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| Identificagao do estudo

Titulo estudo Validagcdo de método bioanalitico para
quantificagcao de metronidazol em amostras
de plasma para aplicagcao em ensaios de
biodisponibilidade relativa ou
bioequivaléncia de medicamentos contendo
metronidazol

Pesquisadores

Farmaco(s) envolvido(s) | metronidazol
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Il Etapa analitica

1.1 Método bioanalitico

Analito(s) metronidazol

Técnica bioandalitica | CLAE - cromatogradfia liquida de alta eficiéncia

Deteccdo espectrometria de massas (MS-MS)
Padrdo interno zidovudina

Matriz bioldgica plasma

Anticoagulante heparina

Purificacdo amostra | extragao com acetato de etila
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11.2 Validagdo do método bioanalitico

Metodologia Resolugdao ANVISA RE 899/03, 29 de maio
de 2003
Analito(s) metronidazol

Padrdo interno (Pl)

zidovudina

plasma humano normal, plasma humano

Especificidade hemolisado, plasma humano lipémico
Linearidade 0,01-8 ug/mL

Limite quantificacdo inferior | 0,01 pg/mL

Limite quantifcacdo superior | 8 ug/mL

Recuperacdo analito(s) 82,09 %

Recuperacdo Pl 82,00 %

Precisdo infra-dia 1,84-7,20 %

Precisdo inter-dias 6,04-10,65 %

Exatiddo intra-dia

101,16-103,85 %

Exatiddo inter-dias

97.85-99.94 %

Estabilidade ciclos 3 ciclos
descongelamento

Estabilidade condicdes 48 horas
andlise

Estabilidade curta duracdo n.i.

Estabilidade longa duracdo

46 dias a -20°C
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lll Infroducgao

A confiabilidade dos resultados de ensaios de biodisponibilidade
relativa e de bioequivaléncia depende da existéncia de métodos
bioanaliticos que permitam a quantificacdo exata e precisa do
farmaco presente nas amostras bioldgicas coletadas dos voluntdrios do
estudo.

A validagcdo garante que os métodos bioanaliticos apresentem
precisdo, exatiddo, linearidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, especificidade, reprodutibiidade estabilidade e
recuperacdo dentro dos limites de confiabilidade necessdrios d sua
aplicacdo.

O presente estudo descreve a validacdo de método bioanalitico para
quantificacdo de metronidazol em amostras de plasma para aplicacdo
em ensaios de biodisponibilidade relativa e de bioequivaléncia entre
medicamentos contendo metronidazol.

A quantificacdo de meftronidazol em amostras de plasma pode ser
realizada por diversos métodos. Optou-se, no presente estudo, por
desenvolver e validar método por CLAE — cromatografia liquida de alta
eficiéncia, tomando-se por base métodos ja descritos na literatura.

IV Objetivo

O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar método bioanalitico
por CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificacdo
de meftronidazol em amostras de plasma para aplicacdo em ensaios de
biodisponibilidade relativa e de bioequivaléncia entre medicamentos
contendo metronidazol.
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V Procedimentos

V.1 Padroes de referéncia

Os padroes de referéncia foram utilizados no preparo de solucoes
estoque e solucdes de trabalho de metfronidazol (analito) e de
zidovudina (padrdo interno), de amostras de plasma da curva de
calibracdo e de amostras de plasma de controle de qualidade.

Foram empregados padrdes de referéncia secunddrios de metronidazol
e de zidovudina conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1: Descricdo dos padroes de referéncia utilizados no estudo “Validacdo de
método bioandalitico para quantificacdo de metronidazol em amostras de
plasma para aplicacdo em ensaios de biodisponibilidade relativa ou
bioequivaléncia de medicamentos contendometronidazol”

Substancia Fungdo Lote Validade Teor Fornecedor
metronidazol analito n.i. n.i. n.i. FUNED
zidovudina padrdo interno n.i. n.i. n.i. FUNED

V.2 Plasma branco

O plasma branco foi utilizado no preparo das amostras de plasma
padrdo da curva de calibracdo e das amostras de plasma de controle
de qualidade.

