RESOLUCAO - RE N° 899, DE 29 DE MAIO DE 2003
D.O.U. 02/06/2003

"Guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos”

O Adjunto da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da
atribuicdo, que lhe confere a Portaria n.° 238, de 31 de marco de 2003,

considerando o disposto no art.111, inciso II, alinea “a” § 3° do Regimento Interno
aprovado pela Portaria n©® 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de
dezembro de 2000,

considerando que a matéria foi submetida a apreciacdo da Diretoria Colegiada, que a
aprovou em reuniao realizada em 6 de margo de 2003, resolve:

Art. 10 Determinar a publicacdo do "Guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos" anexo

Art. 20 Fica revogada a Resolucdo RE no 475, de 19 de margo de 2002.
Art. 30 Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicacao.

DAVI RUMEL

ANEXO

GUIA PARA VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS E BIOANALITICOS
METODOS ANALITICOS

1. Consideracdes gerais

1.1. As informacgbGes contidas nesse Anexo apresentam as caracteristicas a serem
consideradas durante a validacdo de procedimentos analiticos. O objetivo de uma
validacdo é demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a
determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras
substancias em produtos farmacéuticos.

1.2. Essas informacdes aplicam-se a:

1.2.1. técnicas analiticas que fagcam uso de métodos de cromatografia gasosa (CG) ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

1.2.2. métodos ndao-cromatograficos, desde que estes oferecam uma seletividade aceitavel
(por ex. titulometria, espectrofotometria UV-VIS);

1.2.3. testes imunoldgicos ou microbioldgicos, desde que observado o grau de
variabilidade usualmente associado a estas técnicas.

1.3. A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para



tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisao, sensibilidade, limite
de quantificacdo, exatiddo, adequados a analise.

1.4. Deve-se utilizar substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopéia Brasileira ou,
na auséncia destas, por outros codigos autorizados pela legislagdo vigente. No caso da

inexisténcia dessas substancias, serd admitido o uso de padrdes de trabalho, desde que a
identidade e o teor sejam devidamente comprovados.

1.5. Para efeito desse guia, considera-se corrida analitica as medig0es sucessivas de um
mesmo analito, efetuadas nas mesmas condigbes: método, analista, instrumentacéo,
local, condigdes de utilizacdo e em intervalo de tempo curto entre as medicdes.

1.6. No caso de metodologia analitica descrita em farmacopéias ou formularios oficiais,
devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia sera considerada validada.

1.7. No caso de metodologia analitica ndo descrita em farmacopéias ou formularios
oficiais, devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia sera considerada validada,
desde que sejam avaliados os parametros relacionados a seguir, conforme especificado
nas Tabelas 1 e 2.

1.7.1. Especificidade e Seletividade
1.7.2. Linearidade

1.7.3. Intervalo

1.7.4. Precisdo

1.7.5. Limite de deteccao (sensibilidade)
1.7.6. Limite de quantificagdo

1.7.7. Exatidao

1.7.8. Robustez

1.8. No caso da transferéncia de metodologias da matriz para suas subsidiarias no Brasil
e/ou das empresas nacionais para os centro de estudos de equivaléncia farmacéutica, a
metodologia serda considerada validada, desde que sejam avaliados os parametros de
precisdo, especificidade e linearidade. Cdpia de toda a documentacdo original da validagdo
da metodologia deverd ser anexada, como prova de que a metodologia foi originalmente
validada e devera conter, no minimo, todos os parametros relacionados no item 1.7.

1.9. Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos os equipamentos
utilizados na validagdo devem estar devidamente calibrados e os analistas devem ser
qualificados e adequadamente treinados.

1.10. Os testes sdo classificados em 4 categorias, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo dos testes, segundo sua finalidade:

Categoria |rjnalidade do teste
1 Testes quantitativos para a determinacdao do




principio ativo em produtos farmacéuticos ou
matérias—primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a
determinacdo de impurezas e produtos de

11 degradacao em produtos farmacéuticos e matérias-
primas
Testes de performance (por exemplo: dissolugdo,
I11 . ~ .
liberagao do ativo)
IV Testes de identificacdo

1.11. Para cada categoria sera exigido um conjunto de testes, relacionados na Tabela 2.

Tabela 2. Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua
finalidade:

Parametro Categoriacategor'a II Categoria|Categoria
I .. _|[Ensaio[lIl IV
Quantitativo|,. .
limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao [* Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precis50Repetibi|idadeSim Sim Nao |Sim Nao

Intermediaria [** ok Ndo  [** Ndo
Limite de detecgao N3o Nao Sim |¥ Nao
Limite =~ delngo Sim Ndo | N3o
quantificacao
Exatiddo Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim N3o Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** ge houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo € necessaria a comprovacgdao da
Precisdo Intermediaria.

