EPIF Escola de Inverno: Pesquisa e Inovacao em
ade Ver Farmacos e Medicamentos

Vigilancia Infecciosa no combate ao
desenvolvimento da Resisténcila
Microblana

Importancia do Laboratorio Bioanalitico
na VIRM pela Abordagem PK/PD a beira
de leito do paciente séptico em estado

critico na UTI




Linhas de investigagdo

0 Controle Terapéutico ajuste de dose pela abordagem PK/PD de
agentes antimicrobianos e antifungicos em pacientes sépticos

0 Farmacocinética Clinica projetos de investigacdo
Polimorfismo genético - marcadores biotransformacdo e excrecéo
Expressao de transportadores de excrecao renal influxo — efluxo

Modelagem PK/PD fdrmacos agonistas e antagonistas de
receptores farmacologicos



OBJETIVO EPIF
Abordagem PK/PD a beira do leito do paciente séptico

em estado critico na UTI

|
' - MK

ALVO Morte de mutantes
CIM >2mg/L

Selecao de cepas
mutantes
T Resisténcia

Concentration

LR s clMszmg/“_

T>MIC
Beta-Lactams

Morte de cepas
sensiveis

Time (hrs)




EPIFI{%ﬁ>

Combate as infeccoes hospitalares

Apresentacao
Laboratorio Bioanalitico

Responsdvel Laboratério: Profa. Silvia Cavani
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Laboratorio Bioanalitico
P

QUANTIFICACAO DO ANALITO POR METODO BIOANALITICO

1.  Como asseguro que o resultado obtido é verdadeiro?

2. Se outro laboratorio utilizar esse método, conseguira
reproduzir nossos resultados?

Para responder essas questoes preciso

DESENVOLVER - VALIDAR o método




Por qué validar o método

Definicdo: Validar um meétodo ¢ testar o seu desempenho, de
acordo com criterios estabelecidos na legislacdo, tendo como
objetivo confirmar se ele é apropriado para o uso pretendido.

@atério de@

eMétodos nao normalizados

*Métodos criados/desenvolvidos pelo proprio laboratorio
Meétodos normalizados fora do escopo para o qual foi criado

Ampliacao ou modificacao de método normalizado



Normas da Agéncia Regulatoria

@o: Resolugdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003 >

ementa ndo oficial: Determina a publicacao do "Guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos"; fica revogada a Resolucdo RE n° 475, de
19 de margo de 2002.

publicacdo: D.0.U. - Didrio Oficial da Unido; Poder Executivo, de 02 de junho
de 2003

orgdo emissor: ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
alcance do ato: federal - Brasil
area de atuacdo: Medicamentos

relacionamento(s):

RESOLUCAO RDC N.°© 27, DE 17 DE MAIO DE 2012
DOU 22/maif2012

Dispbe sobre os requisitos minimos para a
validacdo de metodos bioanaliticos empregados
em estudos com fins de registro e pos-registro
de medicamentos.



Métodos - Técnicas
P

o 1.2.1. Técnicas analiticas que facam uso de métodos de
separagdo e quantificagdo pela cromatografia
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0 1.2.2. Testes imunolégicos ou microbiolégicos, desde que observado o grau de
variabilidade usualmente associado. Parceiros DLC HC FMUSP

o 1.2.3. métodos ndo-cromatograficos, desde que estes oferecam seletividade
aceitavel, ex. titulometria, espectrofotometria UV-VIS



Desenvolvimento de Métodos

Estudos preliminares no desenvolvimento:

1.