Empregou-se plasma isento de analito (metronidazol) e de padrdo
intferno (zidovudina), fornecido por voluntdrio sadios (coleta de sangue
e posterior centrifugacdo do mesmo para obtencdo de plasmal).
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V.3 Solugoes

V.3.1 Solugoes de metronidazol (analito)

V.3.1.1 Solugao estoque padrao de metronidazol (analito)

A solucdo estoque padrdo de metronidazol foi preparada pesando-se
exatamente 500 mg de padrdo de referéncia de metronidazol em
balanca analitica e transferindo-se quantitativamente a massa pesada
para baldo volumétrico de100 mL. Completou-se o volume do baldo
volumétrico com metanol, homogeneizando-se para garantir completa
dissolucdo. A concentracdo final da solucdo estoque padrdo de
metronidazol obtida foi 5000 ug/mL. Esta solucdo foi acondicionada em
frasco devidamente idenfificado com o cdédigo do projeto, a
concenfracdo e a data de preparo e armazenada em congelador G
temperatura de-20°C.

V.3.1.2 Solugoes de trabalho padrao de metronidazol (analito)

As solucdoes de trabalho padrdo de metronidazol PAT, PA2, PA3, PA4,
PAS, PA6, PA7 e PA8 foram preparadas a partir da solucdo estoque
padrdo, transferindo-se aliquotas adequadas para baldes volumétricos
e completando-se o volume com mistura de dgua-metanol (?0:10, v/v)
conforme descrito no Quadro 2.
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Quadro 2: Preparo das solucdes de trabalho padrdo de metronidazol utilizadas no
“Validacdo de método bioanalitico para quantificacdo de
metronidazol em amostras de plasma para aplicacdo em ensaios de
biodisponibilidade relativa ou bioequivaléncia de medicamentos contendo
metronidazol”

estudo

Solugdo de Concentragao Volume de Volume final Concentragao
trabalho da solugdo solugao esto- (mL) final (ug/mL)
padrdao estoque que padrao
padrdo (mL)
(ng/ml)
PA1 5000 0.1 1000 0,5
PA2 5000 0.3 1000 1.5
PA3 5000 0,1 100 50
PA4 5000 0.2 100 10,0
PA5 5000 0.4 100 20,0
PAé 5000 0.8 100 40,0
PA7 5000 1.2 100 60,0
PAS8 5000 1,6 100 80,0
Estas solucdes foram acondicionadas em frascos devidamente

identificados com o cdédigo do projeto, a concentracdo e a data de
preparo e armazenadas em refrigerador a temperatura de 4°C.

V.3.1.3 Solugao estoque controle de qualidade de metronidazol (analito)

A solucdo estoque controle de qualidade de metronidazol foi
preparada pesando-se exatamente 500 mg de padrdo de referéncia
de metfronidazol em balanca andlitica e  fransferindo-se
quantitativamente a massa pesada para baldo volumétrico de100 mL.
Completou-se o volume do baldo volumétrico com metanol,
homogeneizando-se  para  garantir  completa  dissolucdo. A
concentracdo final da solucdo estoque controle de qualidade de
metronidazol obtida foi 500 ug/mL. Esta solucdo foi acondicionada em
frasco devidamente identificado com o cdédigo do projeto, a
concentracdo e a data de preparo e armazenada em congelador &
temperatura de -20°C.
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V.3.1.4 Solugoes de trabalho controle de qualidade de metronidazol
(anadlito)

As solucoes de trabalho contfrole de qualidade de metronidazol QA,
QM, QB e QLIQ foram preparadas a partir da solucdo estoque controle
de qualidade, ftransferindo-se aliuotas adequadas para baldes
volumétricos e completando-se o volume com mistura dgua-metanol
(20:10, v/v), conforme descrito no Quadro 3.