1.12. metodologia analitica devera ser revalidada nas seguintes circunstancias:
1.12.1. mudangas na sintese da substéncia ativa;

1.12.2. mudangas na composicao do produto acabado;

1.12.3. mudangas no procedimento analitico.

Determinadas outras mudancas podem requerer validagdo também, dependendo da
natureza das mudancas.

2. Metodologia
2.1. Especificidade e Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenga de
outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz.



2.1.1. Para anadlise qualitativa (teste de identificacdo) € necessario demonstrar a
capacidade de selecdo do método entre compostos com estruturas relacionadas que
podem estar presentes. Isto deve ser confirmado pela obtencdo de resultados positivos
(preferivelmente em relagdo ao material de referéncia conhecido) em amostras contendo o
farmaco, comparativamente com resultados negativos obtidos com amostras que ndo
contém o farmaco, mas compostos estruturalmente semelhantes.

2.1.2. Para analise quantitativa (teor) e analise de impurezas, a especificidade pode ser
determinada pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras (farmaco ou
medicamento) contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e
amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por
esses materiais. Quando a impureza ou o padrao do produto de degradagdo nao estiverem
disponiveis, pode-se comparar os resultados do teste das amostras contendo impurezas
ou produtos de degradacdo com os resultados de um segundo procedimento bem
caracterizado (por exemplo metodologia farmacopéica ou outro procedimento validado).
Estas comparagdes devem incluir amostras armazenadas sob condicdes de estresse (por
ex. luz, calor umidade, hidrélise acida/basica, oxidagao).

2.1.3. Em métodos cromatograficos, deve-se tomar as precaugdes necessarias para
garantir a pureza dos picos cromatograficos. A utilizacdo de testes de pureza de pico (por
exemplo, com auxilio de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas)
sdo interessantes para demonstrar que o pico cromatografico é atribuido a um so
componente.

2.2. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos sao
diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado.

2.2.1. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5
concentracgOes diferentes. Estas concentragbes devem seguir os intervalos da Tabela 3.

2.2.2. Se houver relacdo linear aparente apds exame visual do grafico, os resultados dos
testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos apropriados para determinacdo do
coeficiente de correlacao, intersecgao com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos
quadrados minimos da regressdo linear e desvio padrdo relativo. Se ndo houver relagdo
linear, realizar transformacdo matematica.

2.2.3. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) deve ser = 0,99.

2.2.4. Deve-se apresentar as curvas obtidas (experimental e a resultante do tratamento
matematico).

2.3. Intervalo

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de
um método analitico. Normalmente € derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método (Tabela 3). E estabelecido pela confirmacdo de que o
método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequados quando aplicados a
amostras contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado.

Tabela 3. Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo de
linearidade para alguns métodos analiticos.



Ensaio Alcance
Determinagao quantitativa doDe 80% a 120% da

analito em matérias-primas| ~ -
. concentragao teodrica do teste
ou em formas farmacéuticas

Do nivel de impureza esperado
até 120% do limite maximo

especificado. Quando
apresentarem importancia
o . toxicoldgica ou efeitos
Determinagao de impurezas A i
farmacoldgicos inesperados, oS
limites de

quantificacdo e deteccao devem
ser adequados as quantidades de
impurezas a serem controladas
De 70% a 130% da
concentracdo tedrica do teste

De £20% sobre o valorn
especificado para o intervalo.
Caso a especificacdo para 4a
dissolucdao envolva mais que um
tempo,

0 alcance do método deve incluin
-20% sobre o menor valor €
+20% sobre o maior valor.

Uniformidade de contelido

Ensaio de dissolucao

2.4. Precisao

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas
de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada em trés niveis.

2.4.1. Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro de
um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacgao.

A repetibilidade do método ¢é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinagdes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentracbes, baixa, média
e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinacdes a 100% da concentragado
do teste;

2.4.2. Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre os resultados
do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes.

Para a determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias
diferentes com analistas diferentes.

2.4.3. Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados
obtidos em laboratoérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em
farmacopéias. Estes dados ndo precisam ser apresentados para a concessdo de registro.

A precisdo de um meétodo analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio
padrao relativo (coeficiente de variacdao) de uma série de medidas.



