Validacao de métodos
bioanaliticos

PROGRAMA DE SEGURANCA
DE QUALIDADE ANALITICA

E toda a acao sistematica necessaria
para prover de confianca adequada
uma analise, de modo a satisfazer sua
finalidade.

Visa reduzir erros a limites aceitaveis
— engloba o Controle de Qualidade -
QC - procedimentos executados no
laboratério para garantir o controle do
sistema de medidas.

i Validacdo: o que é?

Processo que busca assegurar a
obtencao de resultados confiaveis,
validos, pelo uso de determinado
método analitico.

E um item essencial do PROGRAMA
DE SEGURANCA DE QUALIDADE
ANALITICA - BPL

PROGRAMA DE SEGURANGA DE
i QUALIDADE ANALITICA - BPL

BPL - Boas Praticas de Laboratorio

Compreende os requisitos
fundamentais relativos ao processo
organizacional do laboratério

POP’s - Procedimentos Operacionais
Padronizados - constituem a descricao
detalhada de todas as operacodes
unitarias do laboratoério.



MOTIVOS PARA VALIDAR O

MOTIVOS PARA )
i METODO:

i VALIDAR O METODO:

Definir o procedimento analitico -
adequado a sua aplicacao

- O que esta sendo analisado

- Porque a analise esta sendo
realizada

- Assegura que o valor correto
sera medido

ETAPAS CRITICAS DO PROCEDIMENTO

i ANALITICO

s AMOSTRAGEM

*PREPARO DA AMOSTRA (61% do
tempo gasto em um método e 30% das
causas de erros)

*QUANTIFICAGAO

Define a robustez do metodo
-Assegura que o meéetodo pode ser
utilizado por outros
-Identifica os parametros
fundamentais que
afetam o resultado

Exigéncia legal

VALIDACAO OU REVALIDACAO

*Antes da introducdo do método na rotina

*Mudancas nas condi¢coes para as quais
o método foi validado ou na finalidade
do método
- Transferéncia do método entre laboratorios
- Mudanca no sistema de deteccio
- Mudancga no processamento da amostra
- Mudanca na faixa de concentracio



PROGRAMA DE SEGURANCA DE
QUALIDADE ANALITICA - BPL

QUALIDADE:

Conjunto de atributos que determina a
aceitacao de um produto

& -

ORGAOS OFICIAIS
FDA

—  Seguranca

QU

—_— Confiabilidade
Reputagao do produto

Indastria

Laboratorios

System Suitability

i CONFORMIDADE DO SISTEMA

Conjunto de testes que devem ser realizados para
garantir que o equipamento utilizado estd apto a
gerar resultados exatos e precisos

ICH: parte integrante da validagao
USP: separado da validacdo

Ex: calibracao de vidrarias, balancas etc

GUIAS PARA VALIDACAO DE
i METODOS

US Pharmacopoeia
International Conference on Harmonisation
US Food and Drug Administration
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RESOLUCAO

Rs = 2 -
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LINEARIDADE

i i VALIDACAO ANALITICA

= / Processo dinamico e continuo

Response

o |- ESTAGIOS:

-.-l - ( - -
Ra®=0.3890 1. Delineamento experimental

2. Padronizacao analitica

N « 3. Controle de qualidade dos
_ Injection Volume pL ; resultados

VALIDACAO ANALITICA VALIDAGAO ANALITICA
i 1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL i 2. PADRONIZAGCAO ANALITICA

Parametros principais:

E o planejamento propriamente dito:
escolha e adequacao da metodologia
as condic¢oes laboratoriais, com vistas - limites de deteccio e de quantificaciao
as finalidades a que se propode.