N

Escolha da matriz biolégica

Estudos de estabilidade do analito na matriz

Material de acondicionamento e transporte\/

Purificacao do analito na matriz \

Técnica de quantificacao por cromatografia \

Faixa de trabalho, limites superior e inferior de quantificacao \
Detecc¢ao, precisao, exatidio

Ciclos de congelamento/descongelamentO\/

Estudos de estabilidade curta, média, longa duragéo\/



Matrizes biologicas
T

0 Plasma / soro

o0 Sangue total
o Urina

0 Liquido cefalo-raquidiano (liquor)



Amostra - Matriz Bioldgica

R
Técnicas de Preparacao da Amostra

o Extracao liquido-liquido
0 Extracao em fase sdlida (SPE)
O Precipitacao de proteinas
0 Ultrafiltracao
Visa, eliminar os interferentes endogenos

Vantagens e desvantagens de cada técnica

Custo-Beneficio
Tempo versus Qualidade



Purificacao matriz bioldgica
Solid Phase Extraction SPE




Purificacao da Matriz

i | 3 ultrafiltracéao

Collect

Recover



Infraestrutura

1
Instrumentacao Analitica automatizada

0 Cromatografo fase liquida
0 Cromatografo fase gasosa

Equipamentos do laboratorio

Micropipetas - Dispensadores - Repipetadores

Agitadores de tubos vortex/plataforma horizontal

BM/ultrassom, bomba de vdcuo/obtencdo dgua OR e UP
Centrifugas refrigeradas (15 mil rom /nao refrigeradas 3-6 mil rpm)
Sistemas especificos: extracao em fase sdlida e ultrafiltracao

Evaporador centrifugo/ Rede N, concentragdo de extratos purificados



Infraestrutura de Cromatografia




Curva de calibracao diaria

Pesquisa e Inovagdo em
Farmacos e Medicamentos

quantificacdao do analito na matriz

937939 468970 234485 117242 58621 29311 14655 7328 2664
35155 36009 34567 36425 33551 37515 38009 34562 33234
Razdo de
area 26.68 13.02
ES % 04 -2.0 2.2 3.21 9.4 -2.4 -4.2 4.5 15.0

Aceitacao da CC diaria através dos CQs

Controles de qualidade

IQCA IQCMA IQCMB 1QCB
789470 392660 98165 9817

35944 39316 34657 33009

21,96 9.99 2.83 0.30

3.3 -6.1 6.5 10.5 5 M 0 60 80 100 120

Y:X Razdo de Area x Valor nominal



Dosagem Sérica - Abordagem PK/PD
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Concentration

Abordagem PK/PD
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Seguranca em laboratorio

Uso de EPI/EPC: A= =4 B %zzf%&
aaaaaaaaaaa = = g
o Avental de manga longa 5‘5 %I‘?‘ ‘:‘ \2% 9%‘

o Sapatos fechados
o Luva descartavel nitrilica, mascara,touca
o Oculos de seguranca

o Mascaras - Capelas/Evaporadores

o Chuvelro Lava-olhos



BiOSSegU ran(;a Comissao Técnica Nacional de

Biosseguranca

-*
Certificacdo NB1 CTNBio

Grau de Risco 1
Deferiu 14/abril/2014

.. Extensao CQB 090/98- FCF USP
Laboratorio de Nivel de biosseguranca NB1
Farmacologia Terapéutica Atividades de pesquisa em regime
de contencao, transporte, descarte,
ensino e armazenamento com
organismos geneticamente

P kmodificados da classe de risco 1/




Garantia da Qualidade - Normas
técnicas

. NORMA ABNT NBR
BRASILEIRA ISO/IEC

17025

Segunda edicdo
30.09.2005

Valida a partir de
31.10.2005

Requisitos gerais para a competéncia de
laboratorios de ensaio e calibragao

General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories

~

INMETRO

Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizag¢do e Qualidade Industrial

Norma Técnica

ORIENTACAO SOBRE VALIDACAO DE
METODOS DE ENSAIOS QUIMICOS

Documento de carater orientativo

DOQ-CGCRE-008

Revisao 02 — JUNHO/2007

ABNT NBR ISO 15189:2015

09/02/2015

1 partirde :  09/03/2015

Laboratorios clinicos - Requisitos de qualidade e competéncia

Mtulo Idioma Sec.: wedical laboratories - Requirements for quality and competence

