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RESUMO

Biomanguinhos é uma unidade da Fundacdo Oswaldp, @sponsavel pela
producdo de vacinas, biofarmacos e reativos. Ortégpanto de controle de qualidade é
constituido pelos laboratoérios: Fisico-Quimicos.cidbiologico e Reativos, onde sé&o
responsaveis pela liberacdo dos produtos finaeymediarios e matérias-primas.

Calibracéo e qualificacdo de equipamentos, valmai# métodos analiticos,
aquisicao de padrdes, entre outras atividades dleorias, estdo sendo utilizadas para a
regularizacdo das metodologias realizadas nos fwedinais e intermediarios, devido as
exigéncias do orgdo regulamentador. A aquisicdoispodibilidade de materiais de
referéncias/eu padrdes que possuam caracteristicas semellzrgggodutos produzidos
por Biomanguinhos € uma das dificuldades encordgrpetos laboratorios de controle de
gualidade. Como também seu elevado custo tornamdowiaveis para a utilizacdo nas
metodologias realizadas nas analises de rotina.

Esta monografia tem como objetivo realizar mellgantinuas nos ensaios
fisico-quimicos do controle de qualidade na produgé material de referéncia house
nos produtos obtidos em Biomanguinhos. Consideratuilas as normas vigentes
relacionadas a regularizacdo dos meétodos de centt®l qualidade serdo realizados o
planejamento e elaboracdo do material de referé@mtiause Os requisitos necessario para
a obtencdo de material de referéncia para a impi&&o da sua metodologia sera descrito
neste trabalho.

O material “candidato” a material de referéncia BSIT, que é formulado a
partir da conjugacdo do PRRP (polirribosil-ribifolsfato) com a proteina monomérica
tetanica, tornando-se assim o produto intermedidtilzado para a producdo da vacina
contraHaemophilus influenza@acina Hib).

A partir da utilizacdo de ferramentas estatistigdsquadas sera realizada a
avaliacdo do “candidato” o material de referéndibzando os estudos de caracterizacao,
homogeneidade e estabilidade. Com isso, sera ioilum valor de incerteza combinada
expandida ao material de referéncia de trabalhe,teqmn como componentes as incertezas
de medicdo, homogeneidade e estabilidade. Assimgodanaior confiabilidade aos
produtos analisados pelo laboratorio.



ABSTRACT

Biomanguinhos is a unit of the Oswaldo Cruz Fouedatresponsible for the
production of vaccines, biopharmaceuticals and riatic kit. The Quality Control
Department is composed by the following laborasriéhysicochemical, Microbiological
and Diagnostic Kits, which are responsible for treease of the final products,
intermediated products and the raw materials.

Calibration and qualification of equipments, anabt methodology validation,
purchasing standard among other improvement desyiare used for regularization of
methodologies performed to the final products artdrmediates, due the requirements of
the regulator authority. The acquisition and avmlity of references materials and/or
standards that have similar characteristics toettpyeduced by Biomanguinhos is one of
the difficulties that the Quality Control Laborates face, as well as the high cost of them
and these points make the use of them impracti¢alilee routine analysis.

This monograph purpose to achieve continuous iwgnent in physical-
chemical quality control in the manufacture o ‘housé reference material obtained in
Biomanguinhos. Considering all regulatory normstesl to the regularization of quality
control methods, will be carried out the plannimgl reparation of reference materiad “
housé. The requirements necessary to obtain the reberenaterial for the methodology
implementation will be described.

The reference “candidate” material is PSTT, whishformulated by the
combination of PRRP (polirribosil-ribitol fosfateggnd the monomeric tetanus protein,
becoming the intermediate product used to prodbedHaemophilus influenzagaccine
(Hib vaccine).

Based on the adequate statistical tools the referérandidate” material will
be valued through the studies of characterizatlmmogeneity and stability. Thus, a
combined uncertainty expanded value will be atteduo the reference material, which is
composed by uncertainty measurements, homogenadtgtability. In this way, it should
give more reliability to the results obtained ie tuality control analysis.
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1. INTRODUCAO

Para o sucesso das empresas e instituicbes nol, BvaSistema de
Qualidade vem se tornando essencial. No Sistem@uddidade, o laboratério deve
estabelecer, implementar e manter um sistema apdoprao escopo das suas
atividades (ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005). Este eish € uma estrutura
organizacional que envolve os procedimentos, resimidades, processos e recursos
necessarios para implementacéo da Gestao de Qiea(ikED 8402).

Setores regulamentados legalmente devem atend®oas Praticas de
Laboratorio” (BPL) e “Boas Praticas de FabricacdBPF). As Boas Praticas de
Laboratorio referem-se ao Sistema da Qualidadedgqueespeito a organizagéo e as
condi¢cdes sob as quais estudos em laboratério pacado planejados, realizados,
monitorados, registrados, relatados e arquivadesBfas Praticas de Fabricacao,
voltadas para a producdo de medicamentos, assgggi@s produtos sejam fabricados
em conformidade e controlados em relacdo aos padideualidade solicitados pelo
registro sanitario do produto (PIC/S 2009). Sendsina, as “Boas Praticas” estédo
relacionadas com os procedimentos de fabricacaateote de qualidade.

O maior desafio para qualquer laboratério que teymac objetivo o
controle de qualidade € garantir que os resultddesnétodos analiticos utilizados na
rotina — produtos finais e intermediarios — sejanqdalidade. A confiabilidade dos
resultados é determinada através de diversos meis,como: a validacdo de
métodos, rastreabilidade através de padrdes cadds, analistas qualificados e
treinados, equipamentos calibrados, entre outros.

A Vacina Hib e seus intermediarios sédo produzidesrgrolados através
de procedimentos provenientes do processo de érénsfa de tecnologia com a
GlaxoSmithkline (GSK) - Beélgica. Os métodos de mmat fisico-quimicos
relacionados aos produtos intermediarios da vadibaja se encontram estabelecidos
e as metodologias validadas (Rodrigues 2009).

Em funcdo da crescente demanda do mercado e @leoexigido em cada

processo, a utilizacdo destes materiais em ensai@gticos torna-se essencial para



garantir a rastreabilidade e confiabilidade megiwié das medi¢bes, aliada as
ferramentas estatisticas como as cartas de cofEHIRACHEM/ CITAC -2003).



2. JUSTIFICATIVA

Farmacos e vacinas produzidos em BioManguinhosupassmatrizes
biolégicas com caracteristicas préprias. Ha pouatateriais de referéncia certificados
disponiveis no mercado com as caracteristicas tpElam aos ensaios necessarios
para aprovacdo do controle de qualidade. Mesmo agog disponiveis ficam
inviabilizados de utilizagdo em ensaios de rotioagerem caras e poucas quantidades
ofertadas. O Departamento de Controle de Qualig@&€UA) de Biomanguinhos
possui um grupo que tem se dedicado a estabeleatmriais de referéncia que
atendam suas necessidades analiticas.

Este projeto tem como objetivo dar continuidade @ocesso do
Departamento de Controle de Qualidade em estabatezieriais de referéncia para
ensaios fisico-quimicos utilizando ISO guias daes®&0-35, que estabelecem os
critérios de producao de materiais de referéncia.

E possivel acompanhar a resposta do método, sdénisa e os possiveis
erros aleatorios e/ou sistematicos. Desta formdesenvolvimento de materiais de
referéncia viabilizaria a diminuicdo de custos depattamento, possibilitaria a
producdo de materiais com caracteristicas similaes produtos em analise,

agregando uma maior confiabilidade aos produtddici®anguinhos.



3. OBJETIVO

Com base nas informagdes anteriormente expostss,pesjeto possui
como proposta a elaboragdo de um material de refier@ house a fim de atender a
demanda da prépria unidade. Com o objetivo de avalviabilidade da utilizacdo de
um dos intermediarios da vacina Hib a partir deam®ss de caracterizacao,
homogeneidade, estudo de estabilidade e tratardestdados estatisticamente.

Para a realizacdo deste estudo sera utilizado tendl® PSTT, que foi
obtido a partir da conjugacdo do polirribosil-rihifosfato (PRP) com a proteina
monomeérica tetanica (PMT). A escolha do materialefieréncia se deve aos seguintes
fatores:

= O custo do padréo fornecido e a quantidade dispgniv

= A validade do PSTT (01 ano estabelecido por Biorasps);

» A facilidade do uso do PSTT nas analises em relagézina Hib;

= A abrangéncia em relagédo a(s) técnica(s) que padentilizadas para

ensaios em comum com a vacina Hib e com o polsiHibitol fosfato

(PRP).



4. DESENVOLVIMENTO

Este item consiste em desenvolver um arcabouc@desobre o assunto
escolhido como objetivo de estudo, abordando desdeina Hib até a elaboracédo do
material de referéncim house como também as metodologias utilizadas no cantrol
de qualidade.

4.1. O microrganismo Haemophilus influenzae (Hi)

O géneroHaemophiluspertence a famili®asteurellaceaeE classificado
como uma bactéria gram-negativa, imovel, que ndmdoesporos, e que pela
microscopia, sua morfologia pode ser de cocobdaitam-negativo ou de bastonete
curto, sendo por isso ¢saemophilusambém referidos como bacilos pleomorficos.
Podem ser capsulada ou ndo-encapsulada, deperdieedtrutura quimica da camada
externa polissacaridica (Jordens e Slack 1995;02€10).

Os Haemophilustambém podem ser classificados fenotipicamente, de
acordo com seu biotipo. Sdo divididos em oito pmdi fornecendo informacdes
valiosas para a epidemiologia, pois os biotipos ldbsstdo associados a diferentes
tipos de infeccdo, fontes de isolamento, propriedadntigénicas e resisténcia a
antibioticos (Campos 1999).

O Haemophilus influenza@i) foi descrito pela primeira vez por Pfeiffer,
em 1892. A denominacéao do género foi devido a satade da hemina (fator X) para
0 seu crescimento, que é encontrada no sanguegdesamamiferos. O nome da
espécie foi dado erroneamente, pois acreditavassesp 0 microrganismo causal da
gripe, epidémica na época (Maetsal. 2001). Mais tarde, foi descoberto que o agente
da gripe era o virus influenza e que o Hi era paesavel por infec¢des secundarias
(CDC, 2006).

A espécieHaemophilus influenz (Hi) € a mais importante e inclui
diversos sorotipos capsulares (a-f) bem como cefadipaveis. As doencas causadas
por esse microrganismo compdem um leque de infecgde carater agudo, que



acometem, sobretudo o Sistema Nervoso Central (8NgS)tratos respiratorios alto e
baixo, francamente predominantes em criancas eciadss principalmente ao
Haemophilus influenzago tipo capsular b ou Hib (Murplet al 1993).

OsH. influenzaeséo classificados de acordo com os antigenos éspsci
de suas cépsulas em sorotiposddéf, descritos originalmente por Pittman em 1931.
Esta classificacdo ainda € utilizada nos dias steai laboratorios clinicos e de
pesquisa que isolam e identificam estes microrgazss Aqueles que nao reagem com
0s antissoros especificos (a-f), ndo expressandapaula na sua superficie, séo
denominadogdaemophilus influenzarao tipaveis (HINT). Os que reagem com um
dos seis sorotipos (a-f) sdo denominados capsulgigaseis), recebendo a letra do
sorotipo na sua nomenclatura, por exemplaemophilus influenzaépo b (Hib)
(CDC, 2006).

A espécieHaemophilus influenzaé considerada como a mais importante em
relacdo a infeccdo em humanos (Almeida 2005). &xigeis sorotipos capsulados de
Haemophilus influenzae (a, b, c, d, e, f) (Ke#lyal. 2004). Sendo o tipo b (Hib)
responsavel por 95% dos casos de infecgfes ingasimacriancas menores de cinco
anos de idade (Figura 1) (Lorthiois 2007). Podecalosar diferentes manifestacdes
gue variam da infeccdo assintomatica a doengasiuasgraves, com altos indices de
mortalidade e morbidade na infancia no mundo td@mugkelaet al. 2000, Bricks
1998).

Figura 1 — Micrografia eletrénica de varredura da
bactéria Haemophilus influenzae (haste azul)
colonizando o epitélio nasal humano (Sciencephoto
Library 2012).



4.2. Patogénese

A patogenicidade deste sorotipo esta relacionackgpaula e compreende
epiglotite, pneumonia, artrite séptica, conjungivgtpericardite. Sendo a mais grave de
todas e digna de destaque a infeccao no Sistenvadde€Central (SNC), que pode ser
letal ou deixar sequelas neuroldgicas permanerde® @erda de audicdo, retardo
mental e convulsbes (Almeida 2005; Ayub e Pinto4l @arvalho e Andrade, 2006).

O sorotipo b deHaemophilus influenza& a causa mais comum de
meningite bacteriana e uma causa frequente desoutieccbes graves acometendo,
principalmente, criancas menores de cinco anos,so&lo e individuos
imunossuprimidos (Kaplan 1988). Dentre outras nestéicoes, a Hib pode provocar
bacteremias, otite média aguda, septicemia, efiglobsteomielite, pneumonia e
artrite séptica (Kaplan 1988, Kelgt al. 2004).

Embora tenham sido relatados muitos casos de f#eggromovidas pela
Hib, sua patogénese ndo esta completamente esdéaf(édbani 2008). Entretanto, o
Haemophilus influenzadipo b apresenta algumas estruturas presentes uam s
superficie e secreta algumas substancias que padgndeterminantes para a
patogenicidade do microrganismo. Dentre estaspsuta polissacaridica € o principal

fator de viruléncia (Lorthiois 2007).

