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@

LC-MS-MS sangue, soro, plasma ou urina
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PADROES DE REFERENCIA I

- PadrGes secundarios
desde que seja
comprovada sua
certificagdo, na auséncia de
substancias quimicas de
referéncia identidade e o teor sejam devidamente comprovados

Armazenamento adequado | ————
- Local fresco, abrigo da luz
- baixa umidade, vedados

- Prazo de validade

* Possibilitem seu rastreamento

EQUIPAMENTOS

BALANGCA ANALITICA, CROMATOGRAFOS, ...

PI marcado is6topo
estavel - MS

Padrdo Interno (PI)
— composto,
geralmente com
caracteristicas
estruturais similares
ao analito,
adicionado aos
padrdes de
calibragdo e
amostras em
concentragdes
conhecidas e
constantes, para
facilitar a
determinagdo do
analito

DEFINICOES

¢ Amostra branco: amostra de matriz sem adigdo de analito
e padrdo interno

« LIQ: limite inferior de quantificagdo
« LSQ: limite superior de quantificagdo

¢ CQB:3xLIQ
e CQM:LIQ-LSQ
* CQA:75-85% - maior conc. Curva

e CQD:>LsQ
amostra de controle de qualidade de diluigao

LIMITE DE DETECCAO (LD) E

QUANTIFICACAO (LIQ)

CRITERIOS PRECONIZADOS




O-ELUIGAO DE INTERFERENTES

ENDéGENOS, DA MATRIZ
METABOLITOS .

E PRODUTOS DE DECOMPOSICAO *
CRITERIOS PRECONIZADOS

AMOSTRAS BRANCO DE SEIS

PROCEDENCIAS DIFERENTES *

CRITERIOS PRECONIZADOS

RESPOSTA - PICOS INTERFERENTES
NO MESMO tr ANALITO < 20% (LIQ)

SELETIVIDADE

Typical MRM chromatograms of RGT, RGTB and IS (a) blank plasma, (b) the
lowest calibration sample (LLOQ), and (c) a plasma sample obtained from a
rat 6 h after intramuscular injection RGTB microsuspension

Avaliacao individual de cada
farmaco

Resolution Test Mixture

Extracted Standards in

Patient's Serum

—
Drug-Free Serum
01 plasma — desprezar

Superior - Refazer a
amostragem

Metodologia analitica
devera ser alterada

Time (min)

C.-S. Lai et al. / J. Chromatogr. B
877 (2009) 558-562

HPLC chromatogram of (A)
extracted blank human
oai plasma; (B) extracted
2005 LM human plasma containing AQ
0000 and DeAQ at 20 ng/ml
Imin. [ 5 {10 5 (LLOQ) with IB-DeAQ; (C)
uA ® extracted human plasma
0015 oeaa containing AQ and DeAQ at
0010 1400 ng/ml with IB-DeAQ.
2'222 A_De=ka AQ
[min. 0 5 10 15
uA © A
0.06 DeAQ
0.04
0.02 IB-DeAQ
_ N
0.00
min.. 0 5 10 75

MEPS/LC-MS/MS chromatograms of  drugfree plasma sample (subscript on the left), and drug-free plasma sample spiked with psychotropic drug at 1LOQ.
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! Detecciio UV

“
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— A \ > s

Detec¢io MRM
(multiple reaction
monitoring) ‘




MEDICACAO DE USO MEDICACAO DE USO
CONCOMITANTE CONCOMITANTE

Reteution limes of soe esied dues ad wetabolile
g Fetanting teae (win)
Lamotigine .64 RETENTION INDICES RELATIVE TO INTERNAL STANDARD OF ANTI-EPILEPTIC
Phenctarbitons 355 DRUGS AND OTHER DRUGS AND METABOLITES
Cabomazepine 8.25 -
eyt oo Compound Retention index R
Casbamozepme. 10,11 epoxice ETH Internal standard® 1.00
Etwsusmude 3.56 Phenobarbital 045
Pertanarhitcne 1160 Carbamazepine 0.60
D 08 Phenytoin 083
Quuidze 16.52 Ethosuzimide 035
Alprazolam FURES Caffeine a3l
Clonazepam 15.63 Theophylline 031
Ihsopeatoze 123y Salicylate 031
Avetnminwophea L42 Paracetamol 034
Chicmphenicel qla Primidone 037
Acetylsalicylote L15 Carbamazepine 10,11 epoxide 0.41
Tidocnre 886 DFu18 053

