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RESUMO

Cada vez mais pesquisas sao investidas e realizadas por todo o0 mundo em relacdo aos
medicamentos, devido a isso, € importante o desenvolvimento de métodos analiticos
eficazes e confiaveis, sendo fundamental o desenvolvimento de rotinas de analises que,
assegurem o proposto e favoreca a implantacdo de métodos mais eficientes e
econbmicos em comparacdo as utilizadas durante a rotina. Os métodos analiticos
permitem avaliar a conformidade dos resultados de identificacdo e quantificacdo dos
analito com as especificacdes definidas de acordo com o produto ou processo. Para
verificar se os resultados estdo de acordo com as especificacbes dos 6rgdos de
regulamentacdo, sdo utilizados os pardmetros de validacdo que sdo a
seletividade/especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e
quantificacdo e robustez.

A validacdo de um método analitico é o processo que atesta que 0 mesmo é adequado
ao fim a que se destina. Para 0 uso rotineiro de um método analitico é impresendivel
que este esteja validado de acordo com os 6rgdos responsaveis, mostrando dessa forma
uma qualidade das medigdes e analises quimicas, através de sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade.
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INTRODUCAO

Com o atual mercado global que esta cada vez mais exigente e competitivo, as
industrias farmacéuticas visam um maior destaque, dessa forma a confianca e satisfacéo
do consumidor séo fatores de suma importancia, sendo que este fator recebe cada vez
mais atencao durante o processo de producdo dos medicamentos [1].

Para assegurar a seguranca, eficacia, qualidade e credibilidade dos produtos que
estdo sendo repassados ao consumidor € de extrema importancia a existéncia do
controle de qualidade nas industrias farmacéuticas. O controle de qualidade por meio de
um conjunto de operacdes, programacéo, coordenacgao e execucdo, objetiva assegurarem
e verificar se os produtos estdo de acordo com as especificagfes farmacopeicas,
atendendo os padrfes de qualidade exigidos, comprovando por meio de andlise e
medicéo [2].

A qualidade analitica é importante na industria farmacéutica, pois afeta os
processos de desenvolvimento, a producédo e controle da qualidade dos medicamentos,
sendo necessaria a validacdo nessas etapas. Os métodos analiticos permitem avaliar a
conformidade dos resultados de identificacdo e quantificacdo dos analito com as
especificacbes definidas de acordo com o produto ou processo. A validacdo de um
método analitico é o processo que atesta que 0 mesmo € adequado ao fim a que se
destina. A validacdo de todos os processos de um produto farmacéutico tem que
satisfazer determinados requisitos impostos legalmente pelas autoridades reguladoras e
diretivas vigentes [3,4].

O desenvolvimento de novos métodos analiticos € de suma importancia, sendo
uma alternativa para a criacdo de métodos ja estabelecidos pelas farmacopeias. Durante
o desenvolvimento de um farmaco, é imprescindivel que ao escolher uma metodologia
analitica ou desenvolver uma nova, as analises gerem resultados que possam ser
interpretaveis e confidveis, para que quando for reprodutivel esse atenda as
especificacOes estabelecidas [5]. Para ocorrer sucesso na validacdo devem-se haver
profissionais qualificados, padrfes e reagente de qualidade e nos prazos de vencimento,
equipamento devidamente calibrado, ambiente laboratorial adequado, dessa forma evita-
se gastos desnecessarios [6].

Um procedimento analitico é validado quando ele ndo é normalizado, ou seja foi

criado pelo laboratério durante a rotina, quando o método é normalizado e mesmo



assim for utilizado fora da funcdo para qual foi criado, houveram modificacdes ou
ampliacdo. Quando houver alteragdes no processo de fabricacdo, a qualidade do produto
final ndo estiver garantida nos limites de especificacdo, ocorrer troca de equipamentos e
em casos de novo processo analitico, deve-se ocorrer uma revalidacdo ou uma nova
validacao [6].