4.3. A vacina conjugada contreHaemophilus influenzaelo tipo b (Hib)

As vacinas conjugadas de polissacarideos-protsimsnembros de uma
nova classe de vacinas, planejadas para imunir@sbeontra doencas causadas por
bactérias cuja viruléncia esta ligada a presencac&wsula de polissacarideos
extracelulares. Isto inclui a cepa 2075&émophilus influenzago tipo b (Hib), que
produz uma capsula de polissacarideos consistiadmidlades alternadas de ribose e
ribitol, covalentemente agrupadas por um fosfatmvas de ligacdes de diéster
fosférico. O polissacarideo de Hib € preparadortirgia cepa virulenta 20752, e apos
ativacdo com brometo de cianogénio e extracdo comseparador de hidrazida

adipica, € combinado ao toxoide tetanico atravésodeensacdo com carbodiimida.



Apés a purificacdo, o conjugado é liofilizado emegenca de lactose como
estabilizador (Bula da Vacina Conjugada corti@emophilus influenzado tipo b
(Hib) (Biomanguinhos 2010)).

4.4. Fatores determinantes da eficacia de vacinargagadas

As vacinas conjugadas utilizam o mesmo polissagarite Hib, porém
diferem em alguns fatores, tais como o tipo doegmuor protéico empregado, 0
tamanho da cadeia polissacaridica e o método pedb & realizada a conjugacéo
guimica, a proporcao polissacarideo/proteina eeaepca de molécula espacadora
(Lorthiois 2007).

Como a imunogenicidade da vacina conjugada produd&pende dos
fatores citados anteriormente (principalmente elac&® ao processo de conjugacao
polissacarideo-proteina que nao apresenta um rentbmde 100%, havendo a
presenca de polissacarideo e proteina livres eng&m), para obter conjugados com
caracteristicas fisico-quimicas bem definidas, w®@de de parametros deve ser
controlada, a fim de garantir a reprodutibilidadepdocesso (Lorthiois 2007). Sendo
assim, torna-se importante o desenvolvimento dedoétapropriados de controle de
gualidade do produto final. Pesquisas continuanmdcerealizadas de forma a

desenvolver métodos mais simples, rapidos, sesstvéé menor custo (Silva 2008).

4.5. Cépsula polissacaridica: Poliribosil-Ribitol-Fosfato (PRP)

A cépsula de polissacarideo dos Hi é o principakfde viruléncia entre os
seis sorotipos (a-f), sendo o Hib mais freqientequadros infecciosos. A sua capsula
€ constituida de polirribosil-ribitol-fosfato (PRPHuimicamente composta por
mondmeros contendo unidade de ribose, ribitol éafosEsta cdpsula faz com que
seja menos vulneravel aos mecanismos naturaisfesad#o hospedeiro, protegendo-o
contra a fagocitose, ao impedir a fixacdo de arpm® e a lise bacteriana pela fixagdo

do complemento (Trabulsi e Martinez 2004).



Felizmente, o PRRP atua como antigeno, sendo eap@z de induzir uma
resposta imune protetora timo independente ao honiesta caracteristica foi
explorada pelos cientistas durante o desenvolvimmdatprimeira geracao de vacinas
gue eram compostas apenas pelo polissacaridedara@@dmeida 2005; Ayub e Pinto
1994; Carvalho e Andrade 2006).

Além destes mecanismos de defesa, a capsula, fer¢aebém em outros
microrganismos, pode prevenir a desidratacdo ddacéhcteriana no ambiente em
que se encontre, o que facilita a transmissdo estl®mspedeiros. E composta de uma
longa cadeia de polissacarideos consistindo deadesd repetidas menores. Sua
biossintese ocorre no citoplasma e o0 polissacari&etansportado através da
membrana citoplasmatica para o periplasma, atrandesa membrana externa e

ancorando-se na superficie bacteriana (Sukupoliy-Beal 2006).
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Figura 2 — Estrutura quimica

Poliribosil-ribitol-fosfoato
(Verez-Bencomo 2004).

4.6. O polissacarideo conjugado com proteinas caadoras

Contudo, a primeira geracdo de vacinas era capamddeir imunidade
protetora em criancas acima de 24 meses de idadeera ineficaz em criangas entre
6 e 17 meses, grupo de maior risco de infecgaohtielo

O desenvolvimento de vacinas polissacaridicas gadjs representou um
grande avanc¢o na tecnologia de producdo de imuldgitos, pois foi demonstrado

gue um polissacarideo covalentemente ligado a ummeipa transportadora
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aumentaria sua imunogenicidade ((Almeida 2005; AguPinto 1994; Carvalho e
Andrade 2006).

Por esta razdo, uma nova geracado de vacinas gendelvida a partir da
conjugacdo de uma proteina carreadora com polisdaoca. Esta conjugacdo nao
somente induziu a circulacdo de anticorpos e a manmdunolégica em criancgas,
como também resultou na diminuicdo da colonizacasofaringea de Hib no
organismo (WHO cor2002).

As vacinas licenciadas para uso contkdaemophilus influenzago b séo
baseadas na conjugacdo com o toxoéide diftéricapxdide tetanico ou com uma
proteina externa de membrana meningocécica. Destl,nas vacinas conjugadas
contra Hib apresentam variacdes quanto ao tiparateipa carreadora, ao método de
conjugacao utilizado e ao tamanho da cadeia degamarideo, fornecendo diferentes
propriedades imunolégicas (WHO 2002).

.'| .i _L"

N T I N o Toxoide tetanico
f If .. l- \.: : \..l lr -‘: |: \ !
| " - izacio covale
; Ponte de ligacido covalente
K Ay PRP
%) ki)
pl el >/

Figura 3 -Esquema da vacina contradaemophilus influenzaipo b, composta de
PRRP covalentemente ligado ao toxdide tetanico ¢xdm2005)

4.7. A vacina conjugada contraHaemophilus influenzaedo tipo b (Hib): a matriz

analitica

Para a producdo da vacina conjugada contra a Hib,usilizados processos
avancados de conjugacdo quimica e de bioengenpara fermentacdo, purificacdo e
caracterizacdo de macromoléculas(Gadelha 2003)p coostra o fluxograma simplificado
abaixo:



Propagacdo de células em meios de cultivo sdlido e liquido

v

Produgdo da capsula polissacaridica em biorreator

v

A\

Ativacdo do polissacarideo

\Y%

Purificacdo do polissacaridec (PRRP) | =mmm==-- >

Conjugacdo do polissacarideo com a PMT para obtencdo do PSTT

Formulagdio

Envase e liofilizagéio

\Y%

Rotulagem e embalagem

11

PRRP

Primeiro produto inte rmediario
do processo produtivo.

A andlise do conteddo de D-
ribose realizada indica o seu
grau  de  homogeneidade
(pureza).

PSTT

Segundo produto intermediario do processo
produtivo.

A analise do conteido de D-ribose é realizada
"""" > para calcular a eficiéncia da conjugacdo e
para estimar o conteido de polissacarideo
por dose de vacing, valor este que, associado
ao percentual de PS livre e a distribvicdo de
P, garantem a eficacia da vacina.

Produto final || — ======= >

Vacina conjugada contra Hib- Produto final

A andlise do conteddo de D-ribose € realizada para estimar o
contetdo de polissacariden por dose de vacing, valor este que,
associado ao percentual de PS livee e a Distribuicdo de PM,
garantem a eficacia da vacina.

Figura 4 — Fluxograma de producédo da Vacina cdtittgRodrigues 2009

4.8. A importancia vacina Hib e sua vacinacao

As vacinas conjugadas aplicadas mundialmente ncodifiadicalmente o

estudo das causas de muitas doencas infantis. @diadus influenzae tipo b (Hib) é

um dos patdégenos mais importantes que constittausac de doengas infecciosas

invasivas, especialmente nos 2

primeiros anos d#a. viNos paises em
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desenvolvimento, o H. Influenzae chega a causar @98tcasos de pneumonia com
cultura positiva e de 20 a 60% dos casos de meaibgicteriana (Bouskela et al.
2000). Devido ao elevado custo para a producéo atena Hib comecou a ser
produzida no Brasil, para que esta possa ser urdd no programa de vacinagao dos
paises menos desenvolvidos. (Bio-Manguinhos 20adefBa 2003).

O primeiro acordo formal de transferéncia de temgial da vacina
conjugada contra Hib no pais foi realizado entergresa Belga GlaxoSmithKline
(GSK) e o Instituto de Tecnologia em ImunobiolégicdBio-Manguinhos),
responsavel pela producao industrial de Imunobiot®y Na época da negociacdo a
tecnologia era considerada de ponta e apenasatmsatérios no mundo produziam
essa vacina. A transferéncia de tecnologia foi ladda em 2005, com a producéo
nacional de todo ciclo da vacina, trazendo diveveasagens, sendo a principal: a ndo
necessidade de importar o imunizante e um produéntente nacionalizado. Outras
vantagens também devem ser consideradas, comoadaomde pessoal técnico
altamente especializado, fortalecimento dos labdost de controle de qualidade e
todas as atividades envolvidas no apoio operac®madministrativo (Bio-Manguinhos
2009).

Atualmente, a Hib é produzida combinada com a @w@iP (Difteria,
Tétano e Coqueluche) - fornecida pelo InstitutoaBtan. O Programa Nacional de
Imunizagcbes recomenda a administracao de trés ,desmedo com dois, quatro e seis
meses de vida, caso ndo possa ser cumprido corplaté os 12 meses. A vacina é
contraindicada para maiores de sete anos de idddasf 2005, Bio-Manguinhos
2009, Ribeiro 2007).

Segundo a OMS vacina é qualquer preparo que induaunidade a
alguma doenca, ativando a memodria imunolégica emelstndo a producdo de
anticorpos. As vacinas sao capazes de imunizarddgduos contra doencas causadas
por microrganismos, através da inativacdo ou at&miae suas culturas, a fim de
eliminar sua agédo patogénica e conservar sua pdzate de induzir uma resposta
imunoldgica contra o agente agressor (Nature 2011).
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A vacinacéo sensibiliza o sistema imunoldgico, préwvdo 0 surgimento
de doencas causadas por patdgenos especificoec€gn imunoldgico pelo qual se
desenvolve a protecéo conferida pelas vacinas @ange o conjunto de mecanismos
através dos quais o organismo humano reconhecesulsgancia como exdgena, para,
em seguida, metaboliza-la, neutraliza-la e/ou elinia. Este procedimento permite ao
sistema imunoldgico de um individuo imunizado reagpida e eficazmente quando
exposto a doenca prevenindo, assim, a infeccadtifid&2011).

No campo de erradicagao, controle e prevencao elecds infecciosas as
vacinas sao os agentes disponiveis mais efetivoscado das doencas promovidas
pelo Haemophilus influenzag¢ipo b a vacinacdo se tornou a melhor forma de
prevencdo, ja que comecaram a surgir linhagenssteates aos agentes
antimicrobianos e o0s antibidticos utilizados na o&pase tornaram ineficientes
(Lorthiois 2007, Martins 2011).

Antes do desenvolvimento da vacina, a bactéria gditia ser isolada em cerca de
0,5% a 3,0% das criangcas saudaveis, inclusive el@guelas que ndo apresentam
guadro clinico caracteristico da doenca. Com admphtacdo de programas de
vacinacdo abrangentes e a aplicagcdo do esquemdetonde imunizacdo, varios
paises praticamente eliminaram doengas como, pemm@r, a meningite e a
pneumonia (Lorthiois 2007).

4.9. Controle de qualidade

O controle de qualidade compreende as técnicas eatiaglades
operacionais usadas para satisfazer as necessdiadealidade (Bareta 1994).

O controle de qualidade é exigido em todas as tridégara verificacdo
da conformidade com os padrdes estabelecidos enéist@amente ligado aos fatores
econdmicos. Qualquer falha no processo produtivde goaduzir-se em risco para o
paciente, podendo evoluir desde a ineficacia &idade ou, eventualmente, a morte
(Gomes 2006). Em preparacfes caseiras ndo séo idammu seguidas técnicas e

atividades que compreendem o controle de qualid&teno tais produtos sé&o
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livremente comercializados, seu consumo pode api@sBscos, por ndo garantir sua
eficacia e pela possibilidade de causar algumoeéeiverso.

Entende-se por “qualidade” o conjunto de critéripge caracterizam a
matéria-prima para o uso ao qual se destina. Airpdd estabelecimento dos
parametros de qualidade para a matéria-prima, sidemando-se um planejamento
adequado e um controle de processo de producamlidape do produto final estard,
em grande parte assegurada.

Realizar um controle rigoroso em todas as etapgsab®esso de producao
garante reprodutibilidade da eficacia, segurancaalidpde de suas formas
farmacéuticas e adequacdes aos padroes FarmamEsson como a uniformidade
dos diferentes lotes.

Com o desenvolvimento de novas técnicas analit@wasontrole de
gualidade evoluiu significativamente. Inicialmentestrito a matéria prima e/ou
produto acabado. O controle de qualidade era estatias Ultimas décadas assume
um maior dinamismo passando a controlar as diveetapas da producao,
caracterizando-se mais cComo um processo prevemfivdyisa monitorar as diversas
etapas de producédo, para que se alcance um prbdataccom a devida qualidade
(Gomes 2006).