. Morphine 054
Thecphyline 123 eabine by
Sallane 201 5-(p-Hydroxyphenyl)-5-phenylhydantoin ~ 0.65
Valprowe zcid ND Clobazam 069
Oxcabazepine ND Methadone 139
Vigabara ND . . .
Gubupeatee D Retention time=9.4 min.
W ner derecesd within 30 wia from injection

LI N EARI DAD E ‘ Mesma matriz do estudo

FAIXA DE AVALIACAO

LINEARIDADE

LIQ a 3 ordens de magnitude
6 calibradores (minimo) n >3

Padré&o interno

o 1:1 — ponto central ANALISE DE REGRESSAO LINEAR
LQ inclinagao da curva = -
sensibilidade Equaga? _regtressao |I?Sar
& _.nalitica AP/APT coeficientes r ou
Concentragdo calibradores — CV < 15%%
faixa linear . CRITERIOS PRECONIZADOS
——>

calibradores : 20% rejeitados

(LIQ e maior concentragdo)
Concentracao N )
ng/mL *L1Q: CV < 20%

Simultaneous analysis of antioxidants and preservatives in cosmetics
by supercritical fluid extraction combined with liquid
chromatography—mass spectrometry™

Linearidade

|Jr=umal of Chromatography A, 1120 (2006) 244-251

Faixa linear
P
n>3
CV<15% Compounds Linear range (ng/g) Correlation coefficient (R?)
A y =a+bx Methylparaben (MP) 10-1000 0.9955
R Ethylparaben (EP) 20-2000 0.9969
Propylparaben (PP} 20-2000 0.9994
E Butylparaben (BP) 20-2000 0.9987
Butylated hydroxyanisole (BHA) 20020000 0.9992
y ydroxy

A Seis padrdes de calibracdo de Butylated hydroxytoluene (BHT) 200-20000 0.9989
= e i o-Tocopheral (a-t) 200-20000 0.9954
f:or;cgr:jtra(;oL(is dl?\;enlt;os/ aprovigos, a-Tocopherol acetate (a-ta) 20-2000 0.9967

Intercepto incluindo o LIQ (CV<15%) e o LSQ

com eixo y

concentragdo

(a)




LINEARIDADE

Table 1

Standard curve summary

Dmg

Lamotrigine (n=6)

Pheacbarbitone (11=6)

Carbamazepine (n=6)

Pheaytoin (n=6)

Intercept  Slope  Correlation ()
Mean  0.0904  0.3836  0.9988
SD. 0.0108  0.0231  0.0017
%V - 6.0208  0.1799
Mean  0.0125 02303  0.9988
sD. 0.0024 00161  0.0012
%CV - 7.0169 01223
Mean —0.0082 03821  0.9995
sD. 00028  0.0168  0.0002
%CvV - 44384 00298
Mean  0.0254 02345  0.9995
SD. 0.0037  0.0086 0.0024
%CV - 36543 024991

EFEITO MATRIZ BIOLOGICA

CQB e CQA

FMN

FATOR DE
MATRIZ

NORMALISADO

Matrix effect from plasma samples spiked with analytes at LLOQ and ULOQ con-
centrations (n=5).
Analyte ME LLOGQ (%CV) MF ULOQ (%CV)
Haloperidol 18 36
Olanzapine i3 30
Clonazepam 50 08
Mirtazapine 71 38
Paroxetine 58 48
Citalopram 122 32
Sertraline 6.8 1.0
Chlorpromazine 94 a9z
Imipramine 17 12
Clomipramine 48 12
Quetiapine 1.9 6.7
Diazepam 103 2%
Fluoxetine 51 40
Clozapine 21 23
Carbamazepine 24 18
Lamotrigine 21 16
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MRM transition detecting all
phosphatidylcholine containing
phospholipids from PPT samples using
either (A) methanol or (B) acetonitrile as
the precipitation solvent.

