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CHROMATOGRAPHIC METHODS VALIDATION FOR ANALY SIS OF SMALL MOLECULES IN BIOLOGICAL MATRICES.
Chromatographic methods are commonly used for analysis of small molecules in different biological matrices. An important step to be
considered upon a bioanalytical method’s development is the capacity to yield reliable and reproducible results. This review discusses
validation procedures adopted by different governmental agencies, such as Food and Drug Administration (USA), European Union
(EU) and Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (BR) for quantification of small molecules by bioanalytical chromatographic

methods. The main parameters addressed in this review are: selectivity, linearity, precision, accuracy, quantification and detection

limits, recovery, dilution integrity, stability and robustness. Also, the acceptance criterions are clearly specified.
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INTRODUCAO

A validacdo de métodos cromatograficos para a quantificaciio
de compostos enddgenos ou exdgenos em matrizes bioldgicas
tem sido tema de discussdo em conferéncias e artigos cientificos.
Representantes da comunidade cientifica, das industrias e agéncias
reguladoras do Brasil (ANVISA), EUA (US-FDA) e Europa (EU)
definiram os pardmetros de validag@o, que posteriormente foram
uniformizados pela ICH (International Conference on Harmoni-
zation).

As agéncias reguladoras disponibilizam guias para a validagdo
de métodos bioanaliticos,'* sendo que tais documentos usualmente
sugerem as diretrizes a serem seguidas e sdo, portanto, abertos a
interpretagdes. Se, por um lado, para alguns analistas isto € benéfico,
pois possibilita a flexibilizagio das condic¢des analiticas, para outros,
entretanto, tais documentos sao vagos, no que se refere a forma como
alguns experimentos devem ser conduzidos. Assim, alguns artigos
publicados apresentam excelentes discussdes sobre estratégias e
modelos experimentais a serem adotados na validacdo de métodos
bioanaliticos.

Nesse contexto, esta revisio apresenta as condutas experimentais
e os critérios de aceitagdo para a validacdo de métodos bioanaliticos,
para pequenas moléculas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

PARAMETROS ANALITICOS PARA VALIDACAO DE
METODOS BIOANALITICOS

Virios trabalhos na literatura descrevem os pardmetros que
devem ser avaliados na validagdo de um método bioanalitico e,
geralmente hd uma concordancia que estes parametros analiticos
devem incluir: seletividade, curva de calibracdo (linearidade), preci-
sdo, exatiddo, limite de quantificacio, limite de deteccio, eficiéncia
de extrac@o (recuperacdo), integridade da diluicdo, estabilidade e
robustez.*1°

*e-mail: quezia@pq.cnpq.br

Seletividade

A seletividade e/ou especificidade de um método bioanalitico €
um importante pardmetro a ser avaliado para garantir que a quan-
tificagdo do analito de interesse ndo seja afetada pela presenca de
metabdlitos, produtos de degradacdo, farmacos co-administrados ou
compostos enddgenos. 12

A resposta que um determinado método bioanalitico apresenta
para as diversas substancias presentes em uma amostra ¢ definida
como seletividade, enquanto que a especificidade se baseia na habi-
lidade que um determinado método apresenta em responder a uma
unica substincia de interesse dentre outras presentes na amostra. A
avaliagdo da seletividade € determinada nao somente considerando a
aplicagdo de um método, mas também a técnica instrumental a ser uti-
lizada.®'>! Particularmente para os métodos cromatograficos, como
a maioria produz respostas nao s6 para os analitos de interesse, mas
também para outros compostos presentes em uma amostra, o termo
seletividade € mais apropriado que o termo especificidade.?

Os 6rgaos de regulamentag@o vigentes preconizam que um mé-
todo bioanalitico s6 € considerado vdlido quando a seletividade for
corretamente avaliada, juntamente com as outras figuras de mérito
supracitadas. Cabe ressaltar que, caso a seletividade de um determi-
nado método ndo seja assegurada, a linearidade, exatidao e precisdo
estardo seriamente comprometidas.>*!

Em geral, a seletividade de um método bioanalitico ¢ avaliada
a partir da andlise da amostra branco de 6 matrizes biolégicas de
diferentes procedéncias, as quais ndo devem apresentar qualquer
interferente, visivel pelo detector em uso, na regido do analito de
interesse.>* Shah er al.'> e Hill'® sugerem que, se uma, ou mais,
amostras branco apresentarem quantidades significantes de interfe-
rentes, deve-se avaliar amostras branco adicionais e, se o interferente
persistir, o método deve ser modificado.

Segundo Dadgar e Burnett,'* a presenga de interferentes é con-
siderada “inaceitdvel” quando afeta a exatiddo das concentra¢des
préximas aos limites de quantificacdo (LQ), