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Todas as substincias que sdio testadas em ensaios
clinicos ou que sdo aprovadas para uso no mercado, necessitam
de métodos analiticos para o controle de sua identidade, pureza,
qualidade e poténcia, bem como para determinagio das
caracteristicas de sua estabilidade. Uma vez determinado o
objetivo do método em estudo e tenha-se a intengdo de inclui-lo
em uma documentagdo regulatdria, é de fundamental importancia
que esse método seja considerado valido, ou seja, que ele
fornega informagdes confiiveis e que os resultados obtidos
reflitam a operagiio dos procedimentos analiticos e para isso €
necessario que se faga uma validagio.

Validagdo de um método é o processo através do qual
estudos de laboratorio sdo utilizados para garantir que o método
em questiio atenda as exigéncias desejadas, fornecendo uma
evidéncia documentada de que o método realiza aquilo para o
qual ¢ indicado para fazer ',

A Farmacopéia Americana (USP)? possui uma série de
parimetros cuja determinagdo permite o julgamento da
confiabilidade do método em estudo. Estes parametros estio
descritos no Capitulo 1225 de Testes Gerais e sio conhecidos
como parametros de performance analitica, os quais sdo: exatiddo,
precisio, especificidade, linearidade, limite de detecgdo, limite
de quantificagdo e robustez.

Parametros de Performance Analitica

EXATIDAO - expressa o grau de concordéncia entre os
resultados encontrados pelo método e um valor aceito como
referéncia. Deve ser estabelecida em toda faixa especificada do
procedimento analitico. Quanto mais proximo for o valor obtido
do valor teérico, mais exato ¢ considerado o método. Os
procedimentos sugeridos para avaliar a exatidio de um método
analitico incluem "*:

- avaliagfio de amostras de concentragdo conhecida comparando
o valor medido com um valor tido como verdadeiro;

- comparagio dos resultados do novo método com os resultados
de um método ja validado;

- recuperagio de uma concentragdo conhecida adicionada na
amostra.

Este ultimo procedimento é o mais utilizado, e consiste
na adigiio de uma quantidade conhecida do padrdo, acima e
abaixo dos niveis normais esperados na amostra. Recomenda-
se que as concentragdes sejam de 50 — 150% em relagio ao valor
tedrico. Neste caso a exatiddo é expressa em porcentual de
recuperagiio, que pode ser calculado da seguinte forma:

C amostra adicionada de padrdo — C amostra sem adi¢do de padrdo "

R= 100

C de padrdo que foi adicionada na amostra

onde: % R — porcentual de recuperagiio
C - concentragiio

A International Conference on Harmonization (ICH)'?
recomenda que a exatiddo deve ser avaliada usando um minimo
de 9 determinagdes em 3 niveis de concentragdes, cobrindo a
faixa especificada (por exemplo, 3 concentragdes/3 réplicas
cada). '

PRECISAO - expressa o grau de concordancia entre os
resultados das anélises individuais quando o procedimento ¢
aplicado diversas vezes em uma mesma amostra homogénea em
idénticas condigdes de testes. Quanto mais proximos estiverem os
valores obtidos entre si, mais preciso ¢ considerado o método .

A precisio de um método analitico pode ser medida em
trés diferentes niveis *:

I-Repetitividade - consiste em aplicar o método diversas vezes
em uma mesma amostra homogénea em idénticas condigdes
de teste no mesmo dia, mesmo laboratdrio, mesmo equipamento
€ mesmo analista.

2- Precisiio intermedidria (também conhecida como resisténcia) -
consiste em aplicar o método diversas vezes em uma mesma
amostra homogénea em idénticas condigdes de teste no mesmo
laboratdrio, porém em dias diferentes, diferentes analistas, se
possivel equipamentos diferentes.

3-Reprodutibilidade - consiste em uma colaboragio de varios
laboratérios. O método ¢é aplicado diversas vezes em uma
mesma amostra homogénea em idénticas condigdes de teste
em dias, laboratérios, analistas diferentes.

Em todos estes niveis a precis@o é expressa pelo desvio
padrio relativo (DPR).

Os documentos do ICH ' recomenda que a precisdo
deve ser avaliada usando no minimo 9 determinagdes cobrindo
a faixa especificada para o, procedimento (exemplo, 3
concentragdes /3 réplicas cada ou um minimo de 6
determinagdes a 100% da concentragdo teste). Para métodos
qualitativos a precisio ndo pode ser expressa como desvio
padrdo ou desvio padrio relativo.

ESPECIFICIDADE - ¢ a capacidade que um método tem
de avaliar de forma inequivoca a substincia em exame na
presenga de componentes que poderiam interferir com a sua
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determinagio numa mistura complexa (impurezas, degradantes
e matrizes)®. Pode ser determinada através da analise de uma
amostra na auséncia de interferentes (exemplo: uma amostra
contendo apenas a substancia ativa) e uma amostra na presenga
de interferentes. A interferéncia na dosagem podera ser avaliada
comparando os resultados obtidos através do calculo do
percentual de concordincia com a amostra na presenga e
auséncia de excipientes.