Quadro 3: Preparo das solugcdes de trabalho controle de qualidade de metronidazol
utilizadas no estudo “Vdlidacdo de método bioanalitico para
quantificacdo de metronidazol em amostras de plasma para aplicacdo em
enscios de biodisponibiidade relativa  ou  bioequivaléncia de
medicamentos contendo metronidazol”

Solugao de tra- | Concentragdo Volume de Volume final Concentragao
balho controle da solugdo solugdo esto- (mL) final (ug/mL)
de qualidade estoque con- que controle

trole de quali- de qualidade
dade (pg/ml) (mL)
QA 5000 0.2 100,0 10
QM 5000 10,0 100,0 500
QB 5000 10,0 100,0 500
QLQ n.a. n.a. n.a. n.a.
(nGo se aplica)
Estas solucdes foram acondicionadas em frascos devidamente

identificados com o cdédigo do projeto, a concentracdo e a data de
preparo e armazenadas em refrigerador a temperatura de 4°C.
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V.3.2 Solugoes de zidovudina (padrao interno)

V.3.2.1 Solugao estoque de zidovudina (padrao interno)

A solucdo estoque de zidovudina foi preparada pesando-se
exatamente 10 mg de padrdo de referéncia de zidovudina em balanca
analitica e fransferindo-se quantitativamente a massa pesada para
baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume do baldo
volumétrico com mistura dgua-metanol (?0:10 v/v), homogeneizando-se
para garantir completa dissolucdo. A concentracdo final da solucdo
estoque de zidovudina obtida foi 100 pg/mL. Esta solucdo foi
acondicionada em frasco devidamente identificado com o cédigo do
projeto, a concentracdo e a data de preparo e armazenada em
refrigerador a temperatura de 4°C.

V.3.2.2 Solugao de trabalho de zidovudina (padrao interno)

A solucdo de trabalho de zidovudina foi a propria solucdo estoque.
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V.4 Amostras de plasma

V.4.1 Amostras de plasma padrao da curva de calibragdao

As amostras de plasma padrdo da curva de calibracdo CC1, CC2, CCa3,
CC4, CC5, CC4, CC7 e CC8 foram preparadas a cada dia de andlise a
partir das solucdes de trabalho padrdo de metfronidazol.

Adicionaram-se 25 UL das solucdes de trabalho padrdo de metronidazol
a tubos de ensaio e evaporou-se o solvente a 40°C em corrente de
nifrogénio. Em seguida, adicionaram-se 50 uL de solu¢cdo de trabalho de
zidovudina (padrdo interno) e 250 yL de plasma branco, conforme
descrito no Quadro 5. As amostras foram homegeneizadas em agitador
de tubo tipo vortex.

Quadro 5: Preparo das amostras de plasma padrdo da curva de calibracdo utilizadas
no estudo “Validacdo de método bioandlitico para quantificacdo de
metronidazol em amostras de plasma para aplicacdo em ensaios de
biodisponibilidade relativa ou bioequivaléncia de medicamentos contendo
mefronidazol”

"Amostra de | Solugdo de | Concentra- | Volume de Volume de | Concentra-
plasma trabalho ¢do da so- solugdo de plasma c¢ao final
padrdo padrdo lugdo de trabalho branco (uL) (ng/mL)

trabalho padrdo (ulL)

padrdao

(ng/ml)
CC1 PAI1 0.5 25 250 0,05
CC2 PA2 1,5 25 250 0,15
Ccc3 PA3 5,0 25 250 0,5
CC4 PA4 10,0 25 250 1,0
CC5 PAS 20,0 25 250 2,0
CCé PA6 40,0 25 250 4,0
cc7 PA7 60,0 25 250 6,0
(o{et:] PA8 80,0 25 250 8.0

Estas amostras foram submetidas ao procedimento de purificacdo
imediatamente apds o preparo.
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V.4.2 Amostras de plasma de controle de qualidade

As amostras de plasma de contfrole de qualidade CQA, CQM e CQB
foram preparadas na sua totalidade na mesma data, a partir de
solucdes de trabalho controle de qualidade demetfronidazol.