Cada vez mais pesquisas sdo investidas e realizadas por todo o0 mundo em
relacdo aos medicamentos, principalmente sobre o controle de qualidade. Devido a isso,
é importante o desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e confiaveis, sendo
fundamental o desenvolvimento de rotinas de analises que, assegurem 0 proposto e
favoreca a implantacdo de métodos mais eficientes e econdmicos em comparagdo as

utilizadas durante a rotina [7].

1.1 Validacéo

Para o uso rotineiro de um método analitico € impresendivel que este esteja
validado de acordo com os 6rgédos responsaveis, mostrando dessa forma uma qualidade
das medicdes e analises quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade. Resultados fora de especificacdo ndo sdo confiaveis, podendo levar a
problemas irreparaveis, conduzindo a tomada de decisGes erroneas acarretando em
desastres e prejuizos financeiros [8]. Validar significa garantir que o produto seja
fabricado sempre com a mesma qualidade, da mesma forma, e estar de acordo com 0s
limites de tolerancia, estabelecido rigorosamente pelos Orgdos fiscalizadores e
farmacopeicos. [9, 10, 11].

Ao se validar um método ndo significa que este pode ser usado na determinagéo
de um mesmo principio ativo, pelo fato de que os resultados das analises sofrem
influéncias de varios fatores, como o nivel das doses terapéuticas usadas, a diferenca de
férmulas farmacéuticas de um laboratdrio para outro e a estrutura quimica do farmaco.
Para cada tipo de analise é necessario analises estatisticas, resultados experimentais
[12].

No Brasil trés agéncias sdo responsaveis em regular os procedimentos a serem
utilizados durante a validacdo do método analitico, sendo elas: Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Instituto Nacional de Metrologia, Normatizagdo e
Qualidade Industrial (INMETRO), Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), este sendo o Unico 6rgao responsavel por regulamentar procedimentos de

validagdo a serem utilizados para medicamentos de uso veterinario. J& no ambito
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internacional a regulamentacdo dos metodos a serem validados principalmente é
realizada de acordo com as exigéncias do ICH, representado por Europa, Estados
Unidos e Japdo, por meio de representantes das agéncias reguladoras e das industrias,
em comum acordo foram definidos os parametros, metodologias e 0s requerimentos
para a validacdo de métodos analiticos. De forma geral, o ICH esta em concordancia
com Food and Drug Administration (FDA), a International Organization for
Standardization (ISO) e a International Cooperation on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Veterinary Medicinal Products [13].

De acordo com a RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017, decretada pela
ANVISA, onde estabelece os critérios para a validacdo de métodos analiticos utilizados
em produtos bioldgicos, insumos farmacéuticos (IFAs) e nos medicamentos, aplicando
em todas as suas fases de producdo, onde de acordo com o artigo 2°:

“Os parametros de validacdo e seus respectivos critérios de
aceitacdo devem ser definidos de acordo com as caracteristicas
do analito e da natureza do método.

Os métodos microbiologicos ndo sdo aplicaveis a resolugdo, pois estes devem
apresentar uma justificativa técnica para a abordagem que foi escolhida, sendo baseados
na Farmacopeia Brasileira ou outros documentos oficiais que s&o reconhecidas pelo
orgdo [14].

Um método deve ser validado quando este ndo € reconhecido pela ANVISA. De
acordo, com a ANVISA, a transferéncia de métodos entre laboratério, deve ocorrer uma
validacdo parcial por parte do laboratdrio receptor, onde se avalia os parametros de
precisdo, exatiddo e seletividade, desde que esse laborat6rio possua 0 mesmo sistema de
gerenciamento da qualidade. J& uma revalidacdo ocorre quando existe alteracdo na
composicdo do produto, na producgdo ou obtencéo do IFA, no método analitico ou outras
alteragBes em que haja impacto significativo no método validado. Apdés cada corrida
analitica deve haver verificacdo do sistema. Os documentos gerados pela validacéo e
validacdo parcial devem descrever os procedimentos, os parametros analiticos, os critérios de
aceitacdo e os resultados, de forma detalhada, possibilitando assim sua reproducdo e se
necessario a avaliacdo estatistica. O relatorio de validagdo registrado deve possuir os dados e
calculos obtidos durante o processo de validacdo analitica, e as ferramentas estatistica utilizadas
para a avaliacdo dos dados [14].