4.10. Material de Referéncia (MR)

Segundo o ISO GUIA 30:2000, e o Vocabulario Inteim@al de Termos
Fundamentais e Gerais de Metrologia (VIM:200%kgterial de referéncia € um
material ou substancia que possui um ou mais \&lde propriedade que sédo
suficientemente homogéneos e bem estabelecidosgam usados na calibracao de
um equipamento, na avaliagdo de um método de needigéatribuicdo de valores a
materiais.

Materiais de referéncia sdo uma importante ferrémea determinacdo de
muitos aspectos da qualidade de medicdo e sdo ugmaa fins de validagdo de

métodos, calibracdo, estimativa da incerteza degéedtreinamento e para fins de
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CQ - Controle de Qualidade interno e GQ - Garadi®ualidade externa (ensaios de
proficiéncia)(Inmetro 2010).

Materiais de referénciairi-housé, frequientemente referénciados como
material referéncia de trabalho, material de \e@a@éo, padrdao de controle de
gualidade ou padrédo de trabalho secundario, sa@upidns no proprio laboratério e
requeridos para uso no dia a dia de acordo com wd#&Bne for thein-house
production of reference materials” (LGC/VAM/1998)40Dessa forma, deve-se
considerar as necessidades do usuario e as lim#tapdstentes quanto a manutencao
das caracteristicas dos testes envolvidos do raktpara a elaboragéo e producao do
material de referéncia.

De acordo com o Inmetro, os ISO GUIAS (InternatidDeganization for
Standardization) reconhecem duas classes de nmsitekitaterial de Referéncia

Certificado e Material de Referéncia.

4.11. Material de Referéncia Certificado (MRC)

O Material de Referéncia certificado é descrito ca@®ndo um material de
referéncia, acompanhado por certificado, com ummais valores de propriedade,
certificado por um procedimento que estabelecerasiaeabilidade a obtencdo exata
da unidade na qual valores de propriedades sdessqs, com cada valor certificado
acompanhado por uma incerteza para um nivel déaogafestabelecido (ISSO GUIA
30:200).

De acordo com o ISO GUIA 33:2002, para a adequdgasso do Material
de Referéncia Certificado, os seguintes critéreaged ser aplicados:

= Sob condi¢cdes reais de armazenamento, transpoutlizacao, os

valores de propriedade devem ser estaveis por umodpede tempo

aceitavel;

= Devem ser suficientemente homogéneo, ou sejayadeiais limites

aceitaveis de incerteza os valores medidos em wng@@ do lote devem

ser aplicados a qualquer outra;
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= Seus valores estabelecidos devem estar disponieeis uma
documentacdo, de modo que inclua um certificadaabedo com o ISO
GUIA 31:2000;

Quando um material de referéncia é estabelecidoisigla realizacdo de
um estudo colaborativo internacionalmente, e elabecomo finalidade unificar
todas as terminologias e a transmissao de unidadmetlida, este é chamado de

Material de referéncia Internacional.

4.12. 1SO Guias

A producdo de material de referéncia (referénc@eréificado) € guiada
pelos ISO guias da série 30 a 35.
» |ISO GUIA 30 — Termos e definicdes relacionados comateriais de
referéncia —Este Guia recomenda os termos e os significadesiguem
ser associados a eles quando relacionados comiaisaide referéncia,
com atencgédo particular aos termos que sdo usadosentificados e nos
relatérios de certificacdo correspondentes.
* |ISO GUIA 31 — Material de referéncia: contetdos certificados e
rotulos — Este Guia ressalta que o certificado deve coraunas
informacgfes sobre o material de referéncia do govdho usuario, isto é,
deve conter uma declaracao dos valores de propeeckrtificadas, seus
significados e limites de confianca. Além dissoyvealedescrever a
natureza geral e uso do MR e assegurar a suaigdadgrao usuario.
» |ISO GUIA 33 — Utilizacdes de materiais de referéncia certificados
Este Guia mostra a importancia dos materiais deéetia certificados
na metrologia, desta maneira assegurando a ratittede das medidas,
dando-lhes a devida atencdo em relacdo a matrinseparametros

ensaiados.
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* O ISO GUIA 34 - General requirements for the compeince of
reference material producers -Este Guia trata os requisitos gerais para
a competéncia dos produtores de materiais de neiaréfazendo
referéncia ao sistema da qualidade que deve estplantado no
laboratério que pretende produzi-lo. Todas as stapsge devem ser
cumpridas por um produtor de material de referéesiao descritas neste
documento.

* O ISO GUIDE 35 — Reference materials: General and statistical
principles for certification — Este Guia descreve as etapas para a
producédo do material de referéncia, desde o planggjeo (envolvendo as
guestdes relacionadas com a possibilidade de piollug preparacao da
amostra, estudo de homogeneidade, estudos delidsidbi(podem ser
de longo e curto tempo). Além disso, trata da ¢areacédo e do calculo

de estimativa de incerteza associado a estes paogme

4.13. O Material de Referéncia no Brasil

7

O Inmetro é um instrumento de Estado que tem unelpegntral na
formulagéo, coordenacdo e execucdo das acOesoreddeis a todos os aspectos dos
processos metroldégicos. Uma das metas € interrsdicaroducdo de materiais de
referéncia certificados (CBM 2008).

Diversos eventos foram organizados sobre matemalrederéncia e
ensaios de proficiéncia entre usuarios, produteresrganizadores de ensaios de
proficiéncia e o6rgdos acreditadores buscando niakhar integracdo. O principal
ponto discutido até hoje, é a respeito da obtededpadrbes e matérias de referéncia
gue atendam as necessidades dos usuarios. Algsnpridgipais problemas foram
sao: custo (padrbes caros), tempo de importacamsgdorte (armazenamento
adequado) e falta de informacdes técnicas (detagaanda incerteza).

E importante levar em consideracdo algumas reléaénigcnicas e

econbmicas para o desenvolvimento do Material derBecia Certificado, como a
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rastreabilidade do produto, sendo o estudo de hensgade de vital importancia
para a sua variabilidade.

A acreditacdo de produtores de materiais de refexfnealizado pelo
Inmetro, € de natureza voluntaria, sendo concegida qualquer produtor de
materiais de referéncia, independente ou vinculdaitra organizacéo, de entidade
governamental ou privada, nacional ou estranggidependente do seu porte ou area
de atuacgao.

Atualmente no Brasil, existe um esforco para ataedprodutores de
material de referéncia para atender as necessidddss laboratorios. Alguns
laboratdrios ja foram acreditados, como:

= Centro Tecnolégico de Polimeros (Senai/CETEPO);

= Centro de Tecnologia Mineral — CETEM,;

»Visomes Comercial Metrologica Ltda;

» Laboratoério de Referéncias Metroldgicas (LRM/IPT).

4.14. Caracterizacao, estudos de homogeneidade @bsidade

De acordo com os guias ISO 30-35, os materiais efieréncias sao
caracterizados com relacdo a homogeneidade e lektdbi Para o Controle de
Qualidade Interno (CQI) a homogeneidade e estabiichdequadas sao consideradas
critérios essenciais (Inmetro, 2005).

A caracterizacdo de um material de referéncia é o processo de
determinacédo de seus valores de propriedade corte ¢ certificacdo do processo.
Na certificagcdo do lote produzido, esta se refenealares proprios do lote (ISO
GUIDE 35:2003).

Homogeneidadeg a condi¢do de uniformidade de estrutura ou ceip@o
com respeito a uma ou mais propriedades espea@fcddin material de referéncia é
dito homogéneo com respeito a uma determinada ipdgate, se o valor da
propriedade, determinado por ensaios em amostratardanho determinado, se

encontra dentro dos limites de incerteza espedifica As amostras podem ser
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tomadas de embalagens diferentes (frascos, paeotesc.) ou de uma Unica
embalagem (ISO GUIA 30:2000).

Estabilidade é a capacidade do material de referéncia de manalor de
uma determinada propriedade dentro dos limitescégmlos por um periodo de
tempo pré-estabelecido, quando estocado nas casdegpecificas (ISO GUIA 30:
2000).

O ISO GUIDE 35 que orienta sobre a certificagdo rdaterial de
referéncia, estabelece dois tipos de estudo déilettde a serem considerados na
certificagao:

» Estabilidade de longa duracdo em tempo real — (desé realizado

para verificar o comportamento do material, visad@dinir o prazo de

validade, periodo de utilizacdo em embalagem e icoes de
armazenamento especificadas. O acompanhamentongo teal permite

a utilizacdo do material no periodo de avaliacdsuda estabilidade. Para

estas situacbes, a validade fica determinada “emlara@nto” e a

verificacdo é feita de acordo com o planejamentprdgeto para MR;
Estabilidade acelerada — Estudo projetado pararaced degradacdo do material,
avaliando o impacto de curtas exposi¢coes a conglifffa das estabelecidas para o
armazenamento do produto, que eventualmente possarmer durante o transporte

ou dano no equipamento de estocagem do mategak@r ou geladeira).

4.15. Estimativa da incerteza de medicéo

O conceito de incerteza como atributo quantific&eélativamente novo
na histéria das medi¢bes, mesmo que o0s conceitesrale analise de erro seja uma
parte pratica da metrologia. Agora reconhece qusnmequando todas as causas
conhecidas e suspeitas de erro tenham sido avaliadas correcdes necessarias
implementadas, ainda existem incertezas do resuleagbressado, colocando em
davida o resultado de medigdo. Sendo assim, € s@@@s inclusdo da incerteza de

medic&o para que a expressao torne-se completaTABNetro 2003).
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Segundo o Guia para a Expressao da Incerteza dedded incerteza e
um parametro associado ao resultado de uma medig@ocaracterizada como a
dispersdo dos valores que podem ser razoavelmenridos ao mensurando
(Inmetro, 2008). A incerteza de medi¢cdo é definidatematicamente como um
intervalo de confianga, onde o desvio-padrao atilize o desvio combinado de todas
as fontes de incerteza do mensurando.

Para se estimar a incerteza combinada padrao témeeglobal) deve-se
levar em consideracdo a contribuicdo de todas agpaoentes de incerteza padréo
(fontes de incerteza) durante o processo de mediedm se obter a incerteza
expandida, multiplica-se a incerteza padrédo conaain@or um fator de abrangéncia,
gue garante um intervalo de confianca dentro dd queedita-se estar o valor
verdadeiro do mensurando. Geralmente usa-se o daltator de abrangéncia igual a
dois, para um nivel de confianca de aproximadan@s#e e uma distribuicdo normal
de probabilidade (EURACHEM 1999).

Os componentes da incerteza podem ser classificadadois tipos: Tipo
A e Tipo B. Aléem disto, as distribuicbes podem s#ssificadas em uniforme,
retangular, triangular, normal, etc. Logo, a ineeat padrdo combinada pode ser
estimada a partir das fontes de incerteza.

= Componente do tipo A (IQM,2009) - a avaliacdo € realizada
através de analise estatistica de uma série devah8es da grandeza
medida (condicdo de repetitividade). Assim obtermlovalor de
repetitividade ou aleatoriedade de um processoetbgdo em um dado
momento.

= Componente do tipo B (Stavale, 2005) é quando assume que cada
grandeza de entrada tem uma distribuicdo e umvaltere pode ser
estimado pelos seguintes fatores:

- Incerteza dos certificados de calibracdes ou@esdr As incertezas
obtidas dos certificados dos padrbes utilizadosheter distribuicao
normal, com fator de abrangéncia e nivel de cogéamnde

aproximadamente 95%.
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Pelo ISO GUM as incertezas devem estar na mesnizalphoade
(68%) para proceder a expansao, através do fatabidagéncia, para
atingir o nivel de confianca de 95%. Os componex@spossuam
certificados com valores de incerteza declaradosodoalancas, balbes
volumétricos, micropipetas, espectrofotometro ewiueros utilizados
neste projeto, devem ter a incerteza determinasita f@ma.

- Distribuicdo retangular — Quando € possivel agsulimites
superiores ou inferiores do erro (efeito sistenoqtite uma grandeza de
influéncia sobre um mensurando, deve-se assumia gue distribuicado
é do tipo retangular. Utiliza-se este tipo de thisicdo para resolucdo
de balanca e outros equipamentos analiticos.

- Distribuicéo triangular — refere-se a equipamerioalégicos, ou para
algumas vidrarias, por exemplo, a bureta tem aéterid a um valor
central e probabilidade dos valores proximos aogds (IQM,2009).

4.16. Fontes de incerteza

De acordo com a EURACHEM, a incerteza do resulaolde provir de
muitas fontes possiveis tais como efeitos de matozdicdes ambientais, pureza dos
reagentes, incerteza das massas e equipamentomémibos, aproximacdes e
suposicdes incorporadas ao método e ao procedirdenteedicao.

Para determinacdo da incerteza do material deérefex, as incertezas
relacionadas ao método estdo incluidas no comp@dentaracterizacao.

