica;
pequenas pecas. e O contaminante pode nao ser solvel no

solvente utilizado;

e O contaminante pode estar ocluido ou
aderido em alguma superficie, de modo que a
simples rinsagem nao é capaz de retira-lo;

e A metodologia analitica utilizada deve ser
especifica para o contaminante, métodos nao
especificos como a adogdo do critério
farmacopeico para a agua utilizada na
rinsagem ndo sdo aceitaveis;

e Em alguns casos, como por exemplo, com
bicos de envase, as primeiras por¢oes
extraidas sempre  serdo as  mais
contaminadas, portanto a uniformizagéo com
todo o conteldo deve ser feita.

Fonte: ANVISA (2013).

A escolha do método de amostragem estd relacionada as superficies que serdo
amostradas, ap6s as pesquisas pode-se inferir que o swab € um método eficaz para coletar
amostras em pontos especificos e podem ser utilizados em &reas criticas. Por outro lado, a
rinsagem, quando escolhida, é usada como parte integrante da validacdo de limpeza, e como o
préprio sinbnimo informa, enxague significa lavar, ndo sendo necessario um consumivel para
realiza-la. Em alguns casos, swab e rinsagem podem ser usados de maneira complementar. Por
exemplo, apds a aplicacdo de um swab para coleta de amostras, uma rinsagem pode ser

realizada para garantir uma limpeza mais completa.

4.2 A ESPECTROMETRIA DE MASSAS ACOPLADA A CROMATOGRAFIA E
SUAS VANTAGENS UTILIZANDO-A PARA VALIDACAO DE LIMPEZA

As vantagens do uso de espectrometros de massa como detectores de cromatografia,
incluem: detector universal, possibilidade de confirmagdo de identidade (anélise qualitativa
inequivoca utilizando o espectro de massa), possibilidade de identificagdo de compostos mesmo
sem 0 uso de padr@es, capacidade de quantificar sem falsos positivos, realiza a deconvolugéo
de picos ndo separados (utilizando as massas/cargas), elimina interferentes de matriz e co-
eluigcdes (no caso de MS/MS — triplo quadrupolos), aumenta a sensibilidade e seletividade do

método e calcula a pureza de sinal cromatografico (PINTO, 2022).
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O processo da validagcdo de limpeza segue uma ordem para sua boa execugdo, onde
primeiro, escolhe-se o ativo mais critico (de acordo com sua toxicidade, solubilidade em agua,
classe terapéutica, atividade farmacologica do produto anterior, produtos de degradacéo,
dificuldade de limpeza, se é um produto controlado, entre outros topicos), depois iniciam-se 0s
testes de recuperacdo onde o método analitico deve ser desafiado em combinagdo com o método
de amostragem, ou seja, precisa-se comprovar que o contaminante pode ser recuperado da
superficie do equipamento (BIDOIA, 2014).

Dito que a determinacdo do limite de aceitacdo é a concentragdo maxima permitida de
residuos de produtos anteriores em equipamentos para que possa passar para o lote seguinte, ou
seja, depois que ocorrer a limpeza de certo equipamento, podera seguir para o préximo lote sem
gue haja um nivel prejudicial de contaminacdo. De acordo com o FDA e a ANVISA, qualquer
principio ativo pode estar presente no produto subsequente num nivel maximo de 10 ppm
(BIDOIA, 2014).

4.2.1 A Espectrometria de massas e a Cromatografia liquida

O espectrometro de massas (EM) e a cromatografia liquida (CL) sdo duas técnicas
analiticas distintas, mas frequentemente utilizadas em conjunto para analise quimica. A
espectrometria de massas é uma técnica que mede a massa de ions para identificar e quantificar
compostos quimicos. Ela envolve a ionizacdo de moléculas para gerar ions, seguido pela
separacdo e deteccdo desses ions com base em suas massas. As amostras sdo vaporizadas e
ionizadas, e os ions resultantes sdo acelerados através de um campo elétrico em direcdo a um
analisador de massa. O analisador de massa separa 0s ions com base em sua razdo carga/massa,

permitindo a identificacdo dos compostos pela sua assinatura de massa (ANALYTICA, 2020).

A cromatografia liquida é uma técnica de separacdo que utiliza uma fase estacionaria e
uma fase movel para separar os componentes de uma mistura. A fase estacionaria pode ser
solida ou liquida, enquanto a fase mével é um liquido. As amostras sdo introduzidas na fase
movel e passam pela fase estacionaria. Os componentes da amostra interagem de maneira
diferente com a fase estacionaria, resultando em diferentes taxas de movimento. Isso leva a

separacdo dos componentes da amostra ao longo do tempo (NOVALIS, s.d).