- Linearidade/ curva de calibracao

- precisao
Requer conhecimentos de
toxicocinética (escolha de amostras e
definicao da amostragem) - recuperagao

- exatidao



VALIDACAO ANALITICA VALIDAGAO ANALITICA

i 2. PADRONIZAGAO ANALITICA SELETIVIDADE

Método que fornece uma resposta para
diversas substancias quimicas, mas é capaz
- efeito das matriz de distinguir a resposta do analito da
resposta de outros componentes

Parametros de interesse:

- estabilidade do analito

- seletividade ESPECIFICIDADE

-robustez Método especifico é o que fornece uma Unica
resposta para um unico analito

EXISTE ?2??

i VALIDACAO ANALITICA

i . Linearidade
LINEARIDADE 3 RR—_" E a capacidade do método de gerar

[ resultados proporcionais a concentracao
Habilidade de obter do analito. Havera uma correlacao linear

resultados (dentro de uma entre:

determinada
faixa) que sdo

Variavel independente (concentragao do analito)

Variavel dependente (leitura ou medida)

diretamente
proporcionais a e e . '
~ L] LT 1] [ ] (41
concentracao Concanbation Curva analitica - coeficiente de regressao

da amostra linear



i LINEARIDADE

camostra zero (adi¢cdo de PI)

*cinco, seis ou mais amostras com
concentracgoes intermedidrias cobrindo
a faixa esperada, incluindo o limite de
quantificagdo e 120 % da concentragdo
mais alta esperada

LINEARIDADE

- Padronizacao interna

Solucoes padrao de concentragoes
conhecidas do analito, com adicdo de
padrdo interno sempre na mesma
quantidade

LINEARIDADE

- Padronizacdo externa

Compara a darea do analito na amostra
com as dreas obtidas com solucoes de
concentracoes conhecidas preparadas a
partir de um padrao.

LINEARIDADE

- Superposicdo de matriz

Adig¢ao do padrao do analito, em
diversas concentracoes, em uma matriz
similar a da amostra, isenta da
substancia

* Pode ser usada com ou sem adicdo de
padrdo interno



VALIDACAO ANALITICA

) : LINEARIDADE
Efeito Matriz

- Adigdo de padrao

y =0,2759 x + 0,03696
r=0,9970

Adigao de quantidades conhecidas de
analito a quantidades conhecidas de
ol amostra, antes de seu preparo

area relativa ( acetona/Pl)

acetona em urina (mg/L)

Linearidade

Faixa de concentracao: desde o LOQ
Yamostra - ik padike até 3 ordens de magnitude deste valor,
por exemplo: de 1 a 1000 ng/mL.

=
Yanalito *+ Ymatriz

Superposicao de matriz

Padronizagio externa Tratamento estatistico da curva analitica:

yrnatriz

- intercessao (b) ' equacao de regressao
linear (y = ax + b)

___:.-‘_' _______ | i - - )
\  — Xanaiito - |nc‘|naga° (a) J
-rour:
xanalim‘xmmriz analilol

- concentragoes dos calibradores (x)

¥

Figura 2. Interrelacdo entre os diferentes metados de constrigde da curva - valor da medida usada (y)

analitica
B - desvio padrao ou intervalo de confianca 95%

de cada ponto



Linearidade: faixa linear

i VALIDACAO ANALITICA

Recomenda-se de 5 a 6 calibradores
(concentragoes crescentes) ede 4a 5
replicatas/calibrador

A faixa linear é determinada pelo coeficiente de
correlacao de Pearson (r) ou coeficiente de
determinacao (r?) da curva de calibragao, sendo:

- limite inferior é o limite de quantificagao (LOQ)

- limite superior é obtido pela remog¢ao sucessiva
dos mais altos valores até que se obtenha um

r2 = 0,98

LINEARIDADE

Regressdo dos minimos quadrados: a
melhor curva tracada pelos dados que
minimiza a soma dos quadrados dos
residuos

linear: mais comum
logaritmico
exponencial

Linearidade

i Calculo de r (coeficiente de correlagao)

nYx, i -0

\’m WSy -(En)

Y=

Calculodeaeb w

“ n X, ’(z"ji )2

b=y - ax

VALIDACAO ANALITICA
Linearidade

+

ELL

¥ =0,0032x - 0,1407 Clonazepam em

R? = 0,9936 plasma
r=0,9968

300 600 900 1200

Concentragédo (ng/mL)



sinal

VALIDACAO ANALITICA:
i SENSIBILIDADE (sensivity)

Parametro que descreve a variagao da
resposta (sinal) em fungiao da variagao da
concentracao do analito

Na curva: quanto maior o
coeficiente angular (a) mais
sensivel...

