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Ensaios de Bioequivaléncia
Etapa Analitica
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IntriedVcEe

Técnicas de quantificacdo de farmacos em amostras
biologicas:
#* cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, HPLC - high
performance liquid chromatography);
% cromatografia gasosa (GC — gas chromatography);
#* Imunoensaios (radioimunoensaio, enzimaimunoensaio).



Amesire biclogicas

Tipos de amostras:
¥ sangue;
#* plasma;
3% SOro;
¥ Urnag;
#* saliva;
* ...



Amesires siologices

Pontos criticos no processo de encaminhamento das
amostras bioldgicas:

# identificacdo (estudo, sujeito, fase, data e hordrio da
coleta);

#* temperatura durante o transporte;
#* avaliacdo das condicoes das amostras no recebimento;
#* armazenamento no laboratério analitico.



Amesires siologices

Pré-tfratamento:
¥ precipitacdo por proteinas;
#* extracdo liquido-liquido;
#* extracdo por fase sdlida.



leecnices ecromeiogreliicas

#* fase movel/fase estaciondrig;

#* migracao diferencial/separacdo;
#* deteccdo/cromatograma;

#* tempo de retencdo/drea de pico;
#* padrdo interno;

# CLAE/GC.
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ClLAE

#* fase movel liquida;

# tipos basicos:
#cromatografia liquido-liquido ou de particdo;
#cromatografia liquido-solido;
#cromatografia de troca idnica;
#cromatografia de exclusdo.



ClLAE

Detectores:
¥ absorbdncia no ultravioleta e visivel (UV-VIS);
# arranjo de diodos (DAD);
# fluorescéncia;
#* espectrometria de massas (LC/MSMS).
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ClLAE

A CLAE permite separacdo e quantificacdo dos
componentes de uma amostra.
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CLAE = Cromciogicnnes
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CLAE = Cromeiogiannes
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Cromeieg)reliic gesesa

#* fase movel gasosa;

¥ fase estacionadria liquida ou solida;

#* volatilizacdo da amostrag;

#* amostras volateis e termorresistentes.



IMUNCENSEIOS;

# EMIT (enzyme-multfiplied immunoassay technique);
3 FPIA (fluorescence polarization immunoassay);

# alta sensibilidade;

% baixa seletividade;

#* fenobarbital, teofilina, digoxing, etc...



Desenvelvimanio de meiecos

Pardmetro importantes:
# faixa de linearidade e limite de quantificacdo;
#* complexidade do processo de pré-tratamento;
#* tempo de andlise;
#* disponibilidade de padrdo interno;
# toxicidade dos solventes e demais reagentes.



Queniificacdo clo Farmace

A quantificacdo do
farmaco nas amostras
bioldgicas e feita por meio
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Elepea Andlifica = Resurne

preparagdo das amostras:
precipitacdo de proteinas
extragdo ligliido-liglido
extragdo por fase sélida

l

andlise
por CLAE/GC/IE

|

quantificagdo do farmaco:
curva de calibragdo
controle de qualidade

'\

> Validagdo




Vellicleeco

A validacdo deve garantir gue o método atenda as
exigéncias das aplicacoes analificas, assegurando a
confiabilidade dos resultados.

Abrange os seguintes itens (RDC 27/2012):
skseletividade;
sk efeito residual;
sk efeito matriz;
#curva de calibracdo;
sk precisdo;
#*exatiddo;
#*estabilidade.



Vellicleeco

Outros par@metros (RE 899/03):
skrecuperacao;
#limites de deteccdo e quantificacdo;
#krobustez.



Selaiiviclaele

Capacidade do método de diferenciar e quantificar os
analitos de infteresse (farmaco e Pl) na presenca de outros
componentes da amostra.

Sdo investigados pela andlise de amostras de plasma branco
(quatro amostras normais, uma lipémica, uma hemolisadal)
para verificacdo da existéncia de interferéncia por parte de
componentes enddgenos.

