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% CONCEITO

“A validacao deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacoes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados” (ANVISA)

“A validacao de meétodos assegura a credibilidade
destes durante o uso rotineiro, sendo algumas vezes
mencionado como o “processo que fornece uma
evidéncia documentada de que o método realiza aquilo
para o qual é indicado para fazer” (USP)



Validacao no Laboratorio

2 Tipos

Validacao Completa

!

Estudo Interlaboratorial

!

METODOLOGIA OFICIAL

= No Brasil — IPT (Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas)



LEGISLAGAO

> Brasil
ANVISA =>Resolugao ANVISA RDC n° 27, de 17/05/2012 (métodos bioanaliticos)
ANVISA =>Resolucao ANVISA RDC n° 166, de 24/07/2017 (métodos analiticos)

>FDA
Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation, 2001
Guidance for Industry, Analytical Procedures and Methods Validation, 2000

>ICH

Validation of Analytical Procedures: Definitions and Terminology, Q2A (CPMP/ICH/381/95), 1995
Validation of Analytical Procedures: Methodology, Q2B (CPMP/ICH/281/95), 1995

»European Medicines Agency

Guideline on bioanalytical method validation
EMA/CHMP/EWP/192217/2009, 21 July 2011

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP)



PROCESSO DE VALIDAGCAO

» estudos de validacio sejam representativos
» variacdo da faixa de concentracio adequada

> tipos de amostras adequados

OS PARAMETROS ANALITICOS DEVEM SER BASEADOS
NA INTENCAO DO USO DO METODO

Tipo de analise Parametros a serem

s > :
Freguéencia uso analisados




s ESTABILIDADE DOS PADROES E AMOSTRAS

- Para gerar resultados confiaveis e reprodutiveis, as
amostras, os padrdoes e reagentes usados devem ser estaveis
por um periodo razoavel

- Esta estabilidade é importante em termos de temperatura e
tempo

- Embora a estabilidade de dias ou meses seja mais desejavel,
em alguns casos as solugoes precisam ser preparadas antes
de cada analise



i LINEARIDADE

Corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracao
da substancia em exame, dentro de uma determinada
faixa de aplicacao.
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% LINEARIDADE

O coeficiente de correlacao linear (r) é frequentemente usado para
indicar o quanto pode ser considerada adequada a reta como
modelo matematico

A linearidade deve ser demonstrada pela inclinacao da reta
(estatisticamente diferente de zero e reprodutivel), o intercepto (nao
estatisticamente diferente de zero) e o coeficiente de correlacao
(nao estatisticamente diferente de 1) ;

ANVISA: r acima de 0,990



i LINEARIDADE

Como os desvios da linearidade sao muitas vezes dificeis de serem
detectados visualmente, pode-se verificar a sua adequacao por meio
do calculo dos residuos entre os valores medidos e os valores
calculados a partir da equacao de regressao

A dispersao das medidas (valores de y) deve ser independente da
concentracao do padrao de calibracao, seguindo uma distribuicao
normal, propriedade conhecida como homoscedasticidade

Homocedasticidade: igual (homo) dispersao (cedasticidade), isto é,
igual variancia

Heteroscedasticidade: forte dispersao dos dados em torno de uma
reta



Padronizacao externa
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Padronizacao externa
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Padronizacao externa

1

1

5 5828 5,55 10,93
S} 5845 5,56 11,28
5 5789 5,51 10,13
10 10536 10,41 4,14
10 10341 10,21 2,12
10 11234 11,14 11,35
25 24987 25,35 1,41
25 23456 23,77 -4,92
25 24567 24,92 -0,32




Grafico de residuos

Analise dos Residuos: conjunto de técnicas utilizadas para investigar a

adequabilidade de um modelo de regressao com base nos residuos.
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% SELETIVIDADE

Capacidade de avaliar, de forma inequivoca, a substancia de
interesse na presenca de componentes que possam
interferir na analise, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz

» Uso de detectores que comparam o pico obtido na separacao com
o de um padrao (arranjo de diodos, espectrometro de massas)

®» Para demonstrar auséncia de interferéncia de produtos de
degradacao, é necessario expor a amostra a condicoes de
degradacao em ampla faixa de pH, de oxidacao, de calor e de luz



# PRECISAO

A precisao de um método analitico esta relacionada com a
dispersao das medidas ao redor do seu valor médio.

- desvio padrao absoluto (c), n>20

- n geralmente é pequeno, e o que se calcula é a estimativa do
desvio padrao absoluto (s).

. JZ(xi-i)’

n-1l

estimativa do desvio padrao
relativo ou coeficiente de variacao

RSD (%) ou CV (%) = ~x100
X




% EXATIDAO

grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio (valor experimental) e
um valor de referéncia aceito como verdadeiro (concentracao
tedrica)

Ensaio de recuperacao
Recuperacao (%) = Concentracdo media experimental X 100

Concentracao tedrica

Exatidao (erro relativo)

Exatidao (%) = conc. média exp. — conc. tedrica X 100

conc. tedrica




i PRECISAO e EXATIDAO

Repetibilidade (precisao intra-corrida)

concordancia entre os resultados de medicoes sucessivas de um
mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢coes de medicao
(analista, instrumento e condicoes, local, curto intervalo de tempo)

Precisao intermediaria (precisao inter-corridas)

indica o efeito das variacoes dentro do laboratério devido a
eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou
diferentes equipamentos ou uma combinacao destes fatores

Reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial)

grau de concordancia entre os resultados das medicoes. de
uma mesma amostra, efetuada sob condicoes variadas
(mudanca de operador, local, equipamentos, etc.)



« LIMITE DE DETECCAO

menor concentracao da substancia em exame que pode ser
detectada, mas nao necessariamente quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental

 Méetodo baseado em parametros da curva analitica

L=835"
S

s = estimativa do desvio padrao do coeficiente linear da equacao
S = coeficiente angular da curva de calibracao analitica (s/ope)



= LIMITE DE QUANTIFICACAO

Representa a menor concentracao da substancia em exame
que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental

 Metodo baseado em parametros da curva analitica

s
LO=10x~-
Q S

s = estimativa do desvio padrao do coeficiente linear da equacao
S = coeficiente angular da curva analitica (s/lope)



% ROBUSTEZ

Mede a sensibilidade que o método apresenta face a
peguenas variacoes

As mudancas introduzidas refletem as alteracoes que podem
ocorrer quando um método é transportado para outros
laboratoérios, analistas ou equipamentos

Método cromatografico: proporcao solvente organico, pH e
forca ionica, temperatura,



REVALIDACAO

E a reavaliacido de um método analitico validado em resposta
a uma mudanca em algum aspecto do método

Alteracoes de reagentes e equipamentos, por mudanca de
fornecedor, troca de componentes ou desgaste do
equipamento pelo uso constante

Alteracao na proposta e/ou nivel de qualidade desejados

Uso apenas apo6s um certo periodo de tempo

Pequenas variagcoes - ROBUSTEZ
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