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Validacao é?

A avaliacao sistematica de um meétodo por meio de
ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer
evidéncias objetivas de que os requisitos especificos para
seu uso pretendido sao atendidos.

(RDC 166/2017 - Anvisa)
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Validacao de metodos analiticos:

e Especificidade/seletividade

e Exatidao

e Precisao

e Linearidade/Faixa

e Limite de Deteccao/Quantificacao
e Robustez
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e Especificidade / Seletividade

— Especificidade: “Um método que produz
resposta para apenas um analito € chamado
especifico.”

— Seletividade: “"Um meétodo que produz respostas
para varios analitos, mas que pode distinguir a
resposta de um analito da de outros, € chamado
seletivo.”



ESPECIFICIDADE /g 2
=SELETIVIDADE g™

e Impurezas
— Organicas, inorganicas, etc.
— Substancias relacionadas
- Produtos de degradacao

e Na auséncia de SQR das impurezas
— Hidrdlise Acida

— Hidrolise Basica

- Degradacao térmica

— Oxidacao
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TIPO DE REAGAO CAT. PROD. DE DEGRADACAO EXEMPLOS

HIDROLISE sAgua

=Esteres =Acido + alcool ou fenol | sAcido Acetilsalicilico

sLactonas sAcido hidroxi sAcido Ascorbico, Pilocarpina

sAmidas =Acido + Amina sLidocaina, Peptideos

sLactamas sAminoécido sAntibiéticos beta-lactamicos, Benzodiazepinicos

sEteres =Alcool e/ou fenol =Glicosideos

ALCOOLISE =Alcool

=Esteres =Ester + alcool sFormas Farmacéuticas com excipientes

sLactonas sEster hidroxi contendo grupos hidroxi (etanol, glicerol,

sAmidas =Ester + Amina macrogols, etc)

sLactamas =Ester aminoacido

CICLIZACAO

sAminoacidos sLactama, produtos de slnibidores da ACE (produtos de degradacdo:
policondensacéo dicetopiperazina), peptideos

sAcidos sLactona, produtos de sAcido LActico

Hidroxicarboxilicos policondensacao




ESPECIFICIDADE/fgm = |
~SELETIVIDADE = | ] ' .

TIPO DE REACAO CAT. PROD. DE DEGRADACAO EXEMPLOS
OXIDACAO =0,
sFendis sQuinonas, Polimeros sEserina — Eserolina — Rubreserina
sOlefinas sPeroxidos, Aldeidos sCorticosterodides
=Eno-diois ma-Dicetonas sAcido Ascorbico — Acido Desidréxiascorbico
na-Cetois sCetonas sCorticosterdides — 17-Cetoesterdides
sAlcoois sAldeidos e Acidos sAlcool Benzilico
Aromaticos Carboxilicos
=Aminas =Aminoxidos sFenotiazinas sulforadas
sTioéteres sSulfoxidos, Sulfonas mFenotiazinas sulforadas
ISOMERIZACAO sLuz =Cis — Trans =Cisplatina
CIS-TRANS sTrans — Cis
EPIMERIZACAO =Acido ou sPilocarpina — Isopilocarpina

Base s Tetraciclina — Epitetraciclina
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e Exatidao (Acuracia)

— Definida como sendo a concordancia
entre o resultado de um ensaio e o valor
de referéncia aceito como
convencionalmente verdadeiro
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e Materiais de Referéncia Certificados
— Amostras simuladas (placebo)
— Recuperacao (“spike”)

e Comparacoes interlaboratoriais

e Comparacao de metodos
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HO: igualdade vs. H1: diferenca
e Teste t simples
e Teste t para duas medias

HO: diferenca vs. H1: equivaléncia
e TOST (Two One-Sided Test)

Formulados para rejeitar HO
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“EXATIDAO:
e TESTE t PARA"

HO: un = 100 — :
Hi: TE” 100 Exatidao dogr;ntodo
Rec —

o

t= S/\/H l 9
— Stat l l

— Estatisticas Basicas Rec = 99,5%
— Teste t para 1 amostra...
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=102
101
00
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Teste T para Uma Amostra: Rec

Estatisticas Descritivas

IC de 95% para
M Média DesvPad EP Média L

6 99,500 1,871 0,764 (97,537, 101,463)

L média ds Rer

Teste

Hipotese nula Ha: = 100
Hipotese alternativa Ha:p # 100

Valor-T  Valor-p
-0,65 0,542

Boxplot de Rec



Boxplot de Rec
(com Ho e intervalo de 95% de confianca t para a média)
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Adicao de
quantidade
conhecida

e Adicao de padrao (“spike”)

Conc.Ad. —Conc. controle
Conc.Teodrica

Amostra

"’