Transferiram-se volumes adequados de solucdes de trabalho controle
de qualidade de metronidazol para baldes volumétricos de25 ml,
conforme descritono Quadro 6. A seguir, adicionou-se lentamente o
plasma branco e homogeneizou-se gentiimente para evitar a formacado
de espuma. Apds completar o volume agitou-se vigorosamente para
garantir a homogeneizacdo.

Quadro é: Preparo das amostras de plasma de controle de qualidade utilizadas na
etapa andlitica no estudo “Validacdo de método bioanalitico para
quantificacdo de metronidazol em amostras de plasma para aplicacdo em
enscios de biodisponibiidade relativa  ou  bioequivaléncia de
medicamentos contendo metronidazol”

Amostra de | Solugdo de | Concentra- Volume de Volume de | Concentra-
plasma de tra-balho ¢do da solugcdo de plasma c¢ao final
controle de | controle de | solugdo de trabalho branco (mL) (ng/mL)
qualidade qualidade trabalho de | controle de
controle de qualidade
qualidade (uL)
(ng/mL)
CQA QA 10 375 25 0,15
cam QM 500 175 25 3.5
CQB QB 500 350 25 7.0
caiaQ QLIQ n.a. n.a. n.qa. n.a.
Apds o preparo, estas amostras foram aliguotadas em frascos

devidamente identificados com o cddigo do projeto, a concentracdo e
a data de preparo, e armazenadas em congelador a-200C.
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V.5 Procedimento de purificagcao das amostras de plasma

[As amostras de plasma padrdo da curva de calibracdo, amostras de
plasma branco e amostras de plasma de controle de qualidade foram
submetidas a procedimento de purificacdo por extracdo liquido-liquido
com acetato de etila.]

V.5.1 Procedimento de purificagcao das amostras de plasma padrao da
curva de calibragao

Volume de plasma 250 plL

Volume de solucdo de trabalho | -
de zidovudina (padrdo interno)

Solvente de extracdo acetato de etila
Volume de solvente de 3.0mlL
extracdo

Tempo de homogeneizacdo 60s
Velocidade de n.i.
homogeneizacdo

Tempo de centrifugacdo 10 min

Velocidade de centrifugacdo 3500 rom

Volume de fase movel para 300 pL
reconstituicdo dos extratos

P&gina 12 de 22



Relatdério Validacdo
Biofarmacotécnica 2013

V.5.2 Procedimento de purificagdo das amostras de plasma branco e
amostras de plasma de controle de qualidade

Volume de plasma 250 ul

Volume de solucdo de trabalho | 50 pl
de zidovudina (padrdo interno)

Solvente de extracdo acetato de etila
Volume de solvente de 3,0 mL
extracdo

Tempo de homogeneizacdo 60s
Velocidade de n.i.
homogeneizacdo

Tempo de centrifugacdo 10 min

Velocidade de centrifugacdo 3500 rom

Volume de fase movel para 300 puL
reconstituicdo dos extratos
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V.6 Condi¢coes cromatogrdficas

As condicdes cromatogrdficas para quantificacdo de metronidazol em
amostras de plasma sdo resumidas a seguir:

Sistema cromatogrdfico Sistema composto por:

e bomba LC-10ADVP, Shimadzu
Scientific Instruments;

e amostrador automatico SIL-
10ADVP com loop de 50 pL,
Shimadzu Scientific Instruments;

e modulo de controle SCL-10AVP,
Shimadzu Scientific Instruments;

e detector MS-MS triplo
quadrupolo Micromass Quattro,
Waters.

Coluna cromatogrdfica Varian Cis Microssorb, 150 mm x 4,4
mm, particulas de 5 ym

Pré-coluna cromatogrdfica Phenomenex AJO-4287 Cis, 5 mm x
4,6 mm, particulas de 5 um

Temperatura da coluna ambiente

Fase movel acetonitrila-acetato de amoénia 10
mM (80:20, v/v), adicionada de acido
formico 0,1 %

Fluxo da fase movel 1,0 mL/min

Deteccdo fransicoes m/z 171,97>127,97
(metronidazol) e 268,08>126,96
(zidovudina)

Volume de inje¢cdo 50 pL
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V.7 Validagdo do método bioanalitico