A precisao pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de
variagdo (CV%), segundo a formula,

DPR :ix 100

CMD

em que, DP é o desvio padrao e CMD, a concentracao média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentragao do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se
admitindo valores superiores a 5%.

2.5. Limite de Deteccao

Limite de detecgdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as condigdes experimentais
estabelecidas.

2.5.1. O limite de deteccdo é estabelecido por meio da andlise de solugbes de
concentragGes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel;

2.5.2. No caso de métodos ndo instrumentais (CCD, titulagdo, comparagdao de cor), esta
determinacgdo pode ser feita visualmente, onde o limite de deteccdo é o menor valor de
concentragao capaz de produzir o efeito esperado (mudancga de cor, turvagao, etc).

2.5.3. No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absorgdo atomica), a estimativa do
limite de detecgdo pode ser feita com base na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base.
Pode ser determinado pela equacao,

. DP,X3
- IC

em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibragdo construidas contendo concentracGes do farmaco préximas ao suposto limite de
quantificacdo. Este desvio padrao pode ainda ser obtido a partir da curva de calibracao
proveniente da analise de um numero apropriado de amostras do branco; IC é a inclinagao
da curva de calibragao.

L.

2.6. Limite de Quantificacdo

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precis&o
e exatiddo aceitaveis sob as condigGes experimentais estabelecidas.

O limite de quantificacdo &€ um parametro determinado, principalmente, para ensaios
quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de
degradacdo em formas farmacéuticas e é expresso como concentracdo do analito (por
exemplo, porcentagem p/p ou p/V, partes por milhdo) na amostra.



2.6.1. O limite de quantificagdo € estabelecido por meio da analise de solugGes contendo
concentragoes decrescentes do farmaco até o menor nivel determindvel com precisdo e
exatiddo aceitaveis. Pode ser expresso pela equagdo,

DP.x10
IC

em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibragdo construidas contendo concentracGes do farmaco préximas ao suposto limite de
quantificacdo. Este desvio padrao pode ainda ser obtido a partir da curva de calibracao
proveniente da analise de um apropriado nimero de amostras do branco; IC é a inclinagao
da curva de calibragao.

LD =

2.6.2. Também pode ser determinado por meio do ruido. Neste caso, determina-se o ruido
da linha de base e considera-se como limite de quantificacdo aquela concentragdo que
produza relacdo sinal-ruido superior a 10:1.

2.7. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo em relacdao ao valor verdadeiro.

Varias metodologias para a determinacdo da exatiddo estdo disponiveis:
2.7.1. Farmaco

2.7.1.1. aplicando-se a metodologia analitica proposta na analise de uma substancia de
pureza conhecida (padrdo de referéncia);

2.7.1.2. comparacdo dos resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda
metodologia bem caracterizada, cuja exatidao tenha sido estabelecida;

2.7.2. Forma Farmacéutica

2.7.2.1. na analise de uma amostra, na qual quantidade conhecida de farmaco foi
adicionada a uma mistura dos componentes do medicamento (placebo contaminado);

2.7.2.2. nos casos em que amostras de todos os componentes do medicamento estdo
indisponiveis, aceita-se a analise pelo método de adicdo de padrdo, no qual adiciona-se
guantidades conhecidas do analito (padrdo de referéncia) ao medicamento.

2.7.3. Impurezas

2.7.3.1. andlise pelo método de adicdo de padrdo, no qual adiciona-se quantidades
conhecidas de impurezas e/ou produtos de degradagdo ao medicamento ou ao farmaco;

2.7.3.2. no caso da indisponibilidade de amostras de certas impurezas e/ou produtos de
degradacdo, aceita-se a comparagdo dos resultados obtidos com um segundo método bem
caracterizado (metodologia farmacopéica ou outro procedimento analitico validado).



A exatiddo é calculada como porcentagem de recuperagdo da quantidade conhecida do
analito adicionado a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor
verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga.

A exatiddo do método deve ser determinada apods o estabelecimento da linearidade, do
intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9
(nove) determinagdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)
concentracbes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A exatiddo é expressa pela
relagdo entre a concentragdo média determinada experimentalmente e a concentragdo
tedrica correspondente:

concentragio média experimental
EXathdao = e e e 100
concentragdo teorica

2.8. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e
deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o uso
normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagdao da robustez.
Constatando-se a susceptibilidade do método a variacGes nas condicGes analiticas, estas
deverdo ser controladas e precaugdes devem ser incluidas no procedimento.

A Tabela 4 relaciona os principais parametros que podem resultar em variacdo na resposta
do método.

Tabela 4. Fatores que devem ser considerados na determinacdo da robustez do método
analitico.