Determinar
recuperagao
da
quantidade
adicionada

\ O &



“EXATIDAO:TEST
===PARA DUAS AN

Amostra controle Amostra adicionada
c =10

=106 103 I

HO: pa - u

= 97 94 =
H1l: pa - uc = 10
(Xa — Xc) — 10 96 95 o ~105 106 =
t =
1 1
\/ (n1 nz) 5 93 =y 10

iy
— Stat Xc = 95,0 Xa = 1047

— Estatisticas Basicas 7950

— Teste t para 2 amostras... 10 o

O=s
(==

1105102
&-E’F—




Teste T para Duas Amostras e IC: Amostra adicionada; ... stra controle

Método

K média de Amostra adicionada
p= media de Amostra controle
Diferenca: P - Y

MNdo assumiu-se iguaidade de varidncias parg esta andlise,

Estatisticas Descritivas

Amostra M Média DesvPad EP Média
Amostra adicionada 6 10467 1,21 0,49
Amaostra controle 6 95,00 1,41 0,58

Estimativa da diferenca

IC de 95%
[para a
Diferenga Diferenga

9,667 (7,947;11,386)

Teste

Hipotese nula Hoi o - Pz = 10
Hipotese alternativa Hypy - Pz # 10

Valor-T GL  Valor-p
-044 9 0,671

Boxplot de Amostra adicionada; Amostra controle



Boxplot de Amostra adicionada; Amostra controle
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e Precisao

— Precisao € um termo geral para avaliar a
dispersao de resultados entre ensaios
independentes, geralmente expressa

como desvio padrao ou desvio padrao
relativo.
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vMesmo analista
/Repetibilidade v'Mesmo equipamento

vMesmo tempo

Precics v Diferentes analistas
Precisao < Irsusaod_, : v Diferentes equipamentos
ntermediaria v Diferentes tempos

kReprodutibilidade {\/Diferentes laboratérios



>Repetibi|idade
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P-4
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Pﬁ’CISAO

Lab 1

H 101.8

99,2

100,7

O= 0=

Lab 4

H 101,4

99,7

101,3

O C==
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~ PRECISAO:
==ANALISEDE \
Fonte g.l. SQ QM F
Between k-7 SOB SQB QMB
k—1 QMW
Within nk-k  SQW = SQT — SOB SQW
nk — k

Total nk-1 SQT



ANOVA com um fator: Resultado versus Laboratorio

Método

Hipotese nula Todas as medias s3o iguais
Hipotese alternativa  Mem todas as médias sdo iguais
Mivel de significdncia o = 0,05

Assumiu-se igualdade de varidncias para a andlise

Informacdes dos Fatores

Fator Niveis Valores
Laboratorio 4 1:2:3:4

Anaélise de Varidancia

Fonte GL S50(A)) QM (AL Valor B Valor-P
Laboratario 3 8,780 29267 3,20 0,083
Erro 8 7,307 09133

Total 11 16,087

Sumaério do Modelo

5 R2  R2(a)) R2(pred)
0955685 54,58% 37,55%  0,00%

Médias

Laboratorio N Média DesvPad IC de 95%

1 3 100,567 1,305 (99,294: 101,829)
2 3 98800 0,265 (97,528: 100,072)
3 3 100,900 0,985 (99,628: 102,172)
4 3 100,800 0,954 (99,528, 102,072)

DesvPad Combinado = 0955685

Gréafico de Intervalos de Resultado versus Laboratorio

Normplot dos Residuos para Resultado



Analise de Variancia
Fonte GL SQ(Aj.) QM (Aj) Valor F Valor-P

0,083

Laboratono 3 8780 29267 3.20

Erro s 7307 | 09133
Total 11 ;w/ \

Srepe =  @METTO sp; = +/QMErro + QMDia

=./0913 =096 sp; =+/0,913 + 2,927 = 1,96

SRepe
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Grafico de Intervalos de Resultado versus Laboratorio
IC de 95% para a Média

102

101

100

Resultado

99

98

97

Laboratorio

O desvio padréo combinado foi usado para calcular os intervalos.



Teste para Igualdade de Variancias: Resultado versus Laboratorio
Intervalos de comparacdao multipla para o desvio padrao, o = 0,05

Comparagdes Multiplas
| Valor-p 0,221
Teste de Levene
Valor-p 0,680

Laboratorio

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Se os intervalos ndo se sobrepuserem, os desvios padrdo correspondentes serdo significativamente diferentes.



Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
Equipamento A Equipamento A Equipamento B Equipamento B
H 98,8 H 100,6 H 98,2 H 100,6
H 99,9 H 99,6 H 99,1 H 101,1
H 99,5 H 101,3 H 98,9 H 101,0




Analise de Variancia 81,4%
Fonte GL SQA).) QM (A)) ‘L.Ialnryrﬁ{, -

Analista 1 72075 (72075} 7966 0002 | o
Equipamento 1 01408 0,1408 38 0,533

Analista*Equipamento 11,1408 1,1408 = 12,9%

Erro 8 29333 |0,3667 ‘
Total 11 11,4225 \
4,1%

L

=k LN
E Ln
y

=it
=t

.