V.7.1 Especificidade

Procedimento

A especificidade foi investigado pela andlise de, no minimo, seis
amostras de plasma branco para verificacdo da existéncia de
interferéncia por parte de componentes enddgenos, sendo uma
amostra de plasma lipémico, uma amostra de plasma hemolisado e
quatro amostras de plasma normal, obtidas de voluntdrios sadios e
isentas de fdarmaco e padrdo-interno. Interferentes no tempo de
retencdo do padrdo e padrdo interno foram aceitos desde que sua
resposta representasse no maximo 20% da drea do pico correspondente
ao limite de quantificacdo inferior para o padrdo e 5% da drea do pico
do padrdo-interno.

As amostras de plasma branco foram submetidas ao procedimento de
purificacdo e a andlise cromatogrdfica nas condicdes previamente
detalhadaos.

A corrida analitica foi constituida por:
= padrdo seco de metronidazol (analito) — andlise simples
= padrdo seco de zidovudina (padrdo interno) — andlise simples
= quatro amostras de plasma branco normal — andlise simples
= uma amostra de plasma branco lipémico — andlise simples
= uma amostra de plasma branco hemolisado — andlise simples

V.7.2 Recuperagdao

Procedimento

A recuperacdo foi determinada comparando-se resultados de andlises
de amostras de plasma de confrole de qualidade, submetidas ao
processo de purificacdo, a resultados de andlises de amostras contendo
metronidazol (analito) e zidovudina (padrdo interno) em dgua:metanol
(20:10, v/v), nGo submetidas ao processo de purificacdo. O par@dmetro
utilizado na determinacdo da recuperacdo foi a drea sob os picos de
metronidazol (analito) e de zidovudina (padrdo-interno) obtidos apds
andlise cromatogrdfica das amostras submetidas a purificacdo e das
amostras ndo submetidas a purificacdo. Porcentagens proximas a 100%
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sdo desejaveis, porem admitem-se valores menores (50-60%), desde que
a recuperacdo seja precisa e exata, ou seja, admite-se uma variagcdo
menor ou igual a 15%.

As amostras de plasma de controle de qualidade foram submetidas ao
processo de purificacdo previamente descrito.

As amostras de metronidazol (analito) e zidovudina (padrdo inferno) em
dgua:metanol (90:10, v/v), nas mesmas concenfracdes das amostras de
plasma de confrole de qualidade, foram adicionadas de plasma
branco purificado conforme previomente descrito, submetidas a
secagem e reconstituidas com fase movel.

Todas as amostras foram analisadas nas condicdes cromatograficas
previomente descritas.

A corrida analitica foi constituida por:

= amostras de plasma de confrole de qualidade CQA (7 pg/mL),
CQM (3,5 pg/mL) e CQB (0,15 pg/mL) — andlise em sextuplicata

= amostras de metronidazol (analito) e zidovudina (padrdo interno)
em dagua:metanol (90:10, v/v), nas mesmas concentracdes das
amostras de plasma de controle de qualidade (7 pg/mL, 3.5
ug/mL e 0,15 ug/mL), adicionadas de plasma branco extraido —
andlise em sextuplicata

V.7.3 Linearidade

Procedimento

A linearidade foi definida utilizando-se amostras de plasma padrdo da
curva de calibracdo. Estabeleceu-se correlacdo linear entre o inverso
da concentfracdo, considerada varidvel independente (1/x), e a
relacdo entre as dreas do pico de metronidazol (analito) e de
zidovudina (padrdo-interno) (P/Pl), considerada varidvel dependente
(y). Os par&metros da correlacdo foram estimados através do método
dos minimos quadrados. A linearidade foi avaliada pelo valor do
coeficiente de correlacdo linear (r2), que deve ser superior a 0,98.

As amostras de plasma padrdo da curva de calibracdo foram
submetidas ao procedimento de purificacdo e 4 andlise
cromatografica nas condi¢cdes previamente descritas.