De acordo com a Resolugdo 166 da ANVISA (2017), a validacdo garante por

meio de estudos experimentais e testes analiticos, que o método implementado atenda as



exigéncias analiticas, dessa forma, ird assegurar a confiabilidade dos resultados, e que o
método é adequado a sua finalidade, sendo registrados por meio de documentos
comprovando a eficdcia e mediante critérios objetivos. Para a farmacopeia americana
[15] a validacdo de metodos analiticos garante que durante a rotina o método tera
credibilidade. Os parametros de validacdo para uma metodologia analitica sdo a
seletividade/ especificidade, linearidade/ faixa de trabalho, precisdo, exatiddo, limite de
deteccdo, limite de quantificagéo e robustez [16].

Portando, validar um processo, um sistema, metodologia ou equipamento é
tornar que este seja legitimo, de forma comprovada em documentos, e que englobe
todos os processos desde a producéo, controle de qualidade, as condi¢cbes ambientais, 0s

insumos, matérias-primas que entram em sua composicao [10,11].

1.2 Parametros analiticos de validacao

1.2.1 Seletividade/Especificidade

O primeiro pardmetro a ser analisado durante a validacdo de um método
analitico é a seletividade, j& que se 0 método em anéalise ndo for seletivo, os demais
parametros como linearidade, precisdo e exatiddo iram ser comprometidos, sendo assim,
a seletividade deve ser realizada de forma continua durante a validacdo e execucdo do
método [72 - 74].

A seletividade demonstra que o método analitico identifica ou quantifica o meu
analito de interesse, mesmo com outros componentes presentes na amostra, como por
exemplo, componentes da matriz, impurezas e diluentes. (ANVISA) A especificidade
de um ensaio garante que o sinal medido provenha apenas do analito de interesse.
Sendo assim quando o método possui varias respostas de diversos analito em uma
matriz, porém consegue-se distinguir a resposta de um componente com o de outro, 0
método ¢ seletivo, ja& 0 método que fornece resposta para apenas um analito da matriz é
considerado um método especifico. Devido ao fato de poucos métodos gerarem
respostas especificas e por haver muitas confusfes com os termos especificidade e
seletividade, a IUPAC recomenda a utilizacdo do termo seletividade. (RIBANI et al.,
2004).

Por meio do estudo da seletividade podemos visualizar possiveis interferéncias
causadas pelos componentes da matriz que podem levar a uma diminui¢do ou

amplificagdo do sinal instrumental ou resposta instrumental do analito. [70] A
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seletividade pode ser obtida de diversas maneiras, como por exemplo, comparando a
matriz sem o analito de interesse e a mesma matriz com o analito de interesse (padréo)
ou utilizando o método de adigdo de padrdo.

No método da adi¢do de padrédo, os valores aceitados sdo entre 80% - 120% de
recuperacdo para que o método possa ser considerado seletivo. A recuperacdo é
averiguada com a seguinte formula:

%Recuperagéo = |AF|-|A| / |P| x 100

Onde |AF| é a concentracdo da amostra com padrao; |A| a concentracdo da amostra; |P| 0

incremento de concentracdo esperado pela adicdo do padréo.

1.2.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado [14] sendo obtido por meio de padronizacdo interna
ou externa, onde por meio de expressdo matematica [3].

Para a se deve realizar no minimo cinco concentracdes diferentes da substancia
quimica de referéncia para as solugdes preparadas, em triplicata no minimo. Os célculos
utilizados para a validagcdo do pardmetro de linearidade devem ser realizados por meio
dos dados das concentragdes reais e por meio das respostas analiticas individuais, sem
excecoes [14].