S= dy
dc

Y = 3,54.104 x + 0,0118

— spor CG/MS

concentragao
Y = 4,37. 103 x + 0,007

VALIDAGCAO ANALITICA
i limite de deteccao - LOD

Relacao sinal/ruido

A determinacao é feita pela
relagcao sinal - ruido, normalmente
estabelecida como a proporcao

3:1

3 desvios — padrao da leitura de um
branco

Altura da linha de base x 3 (CG, HPLC)

Ex: cocaina _, por CG/DIC

VALIDACAO ANALITICA
i limite de detecc3o - LOD

E a menor quantidade do analito que
pode ser identificada por um
procedimento analitico com um
determinado grau de confianga

DEPENDE DO METODO
ANALITICO

COMO CALCULAR ??

Metodo visual (!)
Relacao sinal/ruido

Curva analitica

VALIDACAO ANALITICA
limite de deteccao - LOD

Curva analitica

Considera a estimativa do desvio
padrao da curva analitica e o
coeficiente angular da equacao da reta:

LOD= 3 DP (resposta) 3 ou 3,3 — fator de seguranca

S (“slope”= inclinagao)



VALIDAGCAO ANALITICA
limite de quantificacao - LOQ

E a menor concentragao do analito que pode
ser quantificada e geralmente constitui o
primeiro ponto da curva.

‘ Meétodo visual (!)

COMO CALCULAR ?? Relacao sinal/ruido

Curva analitica

- Com base numa precisao aceitavel* (15-20%)

- Primeiro ponto da curva de calibracao

VALIDAGCAO ANALITICA
limite de quantificacao - LOQ

Curva analitica

Considera a estimativa do desvio
padrao da curva analitica e o
coeficiente angular da equacao da reta:

LOQ= 10 DP (resposta) 10 — fator de segurancga

S (“slope”= inclinagcao)

Como avaliar a precisao???

VALIDACAO ANALITICA
limite de quantificacao - LOQ

Relacao sinal/ruido

A determinacao é feita pela
relacao sinal - ruido, normalmente
estabelecida como a proporcao

10: 1

10 desvios - padrao da leitura de um
branco

Altura da linha de base x 10 (CG, HPLC)

VALIDACAO ANALITICA:

i PRECISAO (precision)

Representa o grau de concordancia entre os
resultados de analises individuais quando o
procedimento é aplicado repetidamente a
multiplas analises de replicatas de uma
mesma amostra.

RELACIONADA A ERROS ALEATORIOS

Desvio padrao
Coeficiente de variagao -
CV - desvio padrao relativo

CV = DESVIO PADRAO X 100
MEDIA




VALIDAGAO ANALITICA PRECISAO
PRECISAO

Fatores que afetam a precisao de uma
medida:

- experiéncia do analista;
- pureza de reagentes/ solucoes;
- qualidade e aferigao da vidraria volumétrica;

- qualidade do instrumento de medida;

- intervalo de tempo entre a analise de replicatas;

Zood Paoor

- outros

PRECISAQO - Procedimento

i PRECISAO
1. Repetibilidade (precisiao intra-ensaio ou Eﬁ_ﬁﬁﬁﬁﬁ@ B@ B@ 8 8 B @ 8 8 8 @

000000 000000 000000

2. Precisao intermediaria (precisao inter
ensaios ou inter-dias)

3. Reprodutibilidade (precisao entre
laboratorios)

) 688668 BEEEEE BEEEEE



PRECISAO

Coeficiente de variacao

+

CV=sx100/X

s = estimativa do desvio padrao
N = nuimero de dados

xi = cada medida individual

\ - < , ge ]
' 2 X = média das medidas
Z::1 ( Xi— 'I-)
5= s

N-1

0.05(
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0.030
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0.00C