:—‘f—:f.

""%%1 3ILIDADE

Grafico de Intervalos de Resultado
IC de 95% para a Média
103

102

101 L

100 N

Resultado

99

98 S

97
Equipamento A
Analista 1

Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.



Teste para Igualdade de Variancias: Resultado versus Analista; Equipamento
Intervalos de compara¢ao multipla para o desvio padrao, o = 0,05

Analista  Equipamento

Comparacgdes Multiplas

| | Valor-p 0,431
1 A | \ Teste de Levene
Valor-p 0,742
B |
2 A } |

0 1 2 3 4 5 6

Se os intervalos ndo se sobrepuserem, os desvios padréo correspondentes serdo significativamente diferentes.



Média

Grafico de Efeitos Principais para Resultado

Médias dos Dados

Analista

Equipamento

100,8-

100,6

100,4-

100,2 -

100,0-

99,8

99,6

99,4

99,2

99,0




Grafico de Interagao para Resultado
Meédias dos Dados

A B
P - 10,0 Analista
- . 1
- S1005 g . 2
- 100,0
Analista
- 99,5
- 99,0
101,0 - .
Equipamento
—e— A
1005 - —m.B
100,0 -
Equipamento
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Exato

Preci Exato
reciso Impreciso
[
Inexato e Inexato
Preciso Impreciso
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e Linearidade / Faixa linear

— Capacidade do método de demonstrar
que os resultados sao diretamente
proporcionais a concentracao do analito
na amostra, dentro de um intervalo
especificado
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e Funcao de X que explica Y
e Méetodo dos minimos quadrados

e Regressao linear simples: Y = a + bX



2 4 6 8 10 12 14

Método dos minimos quadrados



80 ug/mL

90 ug/mL

100 ug/mL

110 ug/mL

120 ug/mL

7 0,180

.

7 0,294

.
A

170201

0,397

.
A

[ 0.400

= 0,514

.
&

7 0,509

7 0,621

.
&

7 0618
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Minitab

N?m Pﬂﬁﬂ

— Stat
— Regressao
— Grafico de Linha Ajustada

— Stat
— Regressao
— Regressao
— Ajustar Modelo de Regressao



Analise de Regressdo: Resposta versus Concentragao

Analise de Varidncia

Fonte GL SQ (A QM AL Valor F Valor-P
Regressdo 1 0264762 02364762 4667232 0,000
Concentragdo 1 0364762 0364702 4667232 0,000
Erro 12 0000102 0000008
Falta de gjuste 3 0000001 0000000 0,03 Dag9z2
Erro puro 10 0000101 0000010 * *
Total 14 0364364
Sumario do Modelo

5 R2  R2(aj) R2(pred)
00027956 9997% 9997% 99 95%
Coeficientes
Termo Coef EPdeCoef Valor-T Valor-P WIF
Constante -0,70220 000515 -136,22 0,000
Concentragdo 0011027 0000031 216,04 0000 1,00
Equacdo de Regressao
Resposta = -0,70220 + 0,011027 Concentragio

Graficos de Residuo de Resposta




Grafico de Dispersao de Resposta versus Concentragao
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Graficos de Residuo de Resposta
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99
N 15
. AD 0434
90 : Valor-P 0,261
.
50
10 //
1
-2 -1 0 1 2
Residuos Padronizados
Histograma
4
3
2
1
0
-15 -1,0 -05 0,0 0,5 1,0 1,5

Residuos Padronizados

Residuos Padronizados

Residuos Padronizados

Versus Ajustados
L ]
[ ] L
®
[ ]
L
b »
]
'Y L}
[ ]
02 03 04 05 06
Valor ajustado
Versus Ordem
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Ordem de Observacdo



uxsu

o

Concentr

Teste para Igualdade de Variancias: Resposta versus Concentracao
Intervalos de comparacao multipla para o desvio padrao, a = 0,05

80

90

100

110

120

0,000

Comparagdes Multiplas

} Valor-p 0,967
Teste de Levene
Valor-p 0,979

0,005

0,010

0,015 0,020 0,025 0,030 0,035

Se os intervalos ndo se sobrepuserem, os desvios padréo correspondentes serdo significativamente diferentes.



| PRESSUPOSIC;OE
e N1

1. Homocedasticidade
2. Independéncia dos dados

3. Distribuicao normal
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0,1% 0,3% 0,5% 0,7% 1,0%
IH 1022 IH 2987 IH 5014 IH 7004 IH 10005




Analise de Regressao: Resposta versus Concentracao

Andlise de Varidncia

Fonte GL 5Q (A)) amM (4).) Valor F Valor-P
Regressdo 1 146142913 146142913 7718593 0,000