Alguns exemplos de fontes de incerteza fornecidetsp guias da
Eurachem e ISO GUM, seguem abaixo:

- Menisco do baléo volumétrico;

- Curva analitica;

- Instrumento de pesagem;

- Condicdes ambientais de umidade relativa, pressamperatura;

- Resolucgéo do equipamento;
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4.17. Rastreabilidade e confiabilidade

A busca pela melhoria dos métodos analiticos étaotes Garantir a
confiabilidade de uma medicdo através do treinamneet analistas, validagdo dos
métodos, uso de padrdes, calibragdo/qualificacd®@gdaamentos, procedimentos de
controle e garantia da qualidade definidos, sagiéo$ cada vez mais para empresas
com politica de qualidade regulamentada por Orgi&osontrole. De acordo com o
Inmetro (2010) os principais tépicos que devemcsmisiderados para garantir uma

medicdo com confiabilidade/rastreabilidade reprieskrs na figura abaixo:

o Calibracédo
Validagéo Rastreavel

.- Incerteza de
CQIiGQ Medic&o/

Medigéo valida

Figura 5 - Sobreposi¢cfes de funcdes associadas com
rastreabilidade de medicdo e qualidade analiticagtro
2010).

Todos o0s topicos acima fazem parte do sistema dalidgde de
Biomanguinhos. De acordo com o VIM:2000, a rasitielzlole é a propriedade do
resultado de uma medicdo ou do valor de um padréesta relacionado a referéncias
estabelecidas, geralmente a padrdes nacionaigeynanionais, através de uma cadeia

continua de comparacoes, todas tendo incertezaseéstidas.
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5. METODOLOGIA

O PSTT é avaliado por métodos preconizados peladeapéia Européia e
recomendacdes da producao e controle da vacineaddaemophilus influenzagpo
b conjugada da Organizacao Mundial de Saude (WIBQQ)2 Posteriormente, o PSTT
candidato a Material de referéncia foi denominagl®2/2010 MR.

5.1. Planejamento técnico do material de Referéncia

O esquema abaixo apresenta o planejamento de ¢gdens necessarios
para do material de referéncia, demostrando a se@uéas etapas de preparo.

r——

Preparagao
do material

¥
i

T \\-\1\
/,a//;este de s

homogeneidades e ~._ Ao |
e Estabilidade o

.-"’/
sim
v
Medicdes
do
preparado

Homogenei-
dade

confimada?

”
-+

=
i 4

Calculo dos Continuagio
valores de das medigBes
propriedade do preparado

Atagiu o

" .
E possivel
objetiva® pa

melhorar?

Material
pode ser
certificado

Figura 6 — Esquema experimental do preparo do raktde
referéncia (ISO GUIDE 35:2003).
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5.2. Preparo do candidato o material de referéncia

O candidato a material de referéncia, PSTA@WR foi preparado de duas
formas, como descrito abaixo:

1. Diluicdo: o PSTT02010 foi diluido 20 vezes, com o auxilio de uma

pipeta volumétrica de 100mL para um baldo voluroétde 2,0L.

2. Pesagem: foi pesado cerca de 100,0g do PSZU02 em uma balanca

de precisdo, em seguida transferido para um bal&onétrico de 2,0L.

com outra fragdo da amostra (PST2020) foi feito a densidade no

densimetro automatico (Density Meter — Anton Padgito a correcéo da

diluicdo nas curvas de analise.

Foram realizados dois preparos diferentes da amogtara definir
posteriormente qual deles seria o mais indicadeerausilizado, uma vez que o
candidato a material de referéncia tem uma visedsidelevada. Dessa forma
garantindo que os resultados obtidos estejam ddasa@urvas das analises realizadas

(Proteina e D’ribose).

5.3. Envase

De acordo com orientacdes contidas no documentodiRendations for
the Preparation, Characterization and Establishnentinternational and other
Biological Reference Standards-WHO 2004”, o envdeseera ser realizado em uma
sala limpa ou em cabina de fluxo laminar equipama filtro HEPA (High Efficiency
Particulate Arresting) para evitar qualquer forma abntaminacdo. Neste caso o
envase foi realizado em uma cabine de fluxo lamiar.

O volume de envase neste projeto seré feito delacmm o volume gasto
em cada método analitico. No método de determindgamonteldo de proteina sera
de 0,8mL, j& na determinacdo do conteudo de D'ebssrd de 1,4mL, volume
necessario para fazer 3 medi¢des (aliquotas).iZanalo cerca de 1200 frascos para a

analise de proteina e 672 frascos para a analiBgribe@se. Os frascos utilizados sé&o
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tubos criogénico estéreis com tampa de rosca, fuddao e base sustentada com
volume de 2,0 mL.

5.4. Metodologias analiticas

Todas as metodologias analiticas utilizadas pagkatzoracdo do material
de referéncia devem seguir os procedimentos paddos (POP ou IT). As
metodologias utilizadas no controle de qualidatstos neste projeto para utilizacdo
do PSTT como material de referéncia séo:

= Método colorimétrico de determinacdo do conteldoDdebose -

Método de Bial (Ashwell 1957, Kabat 1961) — Nestétodo o grau de

pureza do polissacarideo pode ser estimada pelgdnedia concentracao

de D-ribose, que é determinado pela reacdo depBra pentose, usando

D-ribose como um padréo.

= Método colorimétrico de determinagdo do conteudopdateina —

Método de Lowry — O principio do método de Lowryséa-se no

acoplamento do método do Biureto a uma reducacido #osfotungstico

fosfomolibditico (Reagente de Folin-Ciocalteau)gpgtosina presente nas
moléculas protéicas. Assim, a solucdo de protedficiona-se sulfato de
cobre (CuS@ em meio alcalino e alguns minutos depois se @adkcio

reagente de Ciocalteau. A coloracdo desenvolvigaui#o mais intensa

tornando este o método 100 vezes mais sensivel.

Estes métodos foram escolhidos, pois sédo dois g#rdsnque oferecem
dados sobre o grau de homogeneidade.

Abaixo segue o Quadro 1 com as especificacbes pargrodutos
intermediarios (PRRP e PSTT) e para a vacina Hibsiderando-se cada método
empregado.



Quadro 1 — Correlacao entre ensaios fisico-quimieoprodutos e intermediarios da vacina
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Hib.
Contetdo de Especificacao Contetdo de Especificacdq Situagéo
D’Ribose P ¢ Proteina b ¢ ¢
PRP Realizado >32% Realizado <1% Método
PSTT Realizado A quantificar Realizadg A quantifica validado e
Vacina . L ~ equipamentos
Hib Realizado 10 a 15 mg/dose N&o qualificado

5.4.1. Determinacgéo de D’ribose (Orcinol)

5.4.1.1. Preparo dos reagentes

= Reagente de orcinol

Solucéo A: 375 mg de orcinol monohidratado disslgiem 5 mL de etanol a 99%.
Solucdo B: 50 mg de cloreto férrico hexahidratassalvidos em 100 mL de &cido
cloridrico concentrado.

No momento do uso, misturar as duas solu¢cbes meméo 1:20 (1 parte da solucéo
A + 20 partes da solucéo B).

5.4.1.2. Solucdes padréo

= Solucéo estoque de D-ribose

25 mg de padréo de referéncia de D-ribose devemissslvidos em 100 mL de 4gua
milli-Q, de forma a obter uma solucéo estoque deeotracéo igual a 0,25 mg/mL.
Pipetar 5,0 mL desta solugcédo para um bal&o volicoétie 50,00 mL e completar o
volume até o traco de afericdo com agua milli-Q.

Distribuir aliquotas de 3,0 mL em pequenos fras@stoca-los a -20°C durante um

ano, no maximo.

5.4.1.3. Curva analitica

Preparar quatro solucdes padréo de acordo comumsegrocedimento de diluigao:
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Quantidade de D-ribosﬁ/olume de estoque de  Volume de agua
no tubo da amostra (em ribose (251g/mL) deionizada a ser
ug) adicionada no tubo
branco 0 OopL 400 pL
2,5 100puL 300pL
50 200puL 200pL
7,5 300uL 100 L
10,0 400pL -

Tabela 1 — Curva analitica de D-Ribose na Detergdimade Conteudo de
Polissacarideo.
5.4.1.4. Execucao do método
Pipetar 40QiL das amostras nos tubos de ensaio em triplicata.
Adicionar 800uL do reagente de orcinol ao conteudo de cada t@agitar.
Colocar os tubos contendo o branco e as amostrémenho termostatico a 100°C, por
20 minutos.
Remover os tubos do banho-maria e deixar esfréaieatperatura ambiente.
Transferir os conteudos dos tubos para uma culeegudrtzo e fagca as leituras na
absorbancia de 669 nm (Vis).

Fazer a curva analitica e calcular o conteddoltese nas amostras.

5.4.2. Determinacéo de proteina (método Lowry)

5.4.2.1. Preparo dos Reagentes

» Reagente A: Solugcdo de N&O3z a 2% em NaOH 0,1 N

Preparo da solucdo de NaOH 0,1N: Pesar 4,0 g deHNR@., dissolver em agua
purificada e transferir para um bal&o volumétrieol@00 mL completando o volume
com agua purificada até a marcacao.

Preparo de A: Pesar 20g de,&; e dissolver em solucdo de NaOH 0,1 N. Transferir
para baldo volumétrico de 1000 mL, completandolorae com solu¢do de NaOH 0,1

N até a marcacao.
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» Reagentes Bl e B2Solucdo de CuS@5H,0 a 1% e Solugédo de tartarato de
sédio e potassio a 2%

B1: Pesar 1,0g de Cug6H,0, dissolver em agua purificada, transferir parabaido
volumétrico de 100 mL e completar com agua purifécaté a marcacao.

B2: Pesar 2,0g de tartarato de sédio e potassisplder em agua purificada, transferir
para um baldo volumétrico de 100 mL e completar cmuna purificada até a
marcacao.

» Reagente C Solucéo alcalina de sulfato de cobre

Pipetar 0,5 mL de B2 e 0,5 mL de B1 e transferrapan baldo volumétrico de 50
mL. Completar o volume com o reagente A, até a at@w@ Esta solucdo deve ser
preparada no momento do uso.

= Reagente D

Diluir o reagente de fenol Folin-Ciocalteu em &giestilada na proporcdo 1:1.
Calcular e preparar a quantidade suficiente pam@noero de amostras no momento do

uso.

5.4.2.2. Preparo da solucao padrédo BSA 2@/mL
No caso do uso de padrdo BSA da marca Pierce:aPip@mL de BSA (3 ampolas) e

avolumar com agua purificada para um baldo voluowétte 25mL (10x).

5.4.2.3. Curva analitica
Pipetar para tubos de ensaio os seguintes volumesmldcdo padrdo de BSA 200

pg/mL e agua milli-Q, para construcdo da curva éinaliconforme a tabela:

Concentracdo BSA Volume de BSA estoque Volume de agua milli-Q
(Mg/mL) (pL) (uL)
10 10 190
25 25 175
50 50 150
100 100 100
150 150 50
200 200

Tabela 2 — Curva analitica de BSA na DeterminagéBrdteina de Lowry.
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5.4.2.4. Execuc¢éo do método

Preparar as amostras e as referéncias com aligie230uL em triplicata.

Preparar o ensaio em branco em duplicata conuR@e agua destilada.

Adicionar ao branco, padrbes e amostras 1 mL dgdétea C.

Homogeneizar e esperar 10 min.

Adicionar 100uL de Reagente D.

Homogeneizar imediatamente e esperar 30 min.

Ler as amostras na absorbancia de 750 nm (VIS).

Tracar a curva analitica, concentracdo de B8#niL) x leituras de absorbancia, com
os resultados obtidos nas diversas diluicbes eulea)c através da mesma, a

concentracdo de proteina na amostra.

5.5. Caracterizagédo, homogeneidade e estabilidade

A Caracterizacdo serd realizada da forma nominal, ou seja, sera
determinado pelos métodos colorimétricos de coweldke D-ribose (Método de
Orcinol) e de proteina (método de Lowry) serdoizadbs. Ambos sdo necessarios
para determinar a incerteza associada a carac@oizdara a determinacdo da
caracterizacdo, foram retiradas 21 aliquotas daz8olde PSTT do baldo volumétrico
antes do processo de envase. Os ensaios foramadesinas mesmas condi¢des, no
mesmo dia, com um Unico analista e no mesmo eqeip@am

Os ensaios de homogeneidade e estabilidade sawsogrohcipais critérios
para estabelecer o material de referéncia (Inn2&€%). Sendo necessario estabelecer
as quantidades de amostras utilizadas no estudeoy também a temperatura e o
tempo adequado para o material que devera seadwoali

O estudo dehomogeneidadedo material investigado € utilizado para
garantir a manutencdo das propriedades fisico-gaénie demostrar que séo
suficientemente homogéneas em uma amostragem eapatga de frascos

(unidades). Para assegurar esta qualidade, catt® fuave ser avaliado e a incerteza
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da homogeneidade deve ser incluida na estimativacdeeza de medicao do valor de
propriedade do material estudado.

Para testar a homogeneidade nos frascos e ergmogral5 frascos serao
retirados aleatoriamente do lote envasado, utiiasse a funcdo de numeros
aleatorios feita pelo Excel para esta selecaor&@sds serdo enumerados de 1 a 15 e
0s ensaios (contetdo de D-ribose e de proteingdp sealizados em 3 leituras para
cada frasco.

O estudo deestabilidade sera utilizado para determinar o prazo de
validade e condi¢cOes de armazenagem ideais ecagréiestabilidade do material.

Neste caso recomenda-se que produtos com validgéideada de 1 ano ou
menos deverdo ser ensaiados mensalmente paranesrps 3 meses e posteriormente
em intervalos de 3 meses. Sendo assim, confornentagdo do guia do ICH
(International Conference on Harmonisation), ettpado estudo de estabilidade sera
realizada mensalmente por 6 meses e posteriornpent8 meses. Para garantir os
resultados foram retirados frascos do inicio, nediion do envase.