A relacdo entre a concentracdo do analito a quantificar e o sinal obtido, é
raramente conhecida, por isso € importante que se obtenha uma curva analitica usando
diferentes concentracGes de analito, sob a forma de padrBes, de modo a determinar a
linearidade. E construido um grafico por meio da relacdo dos resultados obtidos nas
analises (eixo y) com as concentracdes utilizadas (eixo Xx), o ajusto da curva de
calibracdo é feito por ferramentas estatisticas, onde o nivél de significancia deve ser de
5% [20].

As duas variaveis citadas acima sao relacionadas por meio da equacgéo da reta:

y =a+bx

Onde y é a resposta medida de acordo com a finalidade do método; x a
concentracdo; a, a intersecdo com o0 eixo y, b é o declive da curva analitica. O
coeficiente de relacdo (R) é dado a partir da relagdo do sinal obtido e as concentragdes,

e tras a informacdo da qualidade da curva analitica obtida. O valor de R deve ser acima
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de 0,99, esse valor significa que existe pouquissima dispersdo entre os valores obtidos e
uma menor incerteza, além disso, o coeficiente angular deve ser diferente de zero [14,
21].

1.2.3 Precisao

Durante a realizacdo de medicGes sempre se obtém erros, sendo necessario
durante a validacdo de resultados esse erro ser estimado, pois ndo é possivel a sua
erradicacdo, porém conhecendo a causa do problema é possivel tentar fazer com que
seja insignificante ou minimo. Caso esse resultado se persiste durante varias analises, 0s
valores individuais véo se localizar com maior incidéncia num valor médio [12].

Dizer que um método é preciso significa que os resultados obtidos por meio de
ensaios independentes repetidos com as mesmas amostras, amostras semelhantes ou
padrdes em condicdes definidas, preparadas de acordo com o método analitico a ser
validado estdo em valores muito proximos, a um valor central. Sendo que a precisdo é
expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade
[14].

Na repetibilidade se considera as sucetivas medicGes realizadas por um dnico
laboratdério, com o mesmo responsavel pela analise e utilizando sempre 0s mesmos
equipamentos, levando a uma proximidade entres os resultados realizados por nove
determinacOes e trés concentracdes, baixa, média e alta, ambas sendo compostas por
trés réplicas de cada, ou seis réplicas com concentracdo em teste individualmente
preparadas. Precisdo intermediaria estabelece a precisdo de resultados obtidos de
analises feitas no mesmo laboratorio, contudo ocorre um intervalo de tempo, onde as
andlises sdo realizadas em dias diferentes. E por fim, a reprodutibilidade é quando
ocorre 0s mesmos resultados da metodologia analitica testada porém € realizada em
laboratdrios diferentes [14, 21]

A precisdo é afetada por erros aleatorios, sendo expressa pelo desvio padrdo, s, e
pelo é afetada pelos erros aleatdrios e pode ser expressa pelo desvio padréo, s, pelo

coeficiente de variagdo, CV como mostrado nas equagdes a seguir:

:zlm-yf

n-1

S? =



Onde x € a media aritmética de n numero de medicdes; xi € o valor individual da
medicéo efetuada. [22, 23]

CV= 2--100
X

Onde S é o desvio padréo; X é a concentracdo média dos resultados obtidos.

1.2.4 Exatidao

A exatiddao de um método analitico é obtida pela aproximag&o dos valores entre
resultados avaliados de forma individuais da analise em relacdo ao valor de referéncia,
que normalmente é dado pela anélise de um material de referéncia certificado, MRC,
ensaios interlaboratoriais, EIL, e/ou por meio de ensaios de recuperacao. Esse material
vem determinado o valor da concentracdo e da incerteza associada, que devem depois
ser comparados com o valor obtido pelo laboratério. [24]. O valor obtido para
comprovar que o0 método € exato deve ter disso verificado por no minimo 9
determinag6es, por meio 3 concentracdes: baixa, média e alta, em triplicata por nivel,
sendo as amostras preparadas de forma independentes [14].

