
Escola de Inverno: Pesquisa e Inovação em 

Fármacos e Medicamentos

Vigilância Infecciosa no combate ao 

desenvolvimento da Resistência 

Microbiana

Importância do Laboratório Bioanalítico 

na VIRM pela Abordagem PK/PD à beira 

de leito do paciente séptico em estado 

crítico na UTI

Profa Silvia Cavani

Escola de Verão: 

Pesquisa e Inovação em 

Fármacos e Medicamentos



Linhas de investigação

 Controle Terapêutico ajuste de dose pela abordagem PK/PD de 
agentes antimicrobianos e antifúngicos em pacientes sépticos

 Farmacocinética Clínica projetos de investigação

Polimorfismo genético - marcadores biotransformação e excreção

Expressão de transportadores de  excreção renal influxo – efluxo 

Modelagem PK/PD fármacos agonistas e antagonistas de 
receptores farmacológicos
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Laboratório Bioanalítico

Como asseguro que o resultado obtido é verdadeiro?

Se outro laboratório for utilizar meu método, será que 

conseguirá reproduzir os resultados que obtive?

QUANTIFICAÇÃO DO ANALITO POR MÉTODO BIOANALÍTICO

1. Como asseguro que o resultado obtido é verdadeiro?

2. Se outro laboratório utilizar esse método, conseguirá 
reproduzir nossos resultados?

Para responder essas questões preciso 

DESENVOLVER - VALIDAR o método



Por quê validar o método 

Definição: Validar um método é testar o seu desempenho, de 

acordo com critérios estabelecidos na legislação, tendo como 

objetivo confirmar se ele é apropriado para o uso pretendido.

O laboratório deve validar

•Métodos não normalizados

•Métodos criados/desenvolvidos pelo próprio laboratório

•Métodos normalizados fora do escopo para o qual foi criado

•Ampliação ou modificação de método normalizado



Normas da Agência Regulatória



Métodos - Técnicas

 1.2.1. Técnicas analíticas que façam uso de métodos de

separação e quantificação pela cromatografia

 Fase gasosa (CG) 

 Líquida de alta eficiência (CLAE) 

 1.2.2. Testes imunológicos ou microbiológicos, desde que observado o grau de
variabilidade usualmente associado. Parceiros DLC HC FMUSP

 1.2.3. métodos não-cromatográficos, desde que estes ofereçam seletividade
aceitável, ex. titulometria, espectrofotometria UV-VIS



Desenvolvimento de Métodos

Estudos preliminares no desenvolvimento:

1. Escolha da matriz  biológica 

2. Estudos de estabilidade do analito na matriz 

3. Material de acondicionamento e transporte

4. Purificação do analito na matriz 

5. Técnica de quantificação por cromatografia 

6. Faixa de trabalho, limites superior e inferior de quantificação 

7. Detecção, precisão, exatidão

8. Ciclos de congelamento/descongelamento

9. Estudos de estabilidade curta, média, longa duração



Matrizes biológicas

 Plasma / soro

 Sangue total

 Urina

 Líquido cefalo-raquidiano (líquor)



Amostra - Matriz Biológica

Técnicas de Preparação da Amostra

 Extração líquido-líquido

 Extração em fase sólida (SPE)

 Precipitação de proteínas

 Ultrafiltração

Visa, eliminar os interferentes endógenos

Vantagens e desvantagens de cada técnica

Custo-Benefício 

Tempo versus Qualidade



Purificação matriz biológica 
Solid Phase Extraction SPE



Purificação da Matriz

1 precipitação 2 extração 1-2

3 ultrafiltração



Infraestrutura

Instrumentação Analítica automatizada

 Cromatógrafo  fase líquida

 Cromatógrafo fase gasosa

Equipamentos do laboratório

• Micropipetas - Dispensadores - Repipetadores

• Agitadores de tubos vórtex/plataforma horizontal

• BM/ultrassom, bomba de vácuo/obtenção água OR e UP

• Centrífugas refrigeradas  (15 mil rpm /não refrigeradas 3-6 mil rpm)