»3 Systems
=1 in USA
=2 in Europe
»3 Chemists
l | » Dial-a-mix, 60:40
MeOH:H20
=1 mL/min
»30°C

20 3.0 4.0 50
Minutes

PRECISAO

Relacdo entre
distribuicdo
normal, média e
estimativa

do desvio padrdo
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Standard deviations from the mean

VALIDAGAO ANALITICA
i PRECISAO / REPETIBILIDADE

Coeficientes de variagao obtidos no estudo de precisao
intra-ensaio, utilizando-se urina sem adicao e
enriquecidas com 1,0 e 3,0 mg/L de acetona.

acetona em urina (mg/L)

coeficiente de variagédo
0,

adicionado real %
sem adicao 1,47 5,0
1,0 2,22 4,0
3,0 3,66 5,0




VALIDACAO ANALITICA i} , N
i PRECISAO i VALIDACAO ANALITICA: PRECISAO
A precisao depende da concentracao do analito...

No CQ de farmacos em matéria prima: CV aceitavel
é menor de 1%

N ?2? § )
Na analise de substancias quimicas ou

Mais recomendado: 6-10 replicatas de mesma - . < r .
c . e farmacos em material biolégico:
amostra em 3 niveis diferentes de
concentracao (baixa, média e alta) no Nivel de ppm (mg/kg)= aceitavel até 16% de
intervalo linear da curva analitica cv
Nivel de ppt (ug/Kg) = aceitavel em torno de
30 e atée 50% de CV

EXATIDAO
i i EXATIDAO
Concorddncia entre o valor real e o
determinado
1. Intra-ensaio ou intra-dia

2. Inter ensaios ou inter dias

3. Entre laboratorios




EXATIDAO - Procedimento

ﬁ_ﬁﬁﬁﬁ@@ 000000 000000 *

00
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T 668

EXATIDAO

000 B0000D BoEeod

Valor nominal:
1. Material de referéncia

2. Comparacgdo com os resultados obtidos
com outro procedimento ja bem caracterizado

3. Exatidao pode ser inferida se houver precisao,
linearidade e especificidade

EXATIDAO

média dos valores obtidos - valor nominal
x 100

% exatiddo =
valor nominal

i EXATIDAO

Critérios para aceitacdo

Exatiddao < 15%, exceto se a menor concentracdo
for igual ao LOQ, para a qual aceita-se 20 %



VALIDACAO ANALITICA

i EXATIDAO

CAUSAS DE INEXATIDAO ANALITICA:

- perdas por baixa recuperacao da extracao;
- solugoes-padrao inadequadas;

- aparelhagem volumétrica imprecisa;

- falta de afericao da balancga;

- falta de calibragao dos instrumentos;

- presenca de interferente na amostra;

- outros

i&‘ELE TIVIDADE

Habilidade do método analitico em medir e
diferenciar os analitos na presenca de outros
componentes da matriz (metabolitos,
impurezas, produtos de degradacdo,
componentes enddogenos, etc).

VALIDAGAO ANALITICA
EXATIDAO
i SELETIVIDADE

Método que fornece uma resposta para

diversas substancias quimicas, mas é capaz

de distinguir a resposta do analito da de
outros componentes

ESPECIFICIDADE

Método especifico é o que fornece uma unica
resposta para um unico analito

EXISTE ?2??

VALIDAGCAO ANALITICA:
i ROBUSTEZ (robustness)

E a capacidade do método de
permanecer inalterado (fornecer
os mesmos resultados), frente a
pequenas variacoes de seus
parametros (temperatura da sala,
vazao da fase mével na
cromatografia, diferentes marcas
de reativos, entre outros).