A exatiddo é dada pela relacdo entre a concentracdo média, obtida
experimentalmente, e a concentracao tedrica correspondente, de acordo com a formula:

concentragdo média experimental
Exatida0 = ~--mmmm e e e e e e e X 100
concentragao tedrica

A exatiddo estd associada a erros sistematicos. Em laboratérios ndo muito
confiaveis € realizado o ensaio interlaboratorial que analisa a exatiddo dos métodos,

onde se é determinado o Z-score, obtido pela equacéo:

Z — score = xlab—xy s
Em que: Xlab — valor obtido pelo laboratério; Xy — valor de referéncia (valor
verdadeiro); s — desvio padrdo de referéncia.

Um bom resultado Z-score é entre -2 a +2, esse valor permite que o analista

verifique o seu desempenho, e se este esta dentro dos critérios pré-definidos para o
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método a analisar, e assim observar erros que tragam resultados anormais, aléem de

passar confianca em seus resultados analiticos. [25]

1.2.5 Limite de Detec¢do

O limite de quantificacdo (LQ) é a memor quantidade do analito, sendo
determinado com precisao e exatiddo em condigdes experimentais estabelecidas [14].
Para a estimativa do LQ pode ser realizado por métodos especificos para técnicas
visuais, de sinal/ruido, ou pelos dados da curva analitica. O LQ € representado pela

equacao :
_DPx3
1C

Determinagdo do Limite de Quantificacdo com parametros da curva analitica.

LD

Onde, o é o desvio padrdo, IC é o coeficiente angular da curva analitica numa
proporcédo de 10:1 [14,17].

1.2.6 Limite de Quantificagcdo

O limite de quantificacdo (LQ) é a memor quantidade do analito, sendo
determinado com precisao e exatiddo em condigdes experimentais estabelecidas [14].
Para a estimativa do LQ pode ser realizado por métodos especificos para técnicas
visuais, de sinal/ruido, ou pelos dados da curva analitica. O LQ é representado pela

equacao :

Determinagdo do Limite de Quantificacdo com pardmetros da curva analitica.

Onde, o é 0 desvio padrdo, IC é o coeficiente angular da curva analitica numa
proporcao de 10:1 [14,17].
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1.2.7 Robustez

Um método é robusto quando esse se pode dizer que é confiavel, resiste a
pequenas variagdes em sua condi¢do analitica. No método quantitativo, as
modificagdes causadas por variagdes no resultado final deverdo ser avaliados de acordo
com os critérios da exatiddo. No caso de métodos qualitativos, tem que ser verificado se
as variacOes causaram mudanca na resposta analitica [14].

No quadro abaixo segue os pardmetros considerados para indicar a robustez de

um método analitico.

e Estabilidade das solugdes analiticas
Preparo das amostras e Tempo de extracao

e Compatibilidade de filtros

e Variagédo do pH da solucéo

Espectrofotometria o Diferentes lotes ou fabricantes de solventes

e Variacdo do pH da fase mével
e Variacdo na composicdo da fase mével
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

e Temperatura e Fluxo da fase movel

e Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia gasosa e Temperatura

e Velocidade do gas de arraste

Condigdes para a avaliagdo da robustez do método

Fonte: RESOLUGAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N2 166, DE 24 DE JULHO DE 2017
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CONCLUSAO

Devido a maior concorréncia entre as inddstrias farmacéuticas aumenta-se a
pressdo para essas produzirem remédios comprovadamente de qualidade, seguranca e
eficacia. O processo de validacdo assegura essas medidas, sendo necessaria em todas as
etapas do medicamento, desde o desenvolvimento até a prateleira das drogarias. Entdo
de acordo com as resolucges brasileiras, que determinam os parametros da validacao a
fim de comprovar a qualidade analitica da metodologia é de suma importancia que o
método validado esteja dentro dos limites de especificidade e passe por todos 0s
parametros .

Pode-se concluir que a validade € um processo que deve ser corretamente
elaborado, atendendo aos mais altos critérios de qualidade, além de necessitar de
profissionais habilitados para se empregar as fungdes, materiais de qualidade e
equipamentos calibrados, comprovando que o método é adequado para garantir
confiabilidade nas analises analiticas, consequentemente confiabilidade do produto

analisado.
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