5.6. Estudo de estabilidade a longo prazo

O estudo de estabilidade sera realizado para desarmprazo de validade
e condicOes de armazenamento ideais. Para o plaerja do estudo de estabilidade
do candidato a material de referéncia, além dana®iSO 30 a 35 sobre material de
referéncia, sera utilizada, também, o guia do IClHtgrnational Conference on
Harmonisation) sobre testes de estabilidade pardufos biolégicos (ICH, 1995).
Esta norma ressalta que produtos biolégicos térasdde validade que diferem de
acordo com a sua origem. O planejamento do estade donsiderar a expectativa
relacionada ao produto, ou seja, ao seu histé@Gomo diretriz, o ICH recomenda
que:

* Produtos com validade estimada de 1 ano ou menwvsrate ser

ensaiados mensalmente para os primeiros 3 mesesteriprmente em

intervalos de 3 meses.
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» Produtos com propostas de validade de mais de ,ldawem ter seus

estudos realizados a cada 3 meses durante o min@o de

armazenamento, a cada 6 meses durante o segund@analmente.

Como citado anteriormente, o PSTT possui validatienada de 05 anos,
estocado a 2 — 8°C. Com base nesta informacamaddedo a material de referéncia
sera avaliado mensalmente, por um periodo de 6smAsmbela abaixo apresenta os

parametros e os tempos (T (més)) em que as amestésanalisadas.

Tabela 3 - Planejamento para estudo de estabilithaée)

T0O | T1 | T2 | T3 | T4 | T
Testes Meés | Maés | Meas | Mes | Mas | M
0 1 2 3 4

¥

To | TS | T12 | T18S | T24 | T36 | T43 | Tel
Meés | Meés | Meés | Mes | Meés | Meés | Meés | Mes
6 9 12 | 18 | 24 | 36 | 45 | 60

th k=
L

D-ribose

Proteina

O estudo de estabilidade sera acompanhado porsboanaté a verificacdo de
degradacdo do material. Neste projeto serdo relata avaliados somente o0s

resultados obtidos durante os 6 primeiros mesddal@Jimitacéo de tempo.
5.7. A analise de tendéncia

A anadlise de tendéncia é a principal forma de awali estabilidade do
candidato a material de referéncia de acordo cd80OoGUIDE 35. Primeiramente &
necessario verificar qualquer tendéncia para aval® dados que possam ser
observados.

O célculo da sensibilidade é realizado da segtumtea:

z (% = Xmegid * (Y5 = Yedia)
bl= .= Ondé/medi= Mmédia dos resultados;

n .
D (X - Xoneaia)’ ¥nedia= Média do tempo.
i=1
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O intercepto é calculado da seguinte forma:

By = Vinedia = B Xmedia

(Yi _bo _blxi)z
n-2

Q= i1

S

\’ Zf: (Xi - Xmédia) ?

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

sby) =

A avaliacdo da sensibilidade deve ser feita daistgforma:

I byl < to,05n-2. S()
Onde: o valor de-$tudent( t ) para n-2 graus de liberdade e P=0,95 (95%

nivel de confianca).

Se a condicdo da expressao acima for obedecidagnaibsidade é

insignificante. Como consequéncia, ndo ha instidike observada.

5.8. Teste de Grubbs (G)

Os resultados obtidos na caracterizagéo, que estiviora dos limites de

atencdo apresentado na carta controle (graficoigperddo), devera ser realizado o

teste de Grubbs para verificar a existéncia doxrealaberrante. Neste teste, rejeitam-

se os valores em relacdo a estimativa do desvidpdHeite 1998).
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Para aplicacdo deste teste os valores deverdo cavedes seguintes
passos:

» Colocar os valores em ordem crescente;

» Determinar & média e o desvio-padrao;

» Testar o maior ou menor valor do conjunto, seguagdoequacdes

abaixo:

G — (Xmaior B XMédia) ou G - (XMenor B XMédia)
S S

O valor tabelado de Grubbs com 95% de confianca dev comparado com o
resultado encontrado no teste de Grubbs (G), castoo encontrado seja maior que o

tabelado, este devera ser rejeitado.

5.9. Procedimento para determinagao da incerteza ddRC

A determinacdo da incerteza do material de reféérertificado devera
ser feita conforme a ISSO Guide 35, como os itbaiae:

= Expressar o valor de propriedade a ser certificedaodas as
contribuicbes nas quais o valor de propriedade ruBpe
matematicamente;

» Determinar o valor de todas as contribuicdes, casebna analise
estatistica da série de dados ou por outros meios;

= Utilizar as incertezas padrao do tipo A e as ppais do tipo B;

= Calcular o valor de caracteristica a ser certificad

» Determinar a incerteza padrdo combinada do valoprderiedade a
partir das incertezas padrbes e as covarianciasciadas com as

contribuicdes;
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Apés a verificacdo dos componentes de incertenmaceateza combinada

padrao do MRC pode ser expressa por:

— 2 2 2
U MRC — k\/(ucaracteringéo + uhomogeneidade+ uestabilidaﬂe)

onde:
k= fator de abrangéncia para um nivel de confiaiec85%.
Para calculo da incerteza combinada padrdo, readieoa avaliacdo de

cada um dos componentes acima.

= Célculo do componente de incerteza da CaracterizagdPara célculo
do componente de incerteza de -caracterizacdo, i iradu variaveis
relacionadas ao processo de medi¢do, como a pgretag pesagem na
preparacdo da amostra, leitura, pipetagem, entresolPortanto utilizou
os valores de repetitividade (incerteza tipo Asenaertezas relacionadas

a medicao (tipo B).

» Calculo do componente de incerteza de Homogeneidadea
determinacdo do componente de incerteza deve snileado atraves da
analise de variancia.

Para o célculo, ha duas possibilidades:

Quando a média quadrética entre frascos for maieragmédia quadratica

dentro do frasco, utiliza-se:

M
n

Quadraticadentrodosfas cos)

_ (M Quadraticaentrefrascos -
u homogeneidade —

Quando a média quadratica entre frascos for mamagnedia quadratica

dentro do frasco.

Neste caso utiliza-se a expressao:
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4
_ M Dentrodosfascos 2
uhomogeneidade_

n (n-2

onde n=replicata

= Componente de incerteza da estabilidadea determinagcdo deste
componente, utiliza o desvio padrédo da sensibiédatbnominado em

s(by) e o tempo utilizado.

Uestabilidade = S(b1)(desvio padrdo calculado em analise deétamid) X

tempo
5.10. A avaliacao dos resultados

A partir do uso de ferramentas estatisticas adegusela feita a avaliacédo
para os resultados obtidos durante o estudo ematish de incerteza de medicdo do
material preparado. Onde s@o essenciais paramefs@u potencial como material de
referéncia.

Como referéncia para cada parametro estudado, de mdalisponibilizar
uma andlise critica dos resultados obtidos, sdizadb o ISO GUIDE 35. Assim, de
acordo com a ISO GUIA 31 o material de referén@ea sacompanhado de um
documento para assegurar sua validade e rastdzeatali

Caso o material candidato seja adequado paraamo material de
referéncia, ele podera ser utilizado nos ensaigstdea do Controle de Qualidade do
LAFIQ, no laboratério de controle de processos &BERC e pelo INCQS que realiza

controle de vacinas para liberagdo pela ANVISA.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos experimentalmente nas agdis®eterminacao de
D-Ribose (Orcinol) e Determinacéo de Proteina (hywdescritas na metodologia sao
expostas e discutidas a seguir. Nesta etapa, €ises# as principais ferramentas

estatisticas utilizadas para cada processo deralzimdo material de referéncia.

6.1. Caracterizacdo e comparacao das metodologias

Devido a elevada viscosidade do candidato a mhtkiseferéncia foram
realizados dois preparos diferentes (pipetandcsanu®). Assim, o calculo estatistico
da precisao foi realizado com os dois preparos gagaa partir deste, definir com qual
deles o estudo serad mantido.

Os dados serao avaliados através do coeficientargegcao relativo (CV),
com o grafico da carta controle e pela analise atédncia (ANOVA), para poder
definir estatisticamente qual é o preparo maiscemth. Caso as metodologias sejam
estatisticamente equivalentes, utiliza-se paractemiaacdo os valores da metodologia

padronizada no laboratorio.

6.1.1. Carta controle

Para visualizar a dispersdo dos resultados, folecoionada uma carta
controle de acordo com a norma ISO 5725-6.

Conforme mostrado na metodologia a aplicacdo de tés Grubbs, sera
realizado para verificar a existéncia dos valolesrantes obtidos na caracterizacéo, a

partir da analise dos gréaficos apresentados arsegui
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6.1.1.1. Determinacéo de D’ribose

Teste de Caracterizagdo do candidato a material de referéncia (Pipetado)

—Média

g 950,00 -

T

® - —L3A

< 4

8 007 w "mea" s, . u ""anm LA

2 w w

3 850,00 1 " . : :

o ’ —LSC

T

2

3 800,00 4 Lic

£

Q m B Resultado
750,00 4 STt
700,00 T

0 5 10 15 20

Medi¢des

Grafico 1 — Carta controle dos resultados obtides d
Determinacao de D’ribose no PSTT (pipetado).

Neste grafico apenas um ponto esta fora dos lirdeestencéo, sendo este
resultado o menor entre os demais, definido complitude inferior do conjunto de
dados. Para avaliar se este resultado € aberfantealizado o teste de Grubbs como

mostrado abaixo:

Média 879,37
Desvio Padréao 31,23
G(menor) 3,97
G (tabelado)n=21 2,58

De acordo com os resultados apresentados acineayadet € considerado

aberrante. Logo, deve-se ser rejeitado.

Desta forma, um novo o grafico da dispersdo dadtestos foi realizado

de modo a retirar o valor aberrante. Conforme goé&baixo:
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Teste de Caracterizagido do candidato a material de referéncia (Pipetado)
940,00 e el

o

2

'E 920,00 4 =LA

£ 900,00 [ LIA

g - LN . L _ .

§ 880,00 | - —LSC

2 n [] =

3 860,00 - He

c [ ]

8 m Resultado
840,00 PSTT
820,00 ! ! !

0 5 10 15 20
Medicbes
Gréfico 2 - Carta controle dos resultados obtides d

Determinacao de D’ribose no PSTT (pipetado), apfsste
de Grubbs;

Porém, com os novos resultados apresentados ootto gncontrou-se
dentro dos limites de atengcédo. Tendo a necessidiadealizar novamente o teste de

Grubbs, onde se obteve os seguintes resultados:

Média 885,57
Desvio Padréo 13,28
G(menor) 2,34
G (tabelado) n=20 2,56

De acordo com os resultados apresentados acimaposuspeito ndo € considerado

aberrante. Logo, permanecendo nos calculos.

Teste de Caracterizacao do candidato a material de referéncia (Pesado)

940,00 1

920,00 -

900,00 A n —] SA

880,00 - n LIA

860,00 1 n —LSC

LIC
840,00 - n

Contelido de Polissacarideo

m Resultado
820,00 | PSTT

800,00

Medigdes

Grafico 3 — Carta controle dos resultados obtides d
D’ribose no PSTT (pesado).
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Neste grafico apenas um ponto encontra-se dengrdirddes de atencao,
sendo este resultado o menor entre os demais,dieftomo amplitude inferior do
conjunto de dados. Para avaliar se este resultat®rante, foi realizado o teste de

Grubbs como mostrado abaixo:

Média 879,34
Desvio Padréo 18,53
G(menor) 2,25
G (tabelado) n=21 2,58

De acordo com os resultados apresentados acimalop suspeito ndo e

considerado aberrante. Logo, permanecendo nodaslcu

6.1.1.2. Determinacgéo de Proteina

Teste de Caracterizagao do candidato a material de referéncia (Pipetado)

1500,00 - B Resultado

L] PSTT
Media

1450,00 -

1400,00 ¢

| SC
135000 1 ® .

1300,00 C . . —

1250,00 4 LIA
1200,00 q Lic
1150,00

Concetracgdo de Proteina

1100,00

Medigéo

Grafico 4 — Carta controle dos resultados obtides d
Proteina no PSTT (pipetado).

Neste grafico apenas um ponto esta fora dos lirdeestencéo, sendo este
resultado o maior entre os demais, definido complitude superior do conjunto de
dados. Para avaliar se este resultado € aberfaintealizado o teste de Grubbs, como

mostra abaixo:

Média 1314,54
Desvio Padréao 40,32
G (maior) 3,63

G (tabeladoyn=21 2,58
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De acordo com os resultados apresentados acineayadet € considerado

aberrante. Logo, deve-se ser rejeitado.

Desta forma, um novo o grafico da dispersdo dadtests foi realizado

de modo a retirar o valor aberrante. Conforme goébaixo:

Teste de Caracterizagdo do candidato a material de referéncia (Pipetado)

1400,00 B Resultado
1380,00 - PSTT

1360,00 ] =Nédia
1340,00 - —sC

1320,00 1 . . . "

1300,00 1 O T T P =LA
1280,00 - - L] LIA
1260,00 -
1240,00 -
1220,00 -
1200,00

LiC

Concetracao de Proteina

Medicéo

Grafico 5 — Carta controle dos resultados obtidas d
Determinacdo de Proteina no PSTT (pipetado), ajéste de
Grubbs.