Foram avaliadas as curvas de calibracdo analisadas em sete dias
diferentes, sendo cada curva de calibragcdo constituida por:

P&gina 16 de 22



Relatdério Validacdo
Biofarmacotécnica 2013

= amostras de plasma padrdo da curva de calibracdo de CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 pg/mL), CC3 (0,5 ung/mL), CC4 (Tpg/mL),
CCS5 (2 ug/mL), CCé6 (4 ug/mL), CC7 (6 ug/mL) e CC8 (8 ug/mL) —
andlise simples

V.7.4 Limite de detecgao

Procedimento

O limite de deteccdo foi determinado utilizando-se amostras de plasma
padrdo em concentracdes decrescentes do fadrmaco. Estas amostras
foram analisadas para identificacdo do menor nivel detectado.

As amostras de plasma padrdo CC1 foram diluidas com plasma branco
e submetidas ao procedimento de purificacdo e a andlise
cromatogrdafica nas condicdes previamente descritas.

A corrida analitica foi constituida por:

= amostras de plasma padréo da curva de calibracdode CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 ug/mL), CC3 (0,5 ug/mL), CC4 (Tug/mL),
CCS5 (2 ug/mL), CCé6 (4 ug/mL), CC7 (6 ng/mL) e CC8 (8 ug/mL) —
andlise simples

= amostras de plasma padrdo CC1 diluidas com plasma branco
(125 puL de plasma padrdo CC1 e 125 ul de plasma branco)-
andlise em sextuplicata

V.7.5 Limite de quantificagcao

Procedimento

O limite de quantificacdo foi determinado utilizando-se amostras de
plasma padrédo em concentracdes decrescentes do fdrmaco. Estas
amostras foram analisadas para identificacdo do menor nivel
quantificado com precisdo e exatiddo aceitdveis. A exatiddo deve
estar enfre £ 20 % do valor nominal da concentracdo, com coeficiente
de variacdo de, no mdéximo, 20 %.

As amostras de plasma padrégo CC1  foram submetidas ao
procedimento de purificacdo e da andlise cromatogrdfica nas
condicoes previamente descritas.

A corrida analitica foi constituida por:
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= amostras de plasma padrdo da curva de calibracdode CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 pg/mL), CC3 (0,5 ung/mL), CC4 (Tpg/mL),
CC5 (2 ug/mL), CCé6 (4 ug/mL), CC7 (6 ug/mL) e CC8 (8 ug/mL) —
andlise simples

= amostras de plasma padrdo CC1 — andlise em sextuplicata

V.7.6 Precisao

Procedimento

A precisdo foi determinada pela andlise de amostras de plasma de
controle de qualidade em sextuplicata. Foram avaliadas a precisdo
infra-dia (andlises realizadas no mesmo dia) e inter-dias (andlises
realizadas em dias diferentes).O valor do coeficiente de variacdo (CV%)
ndo deve ser superior a 15%.

As amostras de plasma de controle de qualidade foram submetidas ao
processo de purificacdo e analisadas nas condicdes cromatograficas
conforme previamente descrito.

As corridas analiticas foram constituidas por:

= amostras de plasma padrdo da curva de calibracdode CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 pg/mL), CC3 (0,5 pg/mL), CC4 (Tpg/mL),
CC5 (2 ug/mL), CC6 (4 ug/mL), CC7 (6 ng/mL) e CC8 (8 ng/mL) -
andlise simples

= amostras de plasma de confrole de qualidade CQA (7 pg/mL),
CQM (3,5 ng/mL) e CQB (0,15 pg/mL) — andlise em sextuplicata
para precisdo intra-dia e de seis determinacdes por dia em
quatro dias para precisdo inter-dias.

V.7.7 Exatidao

Procedimento

A exatiddo foi determinada pela andlise de amostras de plasma de
contfrole de qualidade em sextuplicata. Foram avaliadas a exatiddo
infra-dia (andlises realizadas no mesmo dia) e inter-dias (andlises
realizadas em dias diferentes). A exatiddo deve estar entre +15% do
valor nominal da concentracdo.
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As amostras de plasma de controle de qualidade foram submetidas ao
processo de purificacdo e analisadas nas condicdes cromatogrdficas
conforme previamente descrito.