T presenga de interferentes .
T auséncia de interferentes

100

Concordincia =

onde: T- sinal obtido

Para percentual de concordancia maior que 100% implica
presenga de interferéncia e para percentual de concordancia
menor que 100% implica auséncia de interferéncia. Para analises
qualitativas (testes de identificagdo), a especificidade pode ser
determinada pela comparagio dos resultados obtidos com um
material de referéncia. Em caso de procedimentos analiticos para
impurezas, a especificidade pode ser demonstrada adicionando
a amostra com niveis de impurezas, demonstrando que estas
impurezas sdo determinadas com precisio e exatiddo adequadas.
Caso as impurezas ou produto de degradagdo ndo sejam
disponiveis, a especificidade pode ser demonstrada pela
comparagiio dos resultados das impurezas ou produto de
degradagdo contidos na amostra com um método bem
estabelecido (exemplo, método farmacopeico ou método
validado). Caso necessério, as amostras podem ser submetidas
a condigdes de estresse, por exemplo, luz, calor, umidade, 4cido/
hidrélise de base e oxidagdo 7.

LIMITE DE DETECCAO - ¢ a menor concentragio da
substincia em exame que pode ser detectada com um certo limite
de confiabilidade, mas ndo necessariamente quantificado como um
valor exato. O limite de detecgio é uma caracteristica de ensaios
limite. Apenas sinaliza se a quantidade do analito esta abaixo ou
acima de um certo nivel'**, Para procedimentos niio instrumentais,
o limite de detecgdo é geralmente determinado pela analise de
amostras com concentragio conhecida de analito e pelo
estabelecimento do nivel minimo no qual o analito pode ser
detectado de forma segura. Para procedimentos instrumentais, pode
ser determinado da mesma maneira de um procedimento nio
instrumental. No caso de procedimentos submetidos para um
compéndio oficial, ndo é necessario determinar o limite de detec¢io
atual. Porém o limite de detecgdo deve ser suficientemente baixo
para andlises de amostras com concentragdes de analito acima e
abaixo do nivel de detecgiio. Por exemplo, quando o método
estabelece detectar uma impureza no nivel de 0,1%, deve ser
demonstrado que o procedimento detecta com seguranga a impureza
naquele nivel especificado '**.

No caso de procedimentos analiticos instrumentais que
exibem ruidos na linha de base, deve ser feita uma comparagao
de medidas de amostras contendo o analito em baixa
concentragdo conhecida e um branco (amostra isenta de analito).
E estabelecida a concentragdo minima no qual o analito possa

ser detectado com seguranga. A relagdo sinal-ruido aceita pode
ser de 2:1 ou 3:1. Outras determinagdes do limite de detecgiio
dependem da determinagdo da inclinagdo “slope™ da curva
analitica ¢ o desvio padrdo da resposta (erro padrio da
estimativa). O limite de detecgdo é geralmente expresso em
unidade de concentragio (exemplo, porcentagem, partes por
bilhdio, pg/mL) na amostra "2,

LIMITE DE QUANTIFICACAO - ¢ a menor
concentragio da substdncia em exame que pode ser quantificada
com precisio e exatidio aceitiveis. E exigido apenas para
métodos de determinagdes de impurezas e/ou produtos de
degradagdo .

Para procedimentos ndo instrumentais, o limite de
quantificagio ¢ geralmente determinado pela analise de amostras
com concentragio conhecida de analito e pelo estabelecimento
do nivel minimo no qual o analito pode ser determinado com
precisdo e exatiddo aceitdvel. Para procedimentos instrumentais,
pode ser determinado da mesma maneira de procedimentos nio
instrumentais. No caso de procedimentos submetidos para um
compéndio oficial, ndo é necessario determinar o limite de
quantificagdo atual. Porém o limite de quantificagio deve ser
suficientemente baixo para anilises de amostras com
concentragdes de analito acima e abaixo do nivel de
quantificagdo. Por exemplo, quando o método estabelece
quantificar um analito no nivel de 0,1 mg /comprimido, deve ser
demonstrado que o procedimento quantifica com seguranga o
analito naquele nivel especificado ',

No caso de procedimentos analiticos instrumentais que
exibem ruidos na linha de base, deve ser feita uma comparagio
de medidas de amostras contendo o analito em baixa
concentragdo conhecida e um branco (amostra isenta de analito).
A concentragiio minima no qual o analito possa ser quantificado
¢ estabelecida com seguranga. A relagdo sinal-ruido aceita pode
serde 10:1'%*, Qutras convengdes assumem o limite como sendo
5,6 ou 10 desvios-padrdo da medig¢do do branco®. Outras
determinagdes do limite de quantificagdo dependem da
determinagdo da inclinagio “slope” da curva analitica e o desvio
padrio da resposta (erro padrdo da estimativa). O limite de
quantificagdo ¢ geralmente expresso em unidade de
concentragio (exemplo, porcentagem, partes por bilhio, pg/mL)
na amostra "3,

LINEARIDADE E FAIXA DE APLICACAO - ¢ a
capacidade que um método tem de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragio da substincia em
exame dentro de uma faixa de variagdo. A faixa de aplicagio é o
intervalo entre os niveis de concentragio superior ¢ inferior do -
analito (incluido estes niveis) que demonstrem ser determinados
com precisio, exatidio e linearidade. E geralmente expressa em
unidades de concentragio (ex. porcentagem, partes por bilhio,
ug/mL)’J'j.