Porém, com os novos resultados apresentados ootto gncontrou-se
dentro dos limites de ateng&o. Tendo a necessdiadealizar novamente o teste de

Grubbs, onde se obteve os seguintes resultados:

Média 1307,23
Desvio Padréao 23,03
G (maior) 2,33
G (tabelado)n=20 2,56

De acordo com os resultados apresentados acimalop suspeito ndo e

considerado aberrante. Logo, permanecendo nodaslcu
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1100,00

Medicéo

Grafico 6 — Carta controle dos resultados obtides d
Proteina no PSTT (pesado).

Neste grafico apenas um ponto esta fora dos lirdeestencéo, sendo este
resultado o maior entre os demais, definido compliaude superior do conjunto de
dados. Para avaliar se este resultado é aberfaintealizado o teste de Grubbs, como

mostra abaixo:

Média 1307,08
Desvio Padréo 38,63
G (maior) 3,27
G (tabelado)n=21 2,58

De acordo com os resultados apresentados acineayadet € considerado

aberrante. Logo, deve-se ser rejeitado.

Desta forma, um novo o grafico da dispersdo dadtestos foi realizado

de modo a retirar o valor aberrante. Conforme goé&baixo:

Teste de Caracterizacao do candidato a material de referéncia (Pesado)

1400,00 4

1380,00 + Resultado
[v]
£ 1360,00 4 * PeTT
3 1340,00 4 . 3
o

1320,00 4 =150
3 130000 | % s : :
H ,
2 d e & | ==LSA
g 1280,00 { * * . o *
3 1260,00 1 LA
§ 1240,00 - I L

1220,00 4

1200,00 ! ! !

5 10 15 20
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Grafico 7 — Carta controle dos resultados obtidas d
Determinacdo de Proteina no PSTT (pesado), ap0s o
teste de Grubbs;
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Porém, com os novos resultados apresentados ootto gncontrou-se
dentro dos limites de ateng&o. Tendo a necessdiadealizar novamente o teste de

Grubbs, onde se obteve os seguintes resultados:

Média 1300,77
Desvio Padréo 26,26
G(menor) 2,42
G (tabelado)n=21 2,56

De acordo com os resultados apresentados acimalop suspeito ndo e

considerado aberrante. Logo, permanecendo nodaslcu

6.1.2. Resultados do coeficiente de variacao

A tabela abaixo mostra os resultados de coeficidateariacdo obtidos

apos a realizacao do teste de Grubbs.

Resultados Obtidos - Pipetado
Lote: 103HPSTO07B

n°de Concentracao de Proteina (ug/mL) | Contetdo de polissacarideo (ug/mL)
repeticdes 1°Dia 2°Dia 3°Dia 1°Dia 2°Dia 3°Dia

1 1271,08 1302,72 1274,47 888,90 876,49 873,47

2 1285,66 1302,72 1281,61 866,83 892,07 885,81

3 1300,25 1309,99 1288,75 854,47 886,88 910,50

4 1314,84 1309,99 1295,89 894,20 870,44 897,27

5 1314,84 1317,25 1295,89 892,43 898,16

6 1329,42 1317,25 1310,17 889,78 870,44 886,69

7 1351,31 1324,46 899,49 885,15 891,98

Média 1309,63 1309,99 1295,89 883,73 880,25 891,98

gjﬁ;’gg 26,87 6,50 17,00 16,53 9,10 11,68
Média 1304,93 885,57
E;S;’é% 9,41 13,28

Tabela 4 — Resultados obtidds. Determinagcédo de Proteina e do Contetudo
de polissacarideo no PSTT (pipetado), apos o ties@rubbs.
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Resultados Obtidos - Pesado

Lote: 108HPST007B

n° de Concentragdo de Proteina (ug/mL) Conteudo de polissacarideo (ug/mL)
repeticoes 1°Dia 2°Dia 3°Dia 1°Dia 2°Dia 3°Dia
1 1309,83 1333,94 1312,30 867,05 889,54 885,95
2 1280,77 1362,89 1290,96 859,13 876,60 837,65
3 1237,17 1312,24 1305,19 873,20 851,61 898,25
4 1288,03 1290,53 1276,73 867,05 879,19 914,94
5 1309,83 1341,18 1283,85 878,48 869,71 894,74
6 1305,00 1290,96 875,84 880,05 913,18
7 1288,03 1305,00 1290,96 891,67 871,43 890,79
Média 1285,61 1321,54 1292,99 873,20 874,02 890,79
gjﬁ;’gg 26,66 25,31 12,12 10,41 11,82 25,83
Co<\e/2<r:i|§2;%de 2,07 1,92 0,94 1,19 1,35 2,90
Média 1300,77 879,34
F'?;j;’g'l% 26,26 18,53
O ragiy 2,02 211

Tabela 5 — Resultados obtidos da Determinacdo dé&iRa e do Conteudo de
polissacarideo no PSTT (pesado), apos o testeudsh&r

De acordo com a resolucédo da ANVISA n°899, o caefte de variacao
para a repetibilidade deve ser menor que 5%, a s&jflos os resultados obtidos

encontram-se dentro dos critérios estabelecidos.

Portanto, a partir da avaliagdo dos resultadossaptados nas tabelas
acima, pode-se concluir que estatisticamente, n@wehdiferenca significativa entre
os resultados obtidos neste parametro, confirmaueoos lotes sao uniformes entre
Si.

Como os dois preparos obtiveram resultados dent® mghrametros
estabelecidos, a escolha para dar o andamentdutiodsi feita a partir da forma de

preparo. Logo, sendo escolhido o preparo pipetatiss seguintes critério:
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= Método do modo de preparo anteriormente utilizads métodos

utilizados no laboratério sdo aceitaveis, ondeepg@m era feito a partir da
diluicdo da amostra — pipetagem);

= Modo de preparo com a utilizacdo do menor nimeeomstrumentos

gue possam aumentar a sua incerteza. No caso plargneesado utilizou
intrumentos como balanca e densimetro, além daxjudiézados no

preparo do pipetado;

= A partir dos gréficos da carta controle, pode-sseolar que a

distribuicéo dos resultados é mais homogénea;

» Devido ao teste estatistico de Grubbs, pois nas auaises (D ribose e
Proteina) houve a necessidade de retirar um valerante. O que nao
ocorreu no preparo pesado, ja que neste somentdliseade proteina
apresentou um valor aberrante. Sendo assim optqoseaquele que
passou pelos mesmos tratamentos estatisticos;

= A partir dos resultados de coeficiente de variagiis este modo de
preparo apresentou o menor coeficiente para ambasstes (D’ribose e

P.roteina).

6.2. Homogeneidade

A homogeneidade ira ser avaliada entre frascosr@ @ada frasco, de
modo a comparar as médias pertencentes a difefeasess, como também em cada
frasco, utilizando como ferramentas: o grafico @tec controle, coeficiente de
variagdo e a analise de variancia (ANOVA). Poisi segcessario demostrar que as

unidades do lote séo suficientemente homogénegsedas.
6.2.1. Carta controle
Conforme mostrado na metodologia a aplicacdo de tis Grubbs, sera

realizado para verificar a existéncia dos valolesrantes obtidos na homogeneidade,

a partir da andlise dos graficos apresentadosuarseg
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Concentracdo de Contetdo de
Polissacarideo (ug/mL)
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Grafico 8

se estes resultados sdo aberrantes, foi realizadst® de Grubbs como mostrado

abaixo:

— Carta controle dos resultados obtides @ ribose no teste de
homogeneidade do PSTT;

Este grafico apresentou resultados fora dos lindigeatencéo, para avaliar

Média
Desvio Padréo
G (maior)
G(menor)
G (tabelado) N=45

890,88
12,35
2,04
2,54
2,92

De acordo com os resultados apresentados acina,daslor encontrado

para 0 Graio) € Gmenory N0 sdo considerados aberrantes. . Logo, permatec®s

calculos.
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6.2.1.2. Determinacédo de Proteina

Teste de Homogeneidade (Candidato a Material de Referéncia )
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Grafico 9 — Carta controle dos resultados obtidies Proteina no teste de
homogeneidade do PSTT.

Este gréfico apresentou dois resultados fora daise de atencdo, sendo
um de amplitude superior e outro de amplitude iofepara serem avaliados se estes
resultado sé@o aberrante, foi realizado o testerdblfS como mostrado abaixo:

Média 1265,31
Desvio Padréo 59,03
G (maior) 4,00
G (menor) 2,62
G (tabelado)N=45 2,92

De acordo com os resultados apresentados acimaloo da amplitude
superior € considerado aberrante. Logo, este serrégitado.

Desta forma, um novo o grafico da dispersdo dadtestos foi realizado

de modo a retirar o valor aberrante. Conforme goébaixo:



47

160,00 -

1500.00 -

Teste de Homogeneidade (Candidato a Material de Referéncia )

+ Resutado
s PSTT

Magia

1400,00 -

1300,00 - ¢

1200.00 -

1100,00 -

Concentragio de Proteina (ug/mL)

1000,00

0

15 20 25

Medigoes

30

35

45

Grafico 10 — Carta controle dos resultados obtidies Proteina no teste de
homogeneidade do PSTT, apos o teste de Grubbs.

6.2.2. Resultados do coeficiente de variacao

A tabela abaixo mostra os resultados de coeficidateariagcdo obtidos

apos a realizacao do teste de Grubbs.

Resultados obtidos - Homogeneidade

n° de Proteina Conteldo de polissacarideo

Repeticdes| ‘dia 2 dia | 3dia P dia 2 dia 3 dia
1 1308,71 | 1352,75 859,53 891,86 911,62
2 1301,38 | 1279,361323,39] 896,36 890,97 897,25
3 1279,36 | 1316,051301,38 908,03 911,62 895,46
4 1235,32 | 1345,4111242,66f 898,15 906,24 895,46
5 1242,66 1235,321257,34 902,64 900,85 906,24
6 1285,95 | 1242,411235,15 894,03 879,05 889,63
7 1285,95 | 1322,231264,18 887,86 870,23 881,69
8 1256,92 1271,441256,92 916,07 882,57 865,82
9 1227,90 | 1271,44307,72] 879,93 874,64 879,93
10 1235,15 | 1235,151358,52] 884,34 885,22 886,98
11 1300,60 | 1241,111203,93 897,24 899,06 898,15
12 1110,55 | 1196,491181,62f 892,69 882,67 886,31
13 1218,80 | 1241,111241,11] 895,42 867,19 889,04
14 1233,67 | 1241,111241,11] 888,13 899,97 896,33
15 1211,37 | 1255,981241,11] 880,85 897,24 889,04
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Média 1248,95 1269,821261,15 892,08 889,29 891,26
Desvio

Padrio 48,50 43,79| 45,52 12,82 12,85 10,66
Coeficiente| 5 gg 345 | 361 1,44 1,45 1,20
de variacao

Média 1259,98 890,88

Desvio

Padrio 2,38 1,26

Coeflc_len'Ee 0.19 0.14

de variacao

Tabela 6 — Resultados obtidos no teste de homaipeeida Determinacdo de
Proteina e do Conteudo de polissacarideo no PSTT;

De acordo com a resolucédo da ANVISA n°899, o caefte de variacao
para a repetibilidade deve ser menor que 5%, a s&jflos os resultados obtidos
encontram-se dentro dos critérios estabelecidasario, os resultados encontram-se

homogéneos entre si.

6.2.3. Analise da variancia

A partir da analise de variancia (ANOVA) sera reatia a comparacao das

médias pertencentes entre os frascos e para eada.fr

6.2.3.1. Determinacédo de D’ribose

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
1 3 2663,02887,67 691,59

2684,58894,86 11,56
2715,11905,04 72,06
2699,84899,95 31,46
2709,72903,24 7,53

2662,71887,57 59,33
2639,79879,93 80,05
2664,47888,16 654,65
2634,50878,17 9,33

© 00 ~NO Ol WwNN
W wWwwwwwwow
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10 3 2656,54885,51 1,81
11 3 2694,45898,15 0,83
12 3 2661,67887,22 25,70
13 3 2651,65883,88 219,16
14 3 2684,43894,81 36,76
15 3 2667,13889,04 67,16
ANOVA
Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-FF critico

Entre grupos
Dentro dos grupos

Total

2773,02 14 198,07 1,51 0,17 2,04

6710,98

3937,96 30 131,

44

27

Tabela 7 — Anova dos resultados obtidos no testehomogeneidade da

Determinacgéo de D’ribose.

6.2.3.2. Determinacédo de Proteina

RESUMO
Grupo Contagem Soma Meédia Variancia
1 3 3772,021257,34 16645,11
2 3 3904,131301,38 484,81
3 3 3896,791298,93 341,16
4 3 3823,391274,46 3788,69
5 3 3735,321245,11 125,69
6 3 3763,511254,50 754,78
7 3 3872,361290,79 860,10
8 3 3785,281261,76 70,21
9 3 3807,051269,02 1597,33
10 3 3828,821276,27 5072,85
11 3 3745,641248,55 2377,77
12 2 2378,111189,06 110,59
13 3 3701,021233,67 165,89
14 3 3715,901238,63 18,43
15 3 3708,461236,15 516,11
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ANOVA
Fonte da ~
variagio SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos  30592,29 14  2185,16 0,96 0,51 2,05
Dentrodos  seosg 50 29 2267,19
grupos
Total 96340,80 43

Tabela 8 — Anova dos resultados obtidos no testéhaterogeneidade da
Determinacdo de Proteina.