As corridas analiticas foram constituidas por:

= amostras de plasma padrdo da curva de calibracdode CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 pg/mL), CC3 (0,5 ug/mL), CC4 (Tug/mL),
CC5 (2 ug/mL), CC6 (4 ug/mL), CC7 (6 ug/mL) e CC8 (8 ug/mL) —
andlise simples

= amostras de plasma de confrole de qualidade CQA (7 pg/mL),
CQM (3,5 ng/mL) e CQB (0,15 pg/mL) — andlise em sextuplicata
para exatiddo intra-dia e de seis determinacdes por dia em
quaftro dias para exatiddo inter-dias.

V.7.8 Estabilidade

V.7.8.1 Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

Procedimento

A estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento foi
determinada por meio da comparacdo dos resultados de andlises de
amostras de plasma de controle de qualidade submetidas a um, dois e
trés ciclos de congelamento e descongelamento com os resultados de
amostras analisadas imediatamente apds o preparo. Admitiram-se
desvios entfre £ 15% com coeficiente de variacdo ndo superior a 15%.

As amostras de plasma de controle de qualidade utilizadas neste estudo
foram congeladas a -20°C e mantidas nesta temperatura durante 24
horas apds o que foram descongeladas a temperatura ambiente. O
processo de congelamento/descongelamento foi repetido por mais
duas vezes, completando-se trés ciclos. As amostras foram analisadas
imediatamente apds o preparo (ciclo zero) e apds cada ciclo de
congelamento/descongelamento (ciclo 1, ciclo 2 e ciclo 3).

As amostras de plasma de controle de qualidade foram submetidas ao
processo de purificacdo e analisadas nas condicdes cromatogrdficas
conforme previamente descrito.

As corridas analiticas foram constituidas por:

= amostras de plasma padréo da curva de calibracdode CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 pg/mL), CC3 (0,5 ug/mL), CC4 (Tug/mL),
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CC5 (2 ug/mL), CCé (4 ng/mL), CC7 (6 ug/mL) e CC8 (8 ug/ml)
— andlise simples

= amostras de plasma de confrole de qualidade CQA (7 pg/mL),
CQM (3,5 ug/mL) e CQB (0,15 ng/mL) - andlise em triplicata das
amostras dos ciclos zero, 1,2e 3

V.7.8.2 Estabilidade de curta duragdo

Procedimento

A estabilidade de curta duracdo foi determinada por meio da
comparacdo dos resultados de andlises de amostras de plasma de
confrole de qualidade descongeladas e mantfidas a temperatura
ambiente por 4 horas antes do inicio do procedimento de purificacdo
(tempo 4 horas) com os resultados de amostras recém-preparadas e
imediatamente submetidas ao procedimento de purificacdo (tempo 0
horas). Admitiram-se desvios entre + 15% com coeficiente de variacdo
ndo superior a 15%.

As amostras de plasma de controle de qualidade foram submetidas ao
processo de purificacdo e analisadas nas condicdes cromatograficas
conforme previamente descrito.

As corridas analiticas foram constituidas por:

= amostras de plasma padrdo da curva de calibracdode CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 pg/mL), CC3 (0,5 pg/mL), CC4 (Tpug/mL),
CC5 (2 pg/mL), CCé (4 ng/mL), CC7 (6 ng/mL) e CC8 (8 ug/ml)
— andlise simples

= amostras de plasma de confrole de qualidade CQA (7 pg/mL),
CQM (3,5 ng/mL) e CQB (0,15 pg/mL) — andlise em triplicata das
amostras dos tempos 0 horas € 4 horas

V.7.8.3 Estabilidade de longa duragao

Procedimento

A estabilidade de longa duracdo foi determinada por meio da
comparacdo dos resultados de andlises de amostras de plasma de
controle de qualidade mantidas ¢ temperatura de armazenamento (-
20°C) por intervalo de tempo superior ao compreendido entre a coleta
da primeira amostra bioldgica de voluntdrio na etapa clinica do estudo
e a andlise da Ultima na etapa andlitica (tempo mdaximo de
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armazenamento), com os resultados de amostras analisadas
imeditamente apds o preparo (tempo 0 horas).