ROBUSTEZ

Variaveis
i Forga da fase movel (% solvente orgdnico)
Temperatura
Vazao
pH e forca ionica da FM
Solvente da amostra
Volume injetado
Comprimento de onda de detec¢io
Parametro medido
Resposta (area/concentragdo)
Tempo de retengao ou fator de retencao
Seletividade e/ou resolucdao

VALIDAGAO ANALITICA:
i ABRANGENCIA

Um método se mostra abrangente quando se
mostra capaz de determinar um ou mais analitos
em diferentes matrizes OU diversos analitos
numa mesma matriz.

i ROBUSTEZ

Etapa de preparacao da amostra
Duracao da extracdo
Meio de extracdo
Temperatura

VALIDAGAO ANALITICA:
i RECUPERACAO

Entende-se por recuperagao de um método o
percentual do analito na amostra que
alcanga a etapa final da marcha analitica

Relacionada a exatidao do método

E feita para cada tipo de matriz, em
concentracoes correspondentes a baixa e alta
da faixa linear (n = 4 ou 5 para cada
concentracao)



RECUPERACAO

i Eficiéncia do processo de preparagdo da
amostra

- Resultados de amostras submetidas ao processo
de extrag¢do em comparagdo a solugoes padrao
ndo processadas

- Avaliada para pelo menos 3 concentragoes do
analito

- A menor concentracdo deve ser no mdaximo 3
vezes 0 LOQ

VALIDAGAO ANALITICA
i RECUPERACAO

Um dos processos mais usados:

-5 amostras em que o analito é adicionado a amostra
que entao é submetida a todas as etapas do método
(x %) - amostra de controle interno;

- 5 amostras submetidas ao processo de extracao,
sendo o analito adicionado no extrato obtido (100%)
— amostra de controle externo

% recuperacao = ACIl/ ACE X 100

RECUPERACAO

$ VALIDACAO ANALITICA

CALCULO: por comparacio entre

1. A média dos resultados obtidos para
a concentracao estudada

2. A concentracao inicialmente
presente na matriz (hao-extraida)

VALIDACAO ANALITICA:

| Estabilidade
rata-se da estabilidade do analito na matriz

(ou em solugoes)

Geralmente usa-se o calibrador de
concentraciao média (com relagciao a curva de
calibracao)

Exemplo: para amostras
congeladas:

Como FAZER ???

por QUANTO TEMPO ???
sangue total/ plasma

3,6,24 h
para urina:

O mesmo + 1 semana apoés



ESTABILIDADE

Solugoes padrao do farmaco e PI

Temperatura ambiente, tempo = 6H

Temperatura de estocagem, tempo mdximo usado

ESTABILIDADE

Ciclos

de congelamento e descongelamento

Y
N N

O
O
O
O

O
O
O
O

O
O
O
O

M
N

O

O

O

Concentracdo alta

Amostra recém-preparada

Primeiro ciclo: amostra congelada 24 H,
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Segundo ciclo: amostra congelada 24 H,
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Terceiro ciclo: amostra congelada 24 H,
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

ESTABILIDADE

Ciclos

O
O
O
O
O

O
O
O
O
O

O
O
O
O
O

de congelamento e descongelamento

M
N

M
N

M
N

Concentracdo baixa

Amostra recém-preparada

Primeiro ciclo: amostra congelada 24 H,
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Segundo ciclo: amostra congelada 24 H,
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

Terceiro ciclo: amostra congelada 24 H,
descongelada e deixada a temp. ambiente por 1 H

ESTABILIDADE

O
O

@
O
O
O
O

O
O
O
O
O

Estabilidade a temperatura ambiente

O

O

M
N

O

M
N

O

Amostra recém-preparada

Amostra deixada a temp. ambiente durante o
tempo da andlise

Amostra recém-preparada

Amostra deixada a temp. ambiente durante o
tempo da andlise



i ESTABILIDADE

Amostras consideradas estdveis quando
ndo se observar desvios superiores a 15 %
(ou 20% para o LOQ) em relagdo as
solugoes recém-preparadas

Teste estatistico = teste t