-Estabilidade das solugdes analiticas
‘-Tempo de extracao

‘Variacao do pH da solugao
Espectrofotometria | Temperatura

-Diferentes fabricantes de solventes
‘Variacggdo do pH da fase movel
‘Variagdo na composicao da fase movel

Preparo das Amostras

Cromatografia -Diferentes lotes ou fabricantes de
Liguida colunas
‘Temperatura

-Fluxo da fase mével

-Diferentes lotes ou fabricantes de
Cromatografia colunas

Gasosa ‘-Temperatura

‘Velocidade do gas de arraste

METODOS BIOANALITICOS
1. Definicoes

Amostra - termo geral que abrange: controles, brancos, amostras processadas e
desconhecidas.



Amostra branco — amostra de uma matriz bioldgica na qual nenhum analito foi adicionado,
utilizada para avaliar a especificidade do método bioanalitico.

Amostra de Controle de Qualidade (CQ) - amostra de matriz bioldgica adicionada do
analito, usada para monitorar o desempenho de um método bioanalitico e para avaliar a
integridade e validade dos resultados das amostras desconhecidas analisadas numa
corrida individual.

Amostra processada — extrato final (anterior a analise instrumental) de uma amostra que
foi submetida a varias manipulagdes (ex.: diluicdo, extracdo, concentracao).

Amostra desconhecida - amostra bioldgica que é objeto de analise.

Analito — composto quimico especifico a ser mensurado, podendo ser o farmaco ndo-
transformado, biomolécula ou seu derivado, metabdlito ou produto de degradacdo em uma
matriz biolodgica.

Corrida analitica (ou lote) - conjunto completo de amostras em estudo, com um nUmero
apropriado de padrBes e CQs para sua validagdo e que tem sua analise completa nas
mesmas condicdes.

Especificidade - habilidade do método bioanalitico de medir e diferenciar o analito de
componentes que possam estar presentes na amostra, tais como metabdlitos, impurezas,
compostos de degradacao ou componentes da matriz.

Estabilidade - parametro que visa determinar se um analito mantém-se quimicamente
inalterado numa dada matriz sob condigbes especificas, em determinados intervalos de
tempo.

Exatiddo - representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
e um valor aceito como referéncia.

Faixa de quantificagdo — corresponde a uma faixa de concentracao, incluindo o LSQ e o
LIQ, que pode ser confiavel e reprodutivelmente quantificada com exatiddo e precisdo, por
meio da relagdo concentragao-resposta.

Limite de Deteccao (LD) - menor concentracdo de um analito que o procedimento
bioanalitico consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo.

Limite Inferior de Quantificagdao (LIQ) - menor quantidade de um analito numa amostra
gue pode ser determinada quantitativamente com precisdo e exatiddo aceitaveis.

Limite Superior de Quantificagdao (LSQ) - maior quantidade de um analito numa amostra
que pode ser determinada quantitativamente com precisdo e exatidao.

Linearidade - corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdao da substancia em exame (analito).

Matriz bioldgica - material distinto de origem bioldgica, que pode ser amostrado e
processado de modo reprodutivel.

Método - descricdo compreensivel de todos os procedimentos usados em analises de
amostras.



Padrdo de calibracdo — matriz bioldgica a qual foi adicionada uma quantidade conhecida de
analito. Os padroes de calibragdo sao usados para construir a curva de calibragdo, com a
qual sao determinadas as concentragdes do analito nos CQs e nas amostras desconhecidas
em estudo.

Padrdo Interno (PI) — composto, geralmente com caracteristicas estruturais similares ao
analito, adicionado aos padrdes de calibracdo e amostras em concentragdes conhecidas e
constantes, para facilitar a determinacao do analito.

Precisdo - representa o grau de repetibilidade entre os resultados de analises individuais,
quando o procedimento é aplicado diversas vezes numa mesma amostra homogénea, em
idénticas condigdes de ensaio.

Recuperacdo - eficiéncia de extracdo de um método analitico, expressa como a
porcentagem da quantidade conhecida de um analito, obtida da comparacao dos
resultados analiticos de amostras branco acrescidas de padrdo e submetidas ao processo
de extracdao, com os resultados analiticos de solugdes padrédo nao extraidas.

Reprodutibilidade - precisdo entre dois laboratérios. Também representa a precisdo do
método sob as mesmas condigdes operacionais, num curto periodo de tempo.

Validagdo parcial - modificacdo no método bioanalitico validado que ndo requer a
necessidade de uma revalidacao total.