• Sistemas específicos: extração em fase sólida e  ultrafiltração

• Evaporador centrífugo/ Rede N2 concentração de extratos purificados 



Infraestrutura de Cromatografia
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Y:X    Razão de Area x Valor nominal

Aceitação da CC diária através dos CQs
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IQCA IQCMA IQCMB IQCB

789470 392660 98165 9817

35944 39316 34657 33009

80.00 40.00 10.00 1.00

21,96 9.99 2.83 0.30

82,64 37.57 10.65 1.11

3.3 -6.1 6.5 10.5

Calibrador CC1 CC2 CC3 CC4 CC5 CC6 CC7 CC8 CC9

Analito 937939 468970 234485 117242 58621 29311 14655 7328 2664

Pi 35155 36009 34567 36425 33551 37515 38009 34562 33234

Nominal 100.00 50.00 25.00 12.50 6.00 3.00 1.50 0.75 0.25

Razão de 

área 26.68 13.02 6.78 3.22 1.75 0.78 0.39 0.21 0.08

Obtido 100.39 49.00 25.51 12.10 6.56 2.93 1.44 0.78 0.29

ES % 0.4 -2.0 2.2 3.21 9.4 -2.4 -4.2 4.5 15.0

Curva de calibração diária  

quantificação do analito na matriz



mutant strains growing

Temp
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Indice de efetividade para beta-lactâmicos
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Dosagem Sérica - Abordagem PK/PD

Abdul-Aziz, 2015
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Y:X    Razão de Area x Valor nominal

Abordagem PK/PD 
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Segurança em laboratório

Uso de EPI/EPC:

 Avental de manga longa

 Sapatos fechados

 Luva descartável nitrílica, máscara,touca

 Óculos de segurança

 Máscaras - Capelas/Evaporadores

 Chuveiro Lava-olhos



Comissão Técnica Nacional de 

Biossegurança

CTNBio

Deferiu 14/abril/2014

Extensão CQB  090/98- FCF USP

Nível de biossegurança  NB1 

Atividades de pesquisa em regime 

de contenção, transporte, descarte, 

ensino e armazenamento com 

organismos geneticamente 

modificados da classe de risco 1

Biossegurança

Certificação NB1

Grau de Risco 1

Laboratório de 
Farmacologia Terapêutica



Garantia da Qualidade - Normas 

técnicas



Gestão de Resíduos



A 

Equipe técnica e 

Alunos  do Laboratório 

agradecem sua atenção
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Quantificação de fármacos através de CLAE ou CG

❖ Purificação da matriz biológica para quantificação do analito

❖ Preparação da curva de calibração método padrão interno

❖ Construção da curva valor nominal versus razão de área

❖ CC diária (8 calibradores)

❖ CC validação (10 calibradores)

❖ Controles internos de qualidade ou CQs (CQA-CQM-CQB) para
aceitação da curva de calibração para quantificação do analito

Objetivo da construção da CC e aceitação pelos CQs é determinar

Concentração do analito no sangue do paciente

Laboratório de Rotina e Investigação



BIOSSegurança



Biossegurança

Certificação NB1

Grau de Risco 1
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Luiz Marcelo Malbouisson - Investigador Principal UTI Pós-operatória
Divisão de Trauma Unidade de Atendimento à Criança IC - HCFMUSP

Nilo José Coelho Dutra Medico Patologista da Bioquímica e Toxicologia

Divisão de Laboratório Central do Hospital das  Clínicas da FMUSP 

Rosário Dominguez Crespo Hirata Investigador Genômica-Polimorfismo

Laboratório de Biologia Molecular Aplicada ao Diagnóstico – Farmacogenômica FCF USP

Silvia Regina Cavani Jorge Santos – Investigador e Coordenação de Projeto 

Centro de Farmacocinética Clínica e  Modelagem PK/PD FCF USP

Vera Lúcia Lanchote – Investigador e Coordenação de Projeto 

Centro de Farmacocinética Clínica FCFRP USP