Realizou-se o teste ANOVA para verificar a homogdpace das
variancias. Esta analise e usada para testar atémp@ de cada parametro existente
ao modelo proposto.

Com base nos resultados calculados observou-se que:

- Fealculado< Feriticor
- Valor-P > 0,05;

Dessa forma, pode-se ser considerar o materiabg@neo com 95% de
significancia, pois ndo héa diferenca significatardre os resultados entre os frascos e

dentro dos frascos. Logo, o lote produzido atemder@quisitos.

6.3. Estabilidade

Na analise de estabilidade para a determinacédo ‘dboBe e Proteina
somente serao utilizados os seguintes resultados:

» T apresenta as médias dos resultados obtidos rdesaacao;

» Ty, T3, T4 Ts e Tg - s@0 0s resultados obtidos do segundo, terceiro,

quarto, quinto e sexto més de estabilidade.



6.3.1. Carta controle

Conforme
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mostrado na metodologia a aplicacdo de ts Grubbs, sera

realizado para verificar a existéncia dos valotesrantes obtidos na estabilidade, a

partir da analise dos gréaficos apresentados arsegui

6.3.1.1. Determinacédo de D’ribose

Teste de Estabilidade - Dribose

* Resultados
PSTT

—_—L3C

.
*s0
* T, %

Média

Concentracao de Contetido de
Polissacarideo (ug/mL)

*

Ty * o
* * ——LSA

*

—LIC

— LA

T
20

T T T
60 80 100

Medigdes

:
40

Grafico 11 — Carta

controle dos resultados obtides D' ribose no estudo de

estabilidade do PSTT, apds o teste de Grubbs;

Foi realizado o teste de Grubbs para a determinatgoD ribose,

considerando os resultados para ® OB obtidos na caracterizagdo, sem o valor

aberrante.

De acordo

com a carta controle alguns valores eptados encontram-se

entre o limite de atencéo, obtendo os seguintedtae®s para o teste de Grubbs:

Média 891,59
Desvio Padrao 20,68
G (maior) 2,84
G (menor) 3,02
G (tabeladoy N=90 3,18
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De acordo com os resultados apresentados acimaumedos valores
obtidos (amplitude superior e inferior) sdo consides aberrantes. Logo, esses

resultados devem permanecer nos célculos.

6.3.1.2. Determinacgéo de Proteina

Teste de Estabilidade - Proteina

1500 -

1450 4 + Resultedos

. PSTT
1400 - %
L —_— SC

’0

1350 ¢ . .
* * - o .

1300 | v $ +* 00 <> 0 ' e Média
«* \ A «»o\ ’ \ P R .s“
* L J

1250 - LSA

*

Concentracao de Contetido de
Polissacarideo {(ug/mL})
*le

1200 -

—LIC
1150 -

1100 . . . . . —LIA
0 20 40 80 80 100
Medigoes
Grafico 12 — Carta controle dos resultados obtides D' ribose no estudo de
estabilidade do PSTT, apds o teste de Grubbs;

Foi realizado o teste de Grubbs para a determinaigoProteina,
considerando os resultados para ® 06 obtidos na caracterizagdo, sem o valor
aberrante.

De acordo com a carta controle alguns valores aptados encontram-se

entre o limite de atencéo, obtendo os seguintedtae®s para o teste de Grubbs

Média 1303,10
Desvio Padrao 58,22
G (maior) 7,28
G (menor) 1,43
G (tabeladoy N=90 3,18

De acordo com os resultados apresentados acimaloo da amplitude

superior € considerado aberrante. Logo, este serrégitado.



53

Desta forma, um novo o grafico da dispersdo dadtestos foi realizado

de modo a retirar o valor aberrante. Conforme goébaixo:

Teste de Estabilidade - Proteina

1500,00 -
3
_§ —1450,00 - . Sg?jrhados
= &
£ 51400,00 - “~
3 % * . - LsC

[} - *
% '21 350,00 . . . . R “ . . -
s © - \ 4 v o g 3 2 i
Q 1 L 3 Média
S 21300,00 .'0 s -y o o:o,o * ‘.". . e~ S
T o o* ¥, * e, L
£ * . *e \ - PO
§ $51250,00 - * LsA
o *
S 1200,00
—
1150,00 -
1100,00 . . . . . —LA
0 20 40 80 €0 100
Medigoes

Grafico 13 — Carta controle dos resultados obtides D' ribose no estudo de
estabilidade do PSTT, apds o teste de Grubbs;

Porém, com os novos resultados apresentados ootto gncontrou-se
dentro dos limites de atengcédo. Tendo a necessidiadealizar novamente o teste de

Grubbs, onde se obteve os seguintes resultados:

Média 1298,34
Desvio Padréo 36,94
G (maior, 2,00
G (tabeladoy N=89 3,18

De acordo com os resultados apresentados acimaloo da amplitude

superior ndo € considerado aberrante. Logo, pereade nos célculo.
6.3.2. Resultados do coeficiente de variacao

As tabelas abaixo mostram os resultados de deadi@p e de coeficiente

de variacdo obtido necessério para a avaliacastdhikdade.



Tabela 9 — Resultados de D’ribose no estudo dbikdaale (2 - 8°C).
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Resultados obtidos D'ribose- estabilidade (2 -8°C)

repeticoes 1°més 3° més 4° més 5° més 6° més 7° més
1 854,47/ 819,18 | 910,29 859,31 900,50 871,48
2 866,83 863,52 | 879,54 860,22 862,29 872,67
3 870,44| 875,79 | 887,00 861,14 868,51 879,78
4 870,44 875,79 | 900,04 865,72 872,96 883,33
5 887,11 | 900,04 870,31 873,85 884,22
6 873,47| 890,88 | 902,84 873,97 881,84 885,10
7 876,49| 892,77 | 906,57 875,80 881,84 897,24
8 885,15/ 895,60 | 909,36 882,22 888,06 886,88
9 885,81 896,54 | 910,29 882,22 888,06 889,54
10 886,69 897,48 | 914,02 884,97 888,95 889,54
11 886,88 901,26 | 916,82 884,97 890,73 891,35
12 888,90 902,20 | 920,54 884,97 894,28 891,32
13 889,78 904,09 | 923,34 885,89 896,95 895,42
14 891,98 905,97 | 927,07 888,64 897,84 900,85
15 892,07/ 907,86 | 938,25 895,05 900,50 902,64
16 892,43 909,75 | 938,25 895,05 905,84 906,24
17 894,20 910,69 | 943,84 896,89 911,17 908,03
18 897,27 910,69 | 950,36 902,39 926,28 911,62
19 898,16 ---
20 899,49 ---
21 910,50 ---
Média 885,57| 891,51 | 915,47 880,54 890,58 891,51
Desvio Padréo 12,95 22,39 19,09 13,18 15,87 11,47
Coeficiente de variacdq 1,46 2,51 2,09 1,50 1,78 1,29
Média 893,92
Desvio Padréo 4,42
Coeficiente de variagag 0,49
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Tabela 10 — Resultados de Proteina no estudo aeilektde (2 - 8°C);

Resultados obtidos Proteina- estabilidade (2 -8°C)

Repeticoes 1°més 3°més 4°més 5°més 69més s7°mé

1 1271,08 1246,58 1296,94 1281,46 1308,06 1258,42
2 1261,61 1219,821278,31
3 1274,471269,12 1267,28 1219,82 1285,75 1250,99
4 1281,611269,12 1274,69 1250,64 1285,75 1265,86
5 1285,661269,12 1274,69 1258,35 1293,18 1265,86
6 1288,751276,64 1282,11 1266,05 1293,18 1273,30
7 1295,891276,64 1289,52 1266,05 1300,62 1273,30
8 1295,891284,16 1289,52 1266,05 1300,62 1273,30
9 1300,251284,16 1289,521273,76 1300,62 1280,73
10 1302,721284,16 1289,52 1281,46 1308,06 1288,17
11 1302,721291,671289,52 1281,46 1308,06 1288,17
12 1309,99 1299,19 1296,94 1289,17 1308,06 1295,61
13 1309,99 1299,19 1304,35 1296,87 1315,50 1295,61
14 1310,171299,19 1319,18 1312,28 1322,94 1303,04
15 1314,84 1306,70 1326,59 1312,28 1330,37 1310,48
16 1317,251329,25 1326,59 1312,28 1404,751317,92
17 1317,251336,771326,59 1343,11 1412,19 1340,23
18 1324,461351,80 1334,01 1366,22 1419,63 1414,60
19 1329,42 ---
20 1351,31 ---
21 1360,83 ---

Média 1307,231290,84 1298,68 1283,18 1320,87 1293,86

Desvio Padrao 23,03 27,18 20,78 37,32 44,02 38,60
Coeficiente de variagcédo 1,76 2,10 1,60 2,92 3,33 92,
Média 1299,11
Desvio Padréo 9,48
Coeficiente de variacao 0,73

De acordo com a Resolucdo n® 899 da ANVISA, paezigdio, onde a

reprodutibilidade interna esta inclusa, o valor mx aceitavel de CV(%) deve ser

definido de acordo com a metodologia empregadapreentracdo do analito na

amostra, o0 tipo de matriz e a finalidade do métady se admitindo valores

superiores a 5%.
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Nas tabelas acima, os coeficientes de variacaméados foram menores
gue 5%. Portanto isto € um indicativo que o mdtgissui uma estabilidade ideal

para a temperatura de armazenamento (2 - 8°C).

6.3.3. Andlise de Tendéncia

Na analise de tendéncia ird ser avaliado a estabdi do material. De

acordo com as tabelas e os graficos apresentagiugia.

Tabela 11 — Resultados de Dribose para a an&@isendiéncia.

X y
n TEMPO| PROTEINA
1 0 885,57
3 2 891,51
4 3 915,47
5 4 880,54
6 5 890,58
7 6 891,51
média | 3,3333 892,53
desv. Padr 2,16 12,04
bo 892,11
b1 0,127
£ .
IRt . . . .
% g 850,00 -
0 \ SR . 5

Gréafico 14 — Medidas dos resultados de D’ribeessustempo (meses) —
estudo de estabilidade (2 - 8°C);Tabela: resultadgroteina para a
analise de tendéncia.
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Tabela 12 — Resultados de proteina para a an&@isendéncia,

X y
n TEMPO[PROTEINA
1 0 885,57
3 2 891,51
4 3 915,47
5 4 880,54
6 5 890,58
7 6 890,88
média 3,333 892,43
Desvio Padrao 2,16 12,05
b0 892,24
bl 0,054

Estudo de estabilidade - Proteina

__1340,00
E
S 1320,00 - 2
=
= L 4
@ 1300,00 ¢ *
$ .
B 1780,00 - ¢
o
4 126000 -
Q
g
& 1240,00 -
= y - 0,1821x+ 12997
¢ 1220,00 - K2 = 0,0009
5
© 1200,00 . .
U 1 2 3 1 5 6

Tempo (meses)

Gréfico 15 — Medidas dos resultados de Prote@maustempo (meses) —
estudo de estabilidade (2 - 8°C);

Para a avaliacdo da sensibilidade foi aplicadauagip | bl < tp 9502 .
s(b) cuja o valor der-Student(t) para n-2 (graus de liberdade) e P=0,95 (95%l ni
de confianca) é igual a 2,015. Onde:
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» Para a determinacgéo de D’ribose

bl < t0,95,r-2 . S(Q)
0,13 1,35

» Para a determinacgéo de proteina

by < to,05,-2. S()
0,18 1,21

Como a sensibilidade ou a inclinacdo foram insigaiftes, ou seja as
condicdes de expressao sédo obedecidas, ndo hailidatde observada nos resultados
dos estudos de contetdo de D'ribose e proteinampotreal, a 2 - 8°C, durante os

setes meses de estudo.

6.4. Célculos de incerteza do material de referéri

6.4.1. Componente associada a caracterizacao
De acordo com a estimativa da incerteza de medagiopmponentes para
calculo da incerteza associada a caracteriza¢ésidevados na determinacdo deste

componente de incerteza estéo descritos abaixo.