Concentragao 1 146142913 146142913 771895,93 0,000
Erro 13 24613 1893

Falta de guste 3 2757 g19 042 0,742

Erro puro 10 21856 2186 * *
Total 14 146167526
Sumaério do Modelo

5 R2  R2(a)) R2(pred)
435120 99958% 9998% 99 28%
Coeficientes
EP de

Termo Coef Coef Valor-T Valor-P VIF

Constante 5.4 21,8 0,25 0,807

Concentragdo 99912 360 27783 0,000 1,00

Equacéao de Regressao

Resposta = 5.4 +9991,2 Concentragio

Ajustados e Diagnosticos para Observagdes Atipicas

Resid
Obs.  Resposta  Ajuste Resid  Pad
3 11170 10046 1124 287 R

R Residuo grande

Graficos de Residuo de Resposta



Grafico de Dispersao de Resposta versus Concentragao
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Teste para Igualdade de Variancias: Resposta versus Concentracao
Intervalos de comparacao multipla para o desvio padrao, o = 0,05

Comparagoes Multiplas

0,1 | | Valor-p 0,006
Teste de Levene
Valor-p 0,126
0,3 } |
(o]
=
€ 05 —
Q
[
(o]
O
07 |
10
0 200 400 600 800 1000

Se os intervalos ndo se sobrepuserem, os desvios padrdo correspondentes serdo significativamente diferentes.
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Analise de Regressdo: Resposta versus Concentracdo

Método

Pesos w

Analise de Varidncia

Fonte GL  SQIAL) QM (A)) Valor F Valor-P
Regressdo 1 1872588 1872588 64586991 0,000
Concentragdo 1 1872588 1872588 64586991 0,000
Erro 13 38 3
Falta de gjuste 3 2 1 0,22 0,878
Erro puro 10 35 4 * *
Total 14 1872626
Sumario do Modelo
5 R2 R2(aj) R2(pred)
1,70274 100,00% 100,00%  100,00%
Coeficientes
EP de
Termo Coef Coef Valor-T Valor-P VIF
Constante -11,6 10,9 -1,06 0,308
Concentragdo  10015,7 12,5 803,60 0,000 1,00

Equacdo de Regressdo

Resposta =

-11,6 + 10015,7 Concentragdo

Graficos de Residuo de Resposta
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1.

2.

3.

4,

Significancia da regressao

Analise dos residuos

Erro puro e falta de ajuste

Coeficiente de determinacao (R2)
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y Homocedastico

MMQO
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Analise visual [«
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e Limite de Deteccao / Quantificacao

- Deteccao: menor quantidade de analito
presente na amostra que pode ser
detectada

— Quantificacao: menor quantidade de
analito presente na amostra que pode
ser quantificada



“LIMITE DE DETECG/

Resposta Y = a + bX

X

LD=3 S,

b
10xs
LQ = a

b
Desvio (s,)
Concentracgédo
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- E a medida de capacidade do método em
resistir a pequenas e deliberadas
variacoes dos parametros analiticos.

e Robustez



ROBUSTEZ DO
===METODO ANALI

Espectrofotometria

,? %

-

\ [N
-3

Cromatografia Liquida

Cromatografia Gasosa

Doseamento bioldgico

vVariacéo de pH
vTemperatura

vDiferentes fabricantes
de solventes

vVariacao do
comprimento de onda

vVariacao de pH da FM

vVariacao da
composicao da FM

vTemperatura
vDiferentes colunas

vFluxo da FM

vTemperatura
vDiferentes colunas

vVelocidade do gas de
arraste

vModo de injecéao

vVariacao de pH e
composicao do meio

vTemperatura e tempo
de incubacéao

sVolume da camada
inoculada

vTipo e concentracéo
do in6culo

vPré-difusdo / Pré-
incubacao




_ VALIDACAO DO__ i A, R
“EMETODO ANALITICO ] ,

Nas condicoes Na regiao de operacao
otimizadas do método (MODR)

e Especificidade/seletividade e Exatiddo
e Linearidade e Precisao
e Exatidao

e Precisao

e LD/LQ (quando aplicavel)

e Faixa

e Robustez



===DE CONTROLE"" gy S

ESTRATEGIAS e

=110

e O conhecimento obtido durante a etapa de
desenvolvimento e validacao (MODR);

Devem ser estabelecidas considerando:

e Pode incluir carta controle de parametros criticos
(resolucao entre picos, tempo de retencao, etc.);

e Garantia de boa relagao entre o proposito do método e
a sua performance (atendimento ao ATP).



Estratégias de

controle

Desenvolvimento

e validacao do
meétodo analitico

(DoE => MODR)

Definicao do
ATP
Caracteristicas
de
performance

Selecao da
técnica
analitica

Analise de
risco
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