TICs of MRM transitions for five
phospholipids remaining in final extracts
after sample preparation by (A) acetonitrile
PPT, (B) reversed-phase polymeric SPE, (C)
silica-based pure cation exchange and (D)
mixed-mode cation exchange SPE

Curva analitica

Analise quantitativa

FAIXA DE AVALIACAO
LIQ a 120% (> conc.)

*LIQ: CV < 20%

6 calibradores (minimo) n = 3
Avaliar carryover

ANALISE DE REGRESSAO LINEAR

Equagdo regressdo linear

coeficientes r ou R2
Concentragdo calibradores — CV < 15%%¥

CRITERIOS PRECONIZADOS

calibradores : 20% rejeitados (4 de 6)

(LIQ e maior concentragao)
>

PRECISAO INTER E INTRA

ENSAIOS

DPR = bP
CMD

x 100

*LIQ: CV < 20%

FAIXA DE AVALIACAO

Branco referéncia enriquecido

LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD
n>5

Interensaios (precisdo intermediaria):
dias consecutivos, analistas diferentes

Intra-ensaio — mesmo dia, analista
e instrumentag&o
CRITERIOS PRECONIZADOS

CV<15 %*

Repetitividade — intra laboratorial
Reprodutibilidade — inter laboratorial




PRECISAO INTER E INTRA
ENSAIOS

Table 2. Precision study of antiepileptic drug assay in scrum.

EXATIDAO

FAIXA DE AVALIAGAO

Branco referéncia enriquecido
LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD
n>5

Intra e inter corridas

Within-day precision* Between-day precisiont EXATIDAO - EPR
Concentration/  Mean al g Conmmon Menmessuod el
Drug mi- ugmi- £ 5.d. V. % wgml- pgmi-1ts.d. , . ) _ médi - :
Phenobarbital is 15.1240.30 198 15 14794035 237 Erro Padrdo Relativo EPR (%) = Conc. média exp. — nominal x 100
T 30 30,65+ 0.6 215 30 nax0m 28
) 60.1+1.30 216 60 6122 1. X = -
Phenytoin .. .. .. 7.5 7.79:+0.18 231 7.5 7.60+0.24 3.16 Concentragao nominal
15 15.46 % 0.18 1.16 15 15382040 260
30 29.70£0.50 1.68 30 5750, ¥ .
Carbamazepine .. .. 3 3174008 252 3 2.9640.10 338 CRITERIOS PRECONIZADOS
6 6.15+0.12 195 6 6.1740.17 276
16 16274034 210 16 16.10£0.42 261 i
HPPH .. .. .. 3 342011 32 3 321£0.10 3.12 Exatidso (EPR 15%)
6 626 0.08 128 6 6.28£0.19 3.03
16 1622402 136 16 16.22+0.40 247
* Mean values represent 15 different serum samples for each value.
+ Mean values represent 15 different serum samples analysed on different days for cach value.
|Exatidao-(%EPR)-e precisio{(%CV ) intra-c-i P étodo LC-MS/MSY
C 3 Exatidion Precision
Analitos ci { Tan i joo _Intra-ensaion - =
(amol'mLM)n (%EPR) n=50 (%CV)n=50 Analyte Linearity Amount spiked  Accuracy Precision Manrix
0.075a0 490 4.60 Lo Lo (ngml™)
0.225bo 330 3.62 309 289 Linearcquion A Lackoffe Intemal standard neassay Inter-assay Tntr-assay Interassay effcts
s ;g;;z -z,zu :z;u ;;2 ;gﬂ ABA  p=06935x-00005 09957 09944  AFA-d, 01 -173 -150 200 199
022 o o
: . . . : 03 o5 w5 80 1 59
40.5¢2 -0.82 -0.5m 540 470 30 7 86 2% 74
0.075az 10.40 9.2o 4.3c 4.50 48 -37 -12 0.1 43 54
) 022562 -3.00 3.90 470 473 s - 42
Olanzapina 20.5e 312 :'2’3 2.2 3.02 2AG  p=2136x+10027 09957 01123 2AGd. 004 172 164 200 139
32,502 462 292 5.92 6.42 v s 2 1s sm ea
40.5e0 -1.1o -1.00 6.10 5.30 50 22 09 15 31
0.62505 1073 11.8a 230 3.0 g 2 u 32 4 140
1.875b -6.00 540 430 4.1m Eo. B e o X
Clonazepams 0.0 290 -2.30 3.20 3.1a E
125.0da -240 -1.80 1.8 2.1o *p value at a significance level of 0.05
155.0e2 140 0.50 5.50 520
0.125a5 1290 -11.9% 150 230
0.375ba 280 2.00 420 400
Mirtazapinac 80.0c% 120 292 510 5.65
125.0d0 310 330 6.50 5.60
155.0e 102 120 4.82 4.1z