6.4.1.1. Estimativa de Incerteza dos Resultados davedicbes de D’Ribose
(Orcinol)

No quadro abaixo estdo descritas as principaie$ode incerteza para a
estimativa da incerteza de medicdo (caracterizacasgociada ao contetudo de

D’ribose.
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Quadro 2 — Principais fontes de incerteza paratimma&$va da incerteza de medicao
(caracterizagéo), associada ao conteudo de D'ribose

Simbolo Nome / Fonte de incerteza
Incerteza devido a repetitividade das andlises de caracterizagéo = s/raiz(n)
Ugp s = desvio padrao amostral entre 20 repeticbes em 3 dias: 7 no 1°, 6 no 2° e 7 no 3°;
n=20
Ui Incerteza do fator de corregdo de D-ribose para Polissacarideo (2,488)
Uog Incerteza do espectrofotdmetro (Absorbancia medida) - Certificado
Usp Erro ndo corrigido do espectrofotdbmetro (Absorbancia medida) - Certificado
Usg Divida na leitura do espectrofotdmetro (absorbancia) - Resolucéo
Usg Incerteza da micropipeta (aliquota de 0,4 mL para o tubo reacional) - Certificado
Ues Erro n&o corrigido da micropipeta (aliquota de 0,4 mL para o tubo reacional) - Certificado
Uzs Divida na leitura da micropipeta (aliquota de 0,4 mL para o tubo reacional) - Resolucéo
Ugs Incerteza do coeficiente linear da regresséo linear (referente a solugéo padrao de D-Ribose)
Ugs Incerteza do coeficiente angular da regresséo linear (referente a solugéo padréo de D-Ribose)
Uios Incerteza da calibracéo do bal&o volumétrico de 2000 mL (Certificado)
Ui1g desvio néo corrigido do bal&o volumétrico de 2000 mL (Certificado)
Uiop erro de paralaxe para avolumar BV de 2000mL (assumido)
Uisg Incerteza da calibracédo da pipeta volumétrica de 100 mL (Certificado)
U4 desvio ndo corrigido da pipeta volumétrica de 100 mL (Certificado)
Ussg erro de paralaxeda pipeta volumétrica de 100 mL (assumido)
Uc Incerteza padrdo Combinada
U Incerteza padréo Expandida

A tabela abaixo apresenta as incertezas asso@adamteudo de d'ribose

de cada fonte.
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PA o Ci Incerteza Padréo v
Simbolo Valor (%) %) Distribuicdo de Coeficiente de PA=68% Graus de
probabilidade Sensibilidade (mg /mL ) Liberdade
divisor
Uia 0,84300 ug/mL 68 normal 1 1 + 0,84300 19
. . padréo s
U7 0,0005 (adimensional) 68 assumida 1 358,5148 pg/mL + 0,17926 infinito
U7 0,004 Abs 95,45 normal k= 2,00 881,6692 pL/mg.Abs + 1,76334 infinito
adréo s
Ui 0,002 Abs 68 a25umida 1 881,6692 pL/mg.Abs + 1,76334 infinito
U7 0,0005 Abs 100 retangular raiz(3) =1,73 881,6692 upL/mg.Abs + 0,25452 infinito
U178 0,00059 mL 95,45 normal k=2,00 2229,96 pL.mL? + 0,65784 infinito
padréo 2 s
U178 0,00050 mL 68 assumida 1 2229,96 pL.mL + 1,11498 infinito
U7 0,00100 mL 100 retangular raiz(3) =1,73 222996 pL.mL? + 1,28747 infinito
U178 0,0068 Abs 95 normal k= 2,05 -44,08 Abs + 0,14622 2,01
Uigs 0,00030 pg/mL.Abs 95 normal k= 4,30 6321,83 uL/mg.Abs + 0,44106 27,45
Uog 1,00 mL 95,45 normal k= 2,0 0,6478 pL.mL? + 0,32390 infinito
padréo 2 s
Usg 0,00 mL 68 (assumido) 1 0,6478 pL.mL infinito
Usp 0,4203 mL 100 retangular 1,732 0,6478 pL.mL? + 0,15721 infinito
Usg 0,04 mL 95,45 normal k= 2,00 12,9560 pL.mL? + 0,25912 infinito
padrao 2 s
Usg 0,00 mL 68 (assumido) 1 12,9560 pL.mL infinito
/3
Uzg 0,0282 mL 100 retangular _ 1732 12,9560 pL.mL? + 0,21130 infinito
+ /mL . // / / /
Uc |+ 3,289 ugm 68 | Normal . %/ %/ _
%
U [+ 658 wome 95 | Normal k= 2,00/ % Ve = 4151,38

Tabela 13 — Incerteza de medicéo (caracterizag8edciada ao contetdo de D’ribose
de cada fonte

O valor da incerteza combinada da caracterizacda paanalise de
D'ribose é igual a 1,84yygL. Este resultado serd utilizado na incerteza madr

combinada do material de referéncia.
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6.4.1.2. Estimativa de Incerteza dos Resultados dagedi¢cdes de Proteina (Lorwy)

No quadro abaixo estdo descritas as principaie$ode incerteza para a
estimativa da incerteza de medicdo (caracterizacasgociada ao contetudo de
Proteina.

Quadro 3 — Principais fontes de incerteza pardima&tiva da incerteza de medi¢cao
(caracterizagéo), associada ao conteudo de Proteina

Simbolo Nome / Fonte de incerteza

Incerteza devido a repetitividade das andlises de caracterizagéo = s/raiz(n)

Uga s = desvio padréo amostral entre 20 repeti¢des em 3 dias: 6 no 1°, 7 no 2° e 7 no 39
n=20

Uig Incerteza da calibrac@o do espectrofotémetro (Certificado)

Uog Erro ndo corrigido do Espectrofotdmetro (Certificado)

Usg Duvida na leitura da Especteofotdmetro (“resolucéo”)

Usg Incerteza do coeficiente linear da regresséo linear (calculada)

Usg Incerteza do coeficiente angular da regresséo linear (calculada)

Usp

Incerteza da calibragdo do baldo volumétrico de 2000 mL (Certificado)

U7s desvio néo corrigido do bal&o volumétrico de 2000 mL (Certificado)
Ugg erro de paralaxe para avolumar BV de 2000mL (assumido)

Ugg Incerteza da calibracdo da pipeta volumétrica de 100 mL (Certificado)
UioB desvio ndo corrigido da pipeta volumétrica de 100 mL (Certificado)
Ui1g erro de paralaxeda pipeta volumétrica de 100 mL (assumido)

Uc Incerteza padrdo Combinada

U Incerteza padréo Expandida

A tabela abaixo apresenta as incertezas asso@adastetdo de Proteina

de cada fonte.
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Tabela 14 — Incerteza de medicéo (caracterizagdepciada ao contetudo de Proteina
de cada fonte.

C. Incerteza v
. . v~ I ~
Simbolo Valor (%) (PO/A) Distribuicao de Coeficiente de Piafjr(‘;"go/ Graus de
> probabilidade Sensibilidade - 2970 | Liberdade
divisor (HL/mL)

Ui 2,10 pL/mL 95,00 normal k= 1,7 20 | (adimensinal) + 24,755 218

Usg 0,003 Undade | g5 normal k= 20 |357,1429 |uL.mL".abs® + 053571 infinito

Usg 0,006 Undade | gg padrao 1 357,1429 | uL.mL™ . abs™ + 214286 infinito

€ abs (assumida)
i 3

Uss 0,001 ”d";d:lfse 100 | retangular \/_: 1,732 | 357,1429 | uL.mL?. abs® + 0,10310 infinito

Usg 0,098 Abs 95 Normal k= 1,96 357 1425 uL/mL.Abs + 17,89981 infinito

Usp 0,00047 pL/mL.Abs | 95 Normal k= 1,96 0,0073 | Abs + 0,00000 infinito

Uos 1,00 mL 95,45 normal k= 2,0 0,6478 | pL . mL? + 0,32390 infinito

Uss 0,00 mL 68 (a‘s’i‘fﬁ?ﬁo) 1 06478 | uL . mL? infinito

Uss 0,4203 mL 100 retangular ‘ _ 1,732 0,6478 | pL. mL + 0,15721 infinito

Usg 0,04 mL 95,45 normal k= 2,00 12,9560 | pL . mL? + 0,25912 infinito

dra . o

Uss 0,00 mL 68 (agsurﬁ‘igo) 1 12,9560 | pL . mL? infinito

NE)

Uzg 0,0282 mL 100 retangular ‘ - 1,732 | 12,9560 | pL. mL? + 0,21130 infinito

Uc 30,63 uL/mL 68 | Normal / / %/ %/ %
7
U 60,18 w/mL | 95 | Normal | k= 196| . Ve = 511

Onde:uc = Incerteza Padrao CombinadiésIncerteza Expandid&=fator de abrangéncia;
PA=Nivel da Confianga (ProbabilidadeAteangéncia)Veff= Graus de liberdade efetivos.

O valor da incerteza combinada da caracterizacda paanalise de
Proteina é igual a 3,16frd.. Este resultado sera utilizado na incerteza madr

combinada do material de referéncia.
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6.4.2. Componente associada a homogeneidade

Para os calculos da componente da incerteza dagesremade, serd utilizados
os valores obtidos na tabela do teste de varia#dNOVA) obtido no estudo de
homogeneidade.

Na determinacdo de D-ribose, o valor da média dtiadrentre os frascos foi
maior que o valor da média quadratica dentro dascérs. Logo, para calcular a

incerteza associada a homogeneidade utiliza-spragsao abaixo:

l-‘lhomogeneidadE \/ (M quadratica entre frasco3 Mquadrética dentro dos frasaég] =

\ (198,07 — 131,278 = 2,72 pgnL

Na determinacdo de Proteina, o valor da média gtiealrentre os frascos foi
menor que o valor da média quadratica dentro dascds. Logo, para calcular a

incerteza associada a homogeneidade utiliza-sprasséo abaixo:

4
_ M Dentrodosfascos 4 2
uhomogeneidade_

n (n-1) -
N((2267,1944) x (243)) = 1,24pdnL

6.4.3. Componente associada a estabilidade

Para determinacdo deste componente, utilizou-seesvial padrdo da
sensibilidade denominado em g(lgjue é a incerteza associada a sensibilidade e o
tempo utilizado.

Uestabilidade= Sb1(desvio padrédo calculado em analise de tera)éx tempo

Para D’ribose:

Uestabilidade— 0,63 X 6 = 3,78 pigL

Para Proteina:
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Uestabilidade= 0,57 X 6 = 3,42 gL
6.4.4. Incerteza Combinada

Calculada todas as fontes de incerteza do matetiiza-se a equacao
abaixo para o calculo da incerteza padrdo combipada os ensaios de D-ribose e
Proteina.

Valor da incerteza combinada expandida para D-gibos

uvre =27 (4,32% + (2,72} + (3,78F = 12,70 pgnL

Valor da incerteza combinada expandida para Pitein
umre =2V (30,63 + (1,24 + (3,24f = 61,65 ugnL

O gréafico abaixo foi formulado para verificar a tdiicdo de cada

componente no calculo da incerteza combinada paiadde e Proteina.

Incerteza combinada

W Dribose M Protelna

Incerteza de Incerteza de Incerteza de
medicdo homogeneidade estabilidade

Gréfico 16 — Contribuicdo de cada componente na
incerteza do material de referéncia,

Pode-se verificar que as maiores fontes de ingerpega D'ribose e

Proteina € o componente de estabilidade (armazemamsendo este componente de
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incerteza do tipo B dominante. Logo, o valor doifate abrangéncia é equivalente a
2, como utilizado na equacao de incerteza combipadgio.

Com os valores obtidos acima, pode-se verificar qupercentual da
incerteza combinada expandida em relacdo ao tatal gada metodologia € menor
gue 5%, o que se encontra dentro do critério déagda de acordo com a RDC n°
899 da ANVISA.

Resultado:

Dribose 878,75 pL + 12,70 pgnL +1,49%
Proteina  1314,54 ygL + 61,65 pdnL *+4,69%
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7. CONCLUSAO

De acordo com as etapas realizadas na elaboracdmatierial de
referéncia para os métodos de D’ribose e proténan avaliados a caracterizacao,

homogeneidade e estabilidade, podendo verificar que

A partir da andlise de caracterizacdo, pode-seficarique o método
utilizado no laboratério é o mais indicado pardizaa os ensaios e no preparo do
material de referéncia. Neste caso, os resultaéososiencontrados foram:

-D’ribose: 878,75 pL;

- Proteina: 1314,54 ygL;

Os resultados obtidos em todas as etapas avaldaaseficiente de
variacdo para a repetibilidade encontra-se derdroriterio aceitavel pela Resolucéo

899 da Anvisa de5%, podendo considerar os resultados uniformes sntr

Para a avaliacdo da homogeneidade, foi realizadoadlise de variancia
(ANOVA), através dos seguintes critérios:

- D'ribose: [aiculado(1,51) < Fritico (2,04);

- Proteina: Faiculado(0,96) < Feritico (2,05);

-D’ribose: Valor-P (0,17) > 0,05;

- Proteina: Valor-P (0,51) > 0,05;

Indicando que nao ha diferenca significativa enbe resultados e
confirmando a homogeneidade dos resultados eraseds e intra-frascos para 95%

de significancia mostrando que o lote € homogéneo.

A partir da analise de tendéncia, para a avaliat@icsensibilidade do
material, onde deve seguir 0 seguinte critério:

Dribose: I I (0,13) < b.95n-2. S(R) (1,35);

Proteina: I Bl (0,18) < p 9502 S(R) (1,21);
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Assim, mostrando que o lote é estavel na temperateal de
armazenamento (2 — 8°C). conforme citado anteriotene estudo de estabilidade sera

mantido por 5 anos.

De acordo com a ISO GUIDE 35, todos os requisimpldnejamento e
producdo necessarios para a elaboracdo do maderia¢feréncian houseforam
atendidos. Com isso, sera elaborado um certificedmaterial de incerteza do PSTT

gue poderé ser utilizado pelos laboratérios derotntle qualidade.

Os valores estabelecidos para o material de ref@i@housesao:
D’ribose: 878,75 * 40,80 oL ;
Proteina: 1314,54 +45,48f4;

Em conformidade com as normas vigentes, conclgjugeo material de
referénciain house produzido atende ao critérios estabelecidos. @ewad sua
abrangéncia, este material atendera ao contralpiale@lade do PRRP, PSTT e vacina
Hib e podera ser utilizado no controle fisico-quimnde Biomanguinhos e por outros

laboratorios.
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