Validagdo total - estabelecimento de todos os parédmetros de validagdo de um método
bioanalitico, aplicaveis a analise das amostras.

2. Consideracdes gerais

2.1. As informacGes contidas neste guia aplicam-se a métodos bioanaliticos, tais como
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e estas
combinadas com espectrometria de massa (MS) tais como LC-MS, LC-MS-MS, CG-MS, CG-
MS-MS, utilizados na determinacdo quantitativa de farmacos e/ou metabdlitos em
matrizes bioldgicas, tais como sangue, soro, plasma ou urina. Também se aplica a outras
técnicas analiticas, tais como métodos microbioldgicos e imunoldgicos, ou para outras
matrizes bioldgicas, embora, nestes casos, pode-se observar um alto grau de
variabilidade.

2.2. A validagdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para
tanto, deve apresentar precisdo, exatiddo, linearidade, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e recuperacdao adequadas a
analise. Desse modo, é importante ressaltar que todos os equipamentos e materiais
devem apresentar-se devidamente calibrados e os analistas devem ser qualificados e
adequadamente treinados.

2.3. Deve-se utilizar substancias quimicas de referéncia e /ou padrdoes bioldgicos
oficializados pela Farmacopéia Brasileira ou por outros cédigos autorizados pela legislacdo
vigente. Serdo admitidos estudos utilizando padrées secundarios desde que seja
comprovada sua certificacdo, na auséncia de substancias quimicas de referéncia e/ou
padroes bioldgicos farmacopéicos.

2.4. Para os estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia deve-se utilizar padrdo
interno, sempre que métodos cromatograficos forem utilizados. Deve-se justificar a
impossibilidade de sua utilizagao.



2.5. Deve ser realizada validagdo total antes da implementagdo de um método bioanalitico
para a quantificagdo de um farmaco e/ou metabdlitos.

2.6. Devem ser realizadas validagdes parciais quando ocorrerem modificagdes no método
bioanalitico ja validado. Os ensaios de validacdo parcial podem ser desde uma pequena
determinacdo, como a determinagdo da exatiddo e precisdo intra-ensaio, até proximo de
uma validacdo total. As mudancas tipicas que podem requerer uma validagdao parcial
incluem, entre outras:

2.6.1. transferéncias de métodos entre laboratérios e analistas;

2.6.2. mudancas na metodologia analitica, por exemplo, substituicdo do sistema de
deteccao;

2.6.3. mudanca de anticoagulante na coleta das amostras;

2.6.4. mudanca de matriz, por exemplo, de plasma para urina;

2.6.5. mudanca no procedimento de preparagdo da amostra;

2.6.6. mudancas relevantes na faixa de concentracao;

2.6.7. mudancas de instrumentos e/ou “softwares”;

2.6.8. demonstracao de seletividade do analito na presenca de medicagdes concomitantes;
2.6.9. demonstracdo de seletividade do analito na presenca de metabdlitos especificos.

2.7. A avaliagdo da robustez deve ser considerada durante a fase de desenvolvimento do
método. Constatando-se suscetibilidade a variagdes nas condicGes analiticas, estas
deverdo ser adequadamente controladas ou precaucbes deverdo ser incluidas no
procedimento. Exemplos de variagoes:

2.7.1. estabilidade das solucGes analiticas.

2.7.2. tempo de extragao.

Variagoes tipicas em cromatografia liquida:

2.7.3. influéncia da variacao de pH da fase madvel.

2.7.4. influéncia da variacdo da composicdo da fase movel.
2.7.5. diferentes colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes).
2.7.6. temperatura.

2.7.7. velocidade de fluxo.

Variagoes tipicas em cromatografia gasosa:

2.7.8. diferentes colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes);

2.7.9. temperatura;



2.7.10. velocidade de fluxo.
3. Validacdo pré - estudo
3.1. Especificidade

3.1.1. Deve-se analisar amostras da matriz bioldégica (sangue, plasma, soro, urina, ou
outra) obtidas de seis individuos, sendo quatro amostras normais, uma lip€mica e uma
hemolisada, sob condicdes controladas referentes ao tempo, alimentagao e outros fatores
importantes para o estudo. Cada amostra branco deve ser testada utilizando o
procedimento e as condigbes cromatograficas propostas. Os resultados devem ser
comparados com aqueles obtidos com solugdao aquosa do analito, em concentracao
proxima ao LIQ.