C_omité : ABNT/CB-036 Analises Clinicas e Diagnostico In Vifro

de Paginas: 60

Em Vigor

ldioma : Portugués

ABNT - Associacao Brasileira de Normas Técnicas



Gestao de Residuos

Pessoas  Biotémio  Ciea  Ewmipapes  Gestho Amsiental  Links  Reserva pe Salas  Sistemas FCF - Epmais Noricias

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Universidade de Sdo Paulo

Incio Soere A FCF CoLeclapos e ComissBes  DepaRTAMENTOS — Emsino Pesquisa CulTura E BExtensho  CooPeracAo INTERnACIONAL — CoNTATO

Vocé esta aqui: Inicio » Sobre a FCF » Colegiados e Comissies » Comissdes Assessoras » Descartes Laborateriais

CoLEeciADOs E ComIssOES DEScARTES LABORATORIAIS

CoLecianos

» Congregacdo PRESIDENTE VICE-PRESIDENTE

» Conselho Técnico Administrative Prof. Dr. Ricardo Pinheiro de Souza Oliveira Profa. Dra. Elizabeth de Souza Nascimento
Mandato: Por designacdo da Diretoria Mandato:

ATUARIAS REPRESENTANTES SUPLENTES

» Cultura e Extensdo Universitaria
Profa. Elvira M. G. Shinohara Profa. Dra. Dominique Corinne Hermine Fischer

» Graduacdo
Mandato: Mandato:

» Pesquisa

A=
-9 Agéncia Nacional Legislacdo em % @
- [~ de Vigilincia Sanitaria MLEGIS Vigilancia Sanitaria

OV

®

S
www.anvisa gov.br NIREME « OPAS « OMG

RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N° 306, DE 7 DE DEZEMBRO DE 2004

Dispbe sobre o Regulamento Témico para o gerenciamento de
residuos de servicos de satde.



A
Equipe técnica e
Alunos do Laboratorio

agradecem sua aten¢éo



EPIF%@ ,
Laboratorio de Rotina e Investigag¢do

Quantificacao de farmacos através de CLAE ou CG
Purificacdo da matriz biologica para quantificagdo do analito
Preparacgdo da curva de calibragcdo méetodo padrdo interno
Construgdo da curva valor nominal versus razdo de area
CC diaria (8 calibradores)

CC validagéo (10 calibradores)

Controles internos de qualidade ou CQs (CQA-CQM-CQB) para
aceitacdo da curva de calibracdo para quantificacdo do analito

Dbjetivo da construcgdo da CC e aceitagdo pelos CQs é determinar




BIOSSeguranca

UNVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissdo Interna de Biosseguranga

Of.CIBio/0122014 /FCF

530 Paulo 15 de agosto de 2014

Senhora Professora,

Temos a satisfacdo de comunicar a Vossa Senhoria que o pedido de
credenciamento do Laboratério de Farmacologia Terapéutica - Unidades de
Pesquisa Clinica e Controle Terapéutico junto 2 CTNBio foi aprovado.

Estamos encaminhando em anexo:
» Cbpia da publicagdo no Didrio Oficial da Uniao;
» Cadernos de Biosseguranga: Resolugdes e Instrugdes Normativas e,
~ Etiquetas de identificagdo do laboratério.

Sendo o que nos cumpria Nno momento, aproveitamos a oportunidade para
apresentar nossas cordiais saudagdes.

Atenciosamente,

W ;
/7. Y 4B
3 7L . R é .