Para a avaliacdo deste pardmetro, foram preparadas e analisadas
amostras de plasma de controle de qualidade no tempo Oh. Estas
permaneceram armazenadas a -20°C durante 46 dias, quando foram
analisadas (tempo 46 dias) e os resultados comparados com a andlise
efetuada no tempo 0 horas.

Admitiram-se desvios enfre + 15% com coeficiente de variacdo ndo
superior a 15%.

As amostras de plasma de controle de qualidade foram submetidas ao
processo de purificacdo e analisadas nas condicdes cromatogrdficas
conforme previamente descrito.

As corridas analiticas foram constituidas por:

= amostras de plasma padréo da curva de calibracdode CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 pg/mL), CC3 (0,5 ung/mL), CC4 (Tpug/mL),
CCS5 (2 ug/mL), CCé6 (4 ug/mL), CC7 (6 ng/mL) e CC8 (8 ug/mL) —
andlise simples

= amostras de plasma de contfrole de qualidade CQA (7 pg/mL),
CQM (3,5 ng/mL) e CQB (0,15 pg/mL) — andlise em triplicata das
amostras dos tempos 0 horas e méximo de armazenamento

V.7.8.4 Estabilidade pos-processamento

Procedimento

A estabilidade pos-processamento foi determinada por meio da
comparacdo dos resultados de andlises de amostras de plasma de
controle de qualidade submetidas ao procedimento de purificacdo e
mantidas a temperatura ambiente por 24 horas ou 48 horas anfes do
inicio da andlise cromatogrdfica (fempos 24 horas e 48 horas), com o0s
resultados de amostras submetidas G andlise cromatogrdfica
imediatamente apds o procedimento de purificacdo (tempo 0 horas).
Admitiram-se desvios enfre + 15% com coeficiente de variacdo ndo
superior a 15%.

As amostras de plasma de controle de qualidade foram submetidas ao
processo de purificacdo e analisadas nas condicdes cromatograficas
conforme previamente descrito.

As corridas analiticas foram constituidas por:
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= amostras de plasma padrdo da curva de calibracdode CCI
(0,05 ng/mL), CC2 (0,15 pg/mL), CC3 (0,5 ung/mL), CC4 (Tpg/mL),
CCS5 (2 ug/mL), CCé (4 ng/mL), CC7 (6 ug/mL) e CC8 (8 ug/mL)
— andlise simples

= amostras de plasma de confrole de qualidade CQA (7 pg/mL),
CQM (3,5 ung/mL) e CQB (0,15 pg/mL)- andlise em friplicata das
amostras dos tempos 0 horas, 24 horas e 48 horas

V.7.8.5 Estabilidade das solugoes padrao

Procedimento

A estabilidade das solucdes de trabalho padrdo de metfronidazol
(analito) e de zidovudina (padrdo-interno)de 6 horas foi avaliada por
meio da andlise de padroes secos de meftfronidazol (analito) e de
zidovudina (padrdo-interno) provenientes destas solucdes recém-
preparadas, comparadas com padrdes secos de metronidazol (analito)
e de zidovudina (padrdo-interno) armazenados & temperatura
ambiente durante 6 horas. Admitiram-se desvios entre + 15% com
coeficiente de variacdo ndo superior a 15%.

A estabilidade das solucdes de tfrabalho de metronidazol (analito) e de
zidovudina (padrdo-interno), armazenadas a temperatura de 4°C, foi
avaliada por meio da andlise de padrdes secos de metronidazol
(analito) e de zidovudina (padrdo-interno) provenientes destas solucoes
recém-preparadas, comparadas com as solugoes preparadas no inicio
da validacdo do método bioanalitico e no inicio da andlise de amostras
de plasma de voluntdrios). Admitiram-se desvios enfre £ 15% com
coeficiente de variacdo ndo superior a 15%.
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