3.1.2. Qualquer amostra branco que apresentar interferéncia significativa no tempo de
retengdo do farmaco, metabdlito ou padrao interno, deve ser rejeitada. Caso uma ou mais
das amostras analisadas apresentarem tal interferéncia, novas amostras de outros seis
individuos devem ser testadas. Caso uma ou mais das amostras deste grupo
apresentarem interferéncia significativa no tempo de retengdo do farmaco, o método deve
ser alterado visando elimina-la.

3.1.3. Os interferentes podem ser componentes da matriz bioldgica, metabdlitos, produtos
de decomposicao e medicamentos utilizados concomitantemente ao estudo. A interferéncia
da nicotina, cafeina, produtos de venda isenta de prescricio e metabdlitos deve ser
considerada sempre que necessario.

3.1.4. Caso o método seja destinado a quantificagdo de mais de um farmaco, cada um
deve ser injetado separadamente para determinar os tempos de retengdo individuais e
assegurar que impurezas de um farmaco ndo interfiram na analise do outro.

3.1.5. A resposta de picos interferentes no tempo de retencdo do farmaco deve ser inferior
a 20% da resposta do LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de retencao do
farmaco e do padrdo interno devem ser inferiores, respectivamente, a 20% e 5% da
resposta na concentragao utilizada.

3.2. Curva de calibragao/linearidade

3.2.1. A curva de calibragdo representa a relacdo entre a resposta do instrumento e a
concentragao conhecida do analito. Deve-se gerar uma curva de calibragdo para cada
farmaco e corrida analitica, a qual sera usada para calcular a concentragdo do farmaco nas
amostras, utilizando-se a mesma matriz bioldgica proposta para o estudo. A curva de
calibragdo deve incluir a analise da amostra branco (matriz biolégica isenta de padrao do
farmaco e do padrdo interno), da amostra zero (matriz bioldgica mais o padrdo interno) e
de, no minimo, 6 (seis) amostras contendo padrdo do farmaco e padrdo interno,
contemplando o limite de variacdo esperado, do LIQ até 120% da concentragdo mais alta
que se pretende analisar.

3.2.2. Para a determinagdo da curva de calibracdo, deve-se analisar amostras extraidas da
matriz apropriada, no minimo 6 (seis) concentracbes diferentes. Procedimentos
alternativos devem ser justificados, como na obtencdo de uma correlagdo nao-linear, em
que um maior nimero de concentragdes de padroes serdo necessarios.

3.2.3. Os resultados devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados como, por
exemplo, o cdlculo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Deve-se
apresentar as curvas obtidas (experimental e a resultante do tratamento matematico), o
coeficiente de correlagao linear, o coeficiente angular e o intercepto da reta.



3.2.4. Critérios de aceitacdo da curva de calibragdo:

3.2.4.1. desvio menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relacdo a concentragao
nominal para o LIQ;

3.2.4.2. desvio menor ou igual a 15 % (quinze por cento) em relagdo a concentracao
nominal para as outras concentragdes da curva de calibragao;

3.2.4.3. no minimo quatro de seis concentracdes da curva de calibragcdo devem cumprir
com os critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentracdo da curva de calibragdo;

3.2.4.4. o coeficiente de correlagao linear deve ser igual ou superior a 0,98.
3.3. Precisao

3.3.1. A repetibilidade do método ¢é verificada utilizando-se, no minimo, 3 (trés)
concentragbes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de variagdo do procedimento,
realizando-se, no minimo, 5 (cinco) determinagGes por concentragao.

3.3.2. A precisao deve ser determinada em uma mesma corrida (precisao intra-corrida) e
em corridas diferentes (precisdo inter-corridas).

3.3.3. Pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variagao

(CV%), ndo se admitindo valores superiores a 15%, exceto para o LIQ, para o qual se
admite valores menores ou iguais a 20%, segundo a formula:

DP
CMD

DPR = X100

onde, D P é o desvio padrdao e C M D, a concentracdo média determinada.
3.4. Exatidao

3.4.1. A exatiddo do método deve ser determinada utilizando-se, no minimo, 3 (trés)
concentragbes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de variagdo do procedimento,
realizando-se, no minimo, 5 (cinco) determinacGes por concentragdo.

3.4.2. A exatiddo deve ser determinada em uma mesma corrida analitica (exatidao intra-
corrida) e em corridas diferentes (exatidao inter-corridas).

3.4.3. O desvio ndao deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificacao, para o qual
se admite desvios menores ou iguais a 20%.