Prof. Dr. HIROYUKI HIRATA
Presidente da CiBio - FCFUSP



Biosseguranca
I

Certificacdo NB1
Grau de Risco 1

2

COMISSAO TECNICA NACIONAL
DE BIOSSEGURANCA

EXTRATO DE PARECER TECNICO N*® 4,1352014

O Presidente da Comisslo Técnica Nacional de Biossegu-
ranca - CTNBIO, no uso de suas arribuigdes ¢ de acordo com o0 artigo
14, inciso XIX, da Lei 11,10508 ¢ do Art, ¥, inciso XIX do Decreto
$.591/08, tormna publico que na 141* Reunilo Ordinaria da CTNBio,
realizada em 14 de abril de 2011, a CTNBio apreciou ¢ emitiu
parecer técnico para 0 seguinte pmccuO'

Processo n®; 012000033570/ 1998.08

Requerente: Facuidade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

cQB: 09098

Assunto: Solicitaglo de Extenslo de CQB &nn instalngdes
com nivel de biosseguranca | ¢ execuglio de projeto pesqutu com
organismos geneticamente modificados da classe de risco

Data de Protocolo 28/12/10

Proton: 2408710

Extrato Prévio: 2624 11 publicado no DOU 06 em 10 de
Janeiro de 2011

Decisfo. DEFERIDO

NBI1O, apis apreciagdo da SoliCitagdo Ge
Certificado d¢ Qualidade em Blosseguranga da instituigho, concluiu
pelo deferimento, nos termos deste Parecer Técnico. O Presidente da
Comisso Interna de B-.onc!uﬂmcu da Fuculdade de Ciéncias Far-
macéuticas da Universidade de Sio Paulo, Dr. Mério Hiroyuki Hirata,
solicita a extensdo do Cernificado de Qualidade em Blosseguranca n*
09098, para credenciar as instalacdes do Laboratério de Farmaco-
logia Terapéutica - Unidades de Pesguisa Clinica ¢ controle Tera-
éutico com Nivel de Blosseguranca [, sob a responsabilidade da
Bn\ Silvia Regina Cavani Jorge Santos, Este Laboratdrio ird de-
senvolver atividades de pesquisa em regime de contenglio, transporte,
descarte, ensino ¢ armazenamento Com Organismos geneticamente

modificados da classe de nsco | Foi enviada na documentago a
doclara;lo do responu\cl legal, planta bmu descrigdo pormcno-

.lmbuto das competéncias dwaouu na Lei 11.105/085 ¢ seu decreto
5,501 0%, a Comissilo concluiu que o presente pedido atende &s nor-
mas da CTNRIo o 4 leginlaclo pertinente que visam garantir a bios-
seguranga do melo ambiente, agnoultura, satde humans ¢ animal

A CTNBio esclarece que este extrato nllo exime a requerente
do cumprimento das demais logislagbes vigentes no pals, aplicéveis
a0 objeto do requerimento

A (nuyn deste Parecer Técnico consta do processo arqui-
vado na CTNBio. Informacdes complementares ot solicitacSex de
maiores informagdes sobre o processo acima listado deverdo ser en-
caminhadas por escrito 4 Secretarsa Executiva da CTNBio

EDIVALDO DOMINGUES VELINI




PESQUISADORES - USP PARCEIROS DE INVESTIGAGAO

David de Souza Gomez - Investigador Principal UTI-Queimados
Divisao de Cirurgia Plastica e Queimaduras IC HC FMUSP

Elson Mendes da Silva Jr Intensivista
Divisao de Cirurgia Plastica e Queimaduras HC FMUSP

Jodo Manoel Silva Jr Intensivista
Divisao de Cirurgia Plastica e Queimaduras HC FMUSP

Luiz Marcelo Malbouisson - Investigador Principal UTI Pos-operatoria
Diviséo de Trauma Unidade de Atendimento & Crianga IC - HCFMUSP

Nilo José Coelho Dutra Medico Patologista da Bioquimica e Toxicologia
Diviséo de Laboratério Central do Hospital das Clinicas da FMUSP

Rosario Dominguez Crespo Hirata Investigador Gendomica-Polimorfismo
Laboratério de Biologia Molecular Aplicada ao Diagnéstico — Farmacogendmica FCF USP

Silvia Regina Cavani Jorge Santos - Investigador e Coordenacao de Projeto
Centro de Farmacocinética Clinica e Modelagem PK/PD FCF USP

Vera Locia Lanchote - Investigador e Coordenacao de Projeto
Centro de Farmacocinética Clinica FCFRP USP