3 ALIQUOTAS DE CADA CONCENTRAGAO
(CQBE CQA )

CONGELAMENTO (12 h)
E DESCONGELAMENTO (temperatura ambiente)

Quantificando-se o farmaco apds o terceiro ciclo
SOB CONDIGOES DE ENSAIO

Comparar resultados com andlises das amostras

recém preparadas

| AMOSTRAS NO Auto-injetor

3 ALIQUOTAS DE CADA CONCENTRAGAO

(BAIXA E ALTA )
*4a24 hs
* SolugBes padrdo ANALISAR O TEMPO DE BANCADA
armazenadas sob (METODOLOGIA) SOB CONDIGOES DE ENSAIO*

refrigeracdo ou
congelamento, a

estabilidade ESTABILIDADE DAS SOLUCf)ES PADROES
também deve ser SOB CONDIGOES DE ENSAIO*
avaliada, (6 h — temperatura ambiente) CV<10%

contemplando a

tem’peratura €o Comparar resultados com andlises das amostras
periodo de recém preparadas
armazenamento das

mesmas




Conditions RGTB RGT
3 ALIQUOTAS DE CADA CONCENTRAGAO O2nginl  SngmL  O2nghnl 8 nghmL
(BAIXAE ALTA )
CONGELAMENTO: bench-top storage (2 h at room temperature) 0214002 797019 019£002 786+028
-20°Ca-80°C
Three freeze-thaw cycles 021+001 773+£009 019+£002 7514014
- 20°
CONGELAMENTO ( 20°C, -80°C) . Processed samples at room temperature for 24 h 020+001 800:014 021001 779+014
E DESCONGELAMENTO (temperatura ambiente)
Long-term storage at —35 “C for 90 days 019+0.01 808+£011 0192003 7.99£005

ANALISADAS TEMPOS: ZERO. DOIS, QUATRO
OITO, DEZESEIS DIAS ARMAZENAMENTO

Exceder intervalo de tempo compreendido entre
coleta da primeira amostra e a analise da Ultima

CRITERIOS PARA AVALIACAO
ESTABILIDADE

10% total de amostras do lote - dispostas de maneira aleatdria

CQI do limite inferior de quantificagdo
* ESTAS AMOSTRAS

QC SAQ SEPARADAS
EM ALIQUOTAS E o
CONGELADAS CQ de baixa concentragao (CQB):
menor ou igual 3 x LIQ

* VALIDAGAO DO
METODO E DURANTE ;
0 ESTUDO CQ de média concentragdo (CQM):

proximadamente média entre CQB e CQA
* DESVIO < 15%

(VALOR NOMINAL)
| CQ de alta concentragdo (CQA):

75 a 90% da maior concentragdo da curva de calibragdo

DILUICAQ DE AMOSTRAS
EM ANALISE DEVERA
SER REALIZADA COM
A MATRIZ BIOLOGICA

ADICAO DE MATRIZ BIOLOGICA
QUANDO NAO TEM O VOLUME
DE AMOSTRA PADRONIZADO