3.4.4. A exatiddo é expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentragao tedrica correspondente:

concentragio média experim ental
Exatidio = x 100
concentragio tedrica

3.5. Limite inferior de quantificacao (LIQ)



3.5.1. Estabelecido por meio da analise de matriz bioldgica contendo concentragoes
decrescentes do farmaco até o menor nivel quantificAvel com precisdo e exatiddo
aceitaveis.

3.5.2. Pode-se, também, utilizar a razdo de 5:1 entre o sinal e o ruido da linha de base,
devendo-se especificar o método utilizado para determinagao do LIQ.

3.5.3. O LIQ deve ser, no minimo, cinco vezes superior a qualquer interferéncia da
amostra branco no tempo de retencdo do farmaco.

3.5.4. O pico de resposta do farmaco no LIQ deve ser identificadvel e reprodutivel com
precisao de 20% (vinte por cento) e exatiddao de 80 - 120 % (oitenta a cento e vinte por
cento), através da analise de, no minimo, 5 (cinco) amostras de padr&es.

3.6. Limite de detecgao (LD)

Estabelecido por meio da analise de solugdes de concentragdes conhecidas e decrescentes
do farmaco, até o menor nivel detectavel. Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes
superior ao ruido da linha de base.

3.7. Recuperagao

A recuperagcdo mede a eficiéncia do procedimento de extragdo de um método analitico
dentro de um limite de variacao. Porcentagens de recuperagdo do analito e do padrao
interno préximos a 100% sdo desejaveis, porém, admite-se valores menores, desde que a
recuperacao seja precisa e exata.

3.7.1. Este teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de
linearidade do método, com os resultados obtidos com solugdes padrdo ndo extraidas, que
representam 100% de recuperagao.

3.7.2. O célculo da recuperacao deve ser feito em fungdo da relacdo de area do padrao
extraido e ndo extraido, tanto para o analito quanto para o padrao interno separadamente.

3.8. Controle de qualidade (CQ)

3.8.1. CQ do limite inferior de quantificagdao (CQ-LIQ): mesma concentracdo de LIQ.
3.8.2. CQ de baixa concentragao (CQB): menor ou igual 3 x LIQ.

3.8.3. CQ de média concentracdao (CQM): aproximadamente a média entre CQB e CQA

3.8.4. CQ de alta concentracao (CQA): 75 a 90% da maior concentracao da curva de
calibragao.

3.9. Estudo de estabilidade do farmaco em liquidos bioldgicos:
3.9.1. ConsideracGes especificas relevantes
Para a realizacdo do estudo de estabilidade devem ser observados os parametros de

exatiddo, precisao, linearidade, limite de deteccgdo, limite de quantificacdo, especificidade,
limite de variacdo e robustez, previamente validados.



A estabilidade do farmaco em liquidos bioldgicos depende de suas propriedades quimicas,
da matriz bioldgica e do material de acondicionamento utilizado. A estabilidade
determinada para um tipo de matriz e de material de acondicionamento especifico ndo
pode ser extrapolada para outros.

As condicOes de realizacao dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais
condicdes de manuseio e analise das amostras. Deve ser avaliada a estabilidade do analito
durante a coleta e manuseio da amostra, apds armazenagem de longa duracdo
(congelamento) e curta duragdo (a temperatura ambiente), apds ciclos de congelamento e
descongelamento e nas condicdes de analise. Deve-se incluir também avaliacao da
estabilidade do analito nas solugdes-padrdo, preparadas com solvente apropriado em
concentragdes conhecidas.

As determinacgbes de estabilidade devem utilizar um conjunto de amostras, preparadas a
partir de uma solucdo estoque recente do farmaco em andlise, adicionado a matriz
bioldgica isenta de interferéncia.

3.9.2. Estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento

Deve-se testar a estabilidade do farmaco apds trés ciclos de congelamento e
descongelamento, utilizando-se, no minimo, trés amostras das concentracées baixa e alta
determinadas na validacdo do método analitico, nas seguintes condicGes: as amostras
devem ser congeladas a temperatura indicada para o armazenamento e mantidas por 24
horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. Quando
completamente descongeladas, as amostras devem ser novamente congeladas a
temperatura indicada para o armazenamento, por 12 a 24 horas e, assim sucessivamente,
até contemplar os trés ciclos, quantificando-se o farmaco nas amostras apds o terceiro
ciclo. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da analise das amostras
recém-preparadas.

3.9.3. Estabilidade de curta duracao

Para verificacgdo dessa estabilidade utilizam-se, no minimo, trés amostras das
concentracGes baixa e alta determinadas na validagdo do método analitico. Cada uma
delas deverd permanecer a temperatura ambiente de 4 (quatro) a 24 (vinte e quatro)
horas (baseado no tempo em que as amostras do estudo serdo mantidas a temperatura
ambiente) e analisadas. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da
analise das amostras recém-preparadas.