Em muitas analises, a cromatografia liquida € frequentemente usada como uma etapa de
preparacdo para 0 espectrobmetro de massas. ApOs a separacdo dos componentes pela

cromatografia, a amostra € introduzida no espectrometro de massas para a identificagdo



29

especifica dos compostos. Pode-se dizer que a cromatografia, acoplada a espectrometria de
massas é mais adequada para se utilizar na validacdo de limpeza por ser uma técnica mais

completa, onde sozinha, abrange os resultados.

4.2.2 A Espectrometria de massas e a Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

O espectrémetro de massas se concentra na medida da massa de ions para identificacdo
e quantificacdo de compostos. Ja a espectrofotometria UV-vis se baseia na absor¢do de luz por
compostos em uma faixa especifica do espectro eletromagnético para determinar a
concentracdo (SARAN, s.d).

Essas técnicas podem ser usadas de maneira complementar em anélises. Por exemplo,
amostras separadas por cromatografia liquida podem ser analisadas por espectrdometro de
massas para identificacdo precisa dos componentes, enquanto a espectrofotometria UV-vis

pode ser utilizada para quantificar a concentragdo de um composto especifico (UFJF, 2016).

Em resumo, o espectrdometro de massas e a espectrofotometria UV-vis sdo técnicas
distintas que servem a propdsitos diferentes, mas podem ser utilizadas em conjunto para

abordagens analiticas mais abrangentes (UFJF, 2016).

4.2.3 A relacdo entre UPLC-MS/MS e a validacéo de limpeza

O uso do UPLC-MS/MS (espectrometro de massas acoplado a cromatografia) € uma
técnica com vantagens quando se trata de validacdo de limpeza, pois € uma técnica altamente
sensivel e especifica, ou seja, ela pode detectar e quantificar tragos muito pequenos de residuos
de produtos farmacéuticos. Ela permite uma identificacdo mais precisa dos residuos, pois
fornece informacdes sobre a massa molecular e a estrutura do composto. Isso é util quando se
tem que lidar com misturas complexas e as outras técnicas citadas neste trabalho ndo possuem
tamanha funcdo. A técnica de MS/MS permite a utilizacdo de multiplas reacGes de
monitoramento (MRM), o que melhora a seletividade da analise. Isso significa que monitora
varias transicOes especificas de ions para aumentar a confianga na identificagdo dos compostos.
Muitas agéncias regulatorias, como a FDA (Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos
EUA), recomendam ou exigem o uso de técnicas sensiveis e especificas, como UPLC-MS/MS,

na validacéo de limpeza para garantir a seguranca e qualidade dos produtos farmacéuticos.
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5 CONCLUSAO

E imprescindivel que as industrias farmacéuticas se atentem a implementagéo rigorosa
de procedimentos padronizados e a adogdo de tecnologias avancadas para a validacdo de
limpeza, a fim de garantir a seguranca e eficacia dos produtos finais e, consequentemente,
proteger a salde dos consumidores. A constante atualizagdo e o cumprimento das
regulamentacgdes vigentes sdo essenciais para manter a qualidade e a integridade dos processos

na inddstria farmacéutica.

A realizacdo desta pesquisa permitiu uma abordagem das metodologias de validagéo de
limpeza dentro do contexto da industria farmacéutica, com foco especifico nas técnicas de swab
e rinsagem. A discussdo em torno dessas abordagens revelou suas vantagens e limitacdes,
fornecendo uma compreensdo dos desafios praticos e tedricos associados a garantia da
seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos. Além disso, o estudo da metodologia analitica
de UPLC-MS/MS destacou sua crescente importancia na validagao de limpeza e permitiu uma
comparacdo com outras técnicas frequentemente empregadas para 0 mesmo proposito. A
técnica UPLC-MS/MS ¢ escolhida para a validacdo de limpeza devido a sua sensibilidade,
especificidade, capacidade de lidar com matrizes complexas e sua capacidade de fornecer
informacdes detalhadas sobre os residuos presentes nos equipamentos de fabricacdo. Isso €
crucial para garantir a conformidade regulatoria e a seguranca dos produtos finais.

A abordagem e discussdo sobre a validacdo de limpeza e sua relevancia na industria
farmacéutica destacam a importancia critica de garantir a qualidade e a seguranca dos produtos.
Esta validacdo desempenha um papel fundamental na prevencdo de contaminacgdes,
assegurando assim a exceléncia dos produtos finais. Dessa forma, os consumidores podem
confiar na eficacia e seguranca dos medicamentos, com a certeza de que 0S processos de
fabricagdo foram cuidadosamente validados e mantidos em conformidade com os mais altos

padrdes regulatorios.

Em concluséo, este estudo abre caminho para a exploracdo de uma série de topicos
correlatos, incluindo a anélise de situacdes especificas de contaminagéo cruzada, bem como a
investigacdo da quantificacdo de elementos em produtos especificos. Essas areas emergentes
de pesquisa tém o potencial de ampliar ainda mais o entendimento sobre a importancia da
validacao de limpeza na industria farmacéutica e suas implicacGes diretas na seguranca e na

qualidade dos produtos farmacéuticos.
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