% 5% para Pl
# 20% LIQ para analito



rasiclual

Aparecimento ou aumento do sinal do analito ou Pl causado

por contaminacado proveniente de amostras analisadas
anteriormente.

Devem ser realizadas, no minimo, 3 (trés) injecdes da mesma
amostra branco, sendo uma antes e duas logo apds a injecdo
de uma ou mais amostras processadas do LSQ.

% 5% para Pl
#* 20% LIQ para analito



FRCHTIZ

Efeito na resposta do analito ou Pl causado por componentes
da matriz bioldgica.

Devem ser analisadas amostras de matrizes bioldgicas
processadas (para plasma: 4 normais, 2 lipémicas, 2
hemolisadas), posteriormente adicionadas de analito e PI, e
solucoes, nas mesmas concentracoes das amostras de CQB e

CQA.

Fator de matriz normalizado (FMN): CV<15%

pico analito matriz
__ pico Pl matriz
FMN = pico analito solucio
pico PI solucao




Curve cle Calloreececo

A curva de calibracdo indica a relacdo entre concentracdo
de analito e resposta do método, representada, no caso da

CLAE, pela razdo de dreas dos picos cromatograficos de
analito e PI.

E definida utilizando-se no minimo seis concentracdes de
padrdo em plasma e trés repeticoes. Deve-se estabelecer
correlacdo de preferéncia linear entre concentracdo,
considerada variavel independente (x) e drea do pico,
considerada variadvel dependente (y).



Preciscio

A precisdo de métodos bioanaliticos € uma medida de erro
aleatdrio e € definida como concordd@ncia entre varias
medidas da mesma amosira, sendo expressa como
coeficiente de variacdo (C.V. %) dessas medidas:

¥ precisQo infracorrida: cinco replicatas

¥ precisqo intercorridas (23, dias distintos): cinco replicatas
Concentracoes: LIQ, CQB, CQM, CQA, CQPD.

Ndo deve ser superior a 15% (20% para LIQ).



Ex@lid@e)

A exatiddo de métodos bioanaliticos € uma medida de erro
sistemdtico e é definida como concorddncia entre o valor
determinado e o valor real:

¥ precisQo infracorrida: cinco replicatas

¥ precisqo intercorridas (23, dias distintos): cinco replicatas
Concentracoes: LIQ, CQB, CQM, CQA, CQD.

Ndo deve ser superior a 15% (20% para LIQ).



Estalilicdeaee

Dados sobre estabilidade sGdo necessarios para garantir qgue a
concentracao da substdncia ndo sofre alteracdo entre @
coleta da amostra e o momento da andlise.

#*longa duracdo;

%k curta duracdo

#ciclos de congelamento e descongelamento;
#POs-processamento;

#solucoes-padrdo refrigeradas ou congeladas.

Concentracoes: CQA e CQB



Recuperacee

A recuperacdo corresponde ao resultado obtido apds andlise
de amostra de plasma branco acrescida de padrdo,
submetida a pré-tratamento, expresso como porcentagem do
resultado obtido apds andlise de padrdo puro, ndo submetido
a pré-tratamento.



Lirnites cle Deisccee @ Quaniliceacee

Os limites de deteccdo e quantificacdo expressam a
capacidade do método analitico em determinar pequenas
concentracoes de analito:

#* [imite de deteccado: representa a menor concentracdo que
pode ser diferenciada do nivel de ruido;

#* [imite de quantificacdo: deve apresentar resposta , no
minimo, duas vezes maior que a do limite de deteccdo, e
representa a menor concenfracao que pode ser
determinada com exatiddo e precisdo aceitaveis (20%).



RODUSIEZ

Avalia a susceftibilidade do método analitico a variacoes
nas condicoes analiticas, fais como:

#* tempo de extracdo;

#* pH da fase movel;

#* composicdo da fase movel;

% coluna;

* temperaturqg;

3 fluxo.