3.9.4. Estabilidade de longa duragao

3.9.4.1. O tempo de armazenamento para o estudo de estabilidade de longa duracao deve
exceder o intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra e a analise
da Ultima, de acordo com o cronograma apresentado no protocolo de estudo de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.

3.9.4.2. A temperatura utilizada no ensaio deve reproduzir a recomendada para
armazenamento das amostras, normalmente igual a -20 °C.

3.9.4.3. Para verificacdo dessa estabilidade utilizam-se, no minimo, trés amostras das
concentracGes baixa e alta determinadas na validagdo do método analitico. As
concentragbes de todas as amostras de estabilidade devem ser comparadas com a média
dos valores anteriormente calculados para as amostras do primeiro dia do teste.

3.9.5. Estabilidade pds-processamento



Em caso de utilizagdo de equipamentos que empregam sistemas automaticos de
amostragem/injecdo, deve-se realizar estudo de estabilidade do farmaco, na amostra
processada para analise, incluindo o padrdo interno, na temperatura sob a qual o teste
sera realizado e por periodo de tempo superior a duracdo da corrida analitica. Utiliza-se,
no minimo, trés amostras das concentracdes baixa e alta determinadas na validacdo do
método analitico. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da analise
das amostras recém-preparadas.

3.9.6. Estabilidade das solugdes-padrao

3.9.6.1. Deve ser avaliada a estabilidade das solugbes-padrao do farmaco e do padrao
interno, mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 6 (seis) horas apos
preparagao.

3.9.6.2. Em caso de tais solucdes serem armazenadas sob refrigeracao ou congelamento,
a estabilidade também deve ser avaliada, contemplando a temperatura e o periodo de
armazenamento das mesmas.

3.9.6.3. Os resultados desse teste devem ser comparados com aqueles obtidos utilizando-
se solugbes recentemente preparadas do farmaco e do padrdo interno.

3.9.7. Analise dos resultados

As amostras serdo consideradas estaveis quando ndo se observar desvio superior a 15%
do valor obtido das amostras recém-preparadas, com excecao do LIQ, para o qual se
aceita desvio de até 20%. Qualquer que seja o método estatistico utilizado para avaliar os
resultados dos estudos de estabilidade, este deverd estar descrito claramente no
procedimento operacional padrao (POP).

4. Critérios de aplicacdo do método bioanalitico validado

4.1. A analise de todas as amostras de um analito em matriz bioldgica deve ser concluida
dentro do periodo de tempo para o qual a estabilidade tenha sido determinada.

4.2. Uma corrida analitica deve conter: amostras de CQ, padroes de calibragdo e amostras
desconhecidas de um ou mais voluntarios do estudo. E preferivel que todas as amostras
de um mesmo voluntario sejam analisadas numa Unica corrida.

4.3. Ndo é permitido estimar a concentracdo das amostras através de extrapolagdo da
curva de calibragdo abaixo do LIQ ou acima do maior padrao. Em vez disso, a curva deve
ser redefinida ou as amostras de concentracdes superiores devem ser diluidas e re-
analisadas.

4.4, No uso rotineiro do método analitico validado, sua precisdo e exatiddo devem ser
monitoradas regularmente para assegurar a continuidade do desempenho satisfatério.
Para atingir este objetivo, amostras de CQ devem ser analisadas juntamente com as
demais amostras, em cada corrida analitica.

4.5. As amostras de CQ devem ser incorporadas em intervalos adequados, dependendo do
numero total de amostras da corrida, sempre em igual nimero de replicatas de cada
concentragao (CQB, CQM e CQA).

4.6. O numero de amostras de CQ (em multiplos de trés) a ser incorporado em cada
corrida analitica ndo deve ser inferior a 5% (cinco por cento) do numero de amostras



desconhecidas. Para corridas analiticas constituidas de até 120 amostras, pelo menos 6
(seis) CQs (uma duplicata de cada concentracao) devem estar presentes.

4.7. Os resultados das amostras de CQ servirdo de base para aceitacao ou rejeicdo da
corrida analitica. No minimo, 67% (quatro de seis) das amostras de CQ devem estar
dentro de mais ou menos 15% dos seus respectivos valores nominais, exceto para o LIQ,
para o qual se admite desvios menores ou iguais a 20%; 33% (duas de seis) amostras de
CQ podem estar fora destes limites, mas ndo para a mesma concentragao.