A linearidade pode ser determinada pela construgio de
uma curva analitica para determinagdo da concentragio

66

BIAL



Caracteristicas de Categoria l Categoria Il Teste limite categoria III CategorialV
Performance Contetdo/poténcia quantitativo Performance Identificagio
Analitica

Exatiddo sim sim : nio
Precisdo sim sim nio sim nio
Especificidade sim sim sim : sim
Limite de detecgio nio nio sim ; nio
Limite de quantificagio nio : sim ndo ndo
Linearidade sim sim sim . nao
Faixa de aplicagio sim sim nio

desconhecida de uma substiancia. Esta curva consiste na
plotagem do sinal obtido pelo método (Y) versus a faixa de
concentragdo utilizada (X). A relag@o entre X e Y pode ser obtida
pela analise de regressdo linear sobre estes valores, que €
expressa pela equagido Y = a + bX,onde a e b podem ser
determinados por métodos estatisticos como métodos dos
minimos quadrados. Entdo quando uma amostra de concentragio
desconhecida ¢ analisada, um valor de X pode ser determinado.
Os dados da propria regressio linear podem ser tteis para
fornecer estimativas matematicas do grau de linearidade. O
coeficiente de correlagdo, -y-intercepg¢io, inclinagdo da
regressdo linear e a soma residual dos quadrados devem ser
avaliados *. AICH '? recomenda um minimo de 5 concentragdes
para estabelecer a linearidade. As seguintes variagdes minimas
especificadas devem ser consideradas:

Ensaio de Teor de uma substancia ou de um produto
acabado: de 80% a 120% da concentragdo do teste.

Determinagdo de uma impureza: de 50% a 120% do
critério de aceitagdo.

Uniformidade do contetido: minimo de 70% a 130% da
concentragdo do teste, a menos que possa ser justificada uma
faixa mais ampla e adequada baseada na forma da dosagem (por
exemplo, inaladores de dosagem medida).

Teste de dissolugdo: +/-20% sobre a faixa especificada. Por
exemplo, se as especificagdes de um produto controlado liberado
cobre uma regido de 20%, depois de uma hora, até 90%, depois de
24 horas, a faixa validada seria de 0-110% do declarado no rétulo.

ROBUSTEZ - ¢ a capacidade de o método néo ser afetado
por modificagdes pequenas e deliberadas em seus parametros
23 A determinag¢ido da robustez deve ser durante o
desenvolvimento do método. Avaliando-se as variagdes dos
resultados quando alguns parametros, como pH, temperatura,
composigdo de fase moével ou vazio, sdo alterados. Caso haja
alguma variagio muito significativa nos resultados obtidos, é
necessario que as condigdes analiticas sejam controladas ou
precaugdes devem ser incluidas no procedimento . A literatura
deixa claro que alguns parametros da validagdo sdo usados em
quase todos os métodos analiticos, por exemplo linearidade,
exatiddo e precisdo. Enquanto outros como limite de detecgio e
de quantificagdo sdo poucos utilizados. Tanto a USP ? quanto a

ICH '? reconhecem que ndo ha necessidade de avaliar todos os
pardmetros. O tipo de método e seu objetivo é quem vai
determinar quais parametros devem ser usados. A USP? divide
os métodos analiticos em quatro categorias:

I Métodos para quantificagdo de componentes majoritérios e
matérias primas ou principios ativos (incluindo
preservativos) de produtos farmacéuticos agabados.

II- Métodos para determinag@o de impurezas em matérias primas
ou produtos de degradagido em produtos farmacéuticos
acabados. Inclui ensaios quantitativos e testes limite.

IlI- Métodos para determinagdo de caracteristicas de
performance (exemplo, dissolugfo, liberagdo de drogas).

IV- Testes de identificagdo.

Fazer validagdo de um método analitico nio quer dizer
que este estara isento de erros e que pode ser utilizado
indiscriminadamente, mas permitira obter informagdes
estatisticamente confidaveis, confirmando que o método esta
adequado para o uso proposto. Fazer validagdo total de método
pode ser tedioso, mas ndo fazé-lo seria uma temeridade pois,
ndo ha como garantir suas caracteristicas de desempenho e que
tal método seja cientificamente coerente nas condigdes de
aplicagdo .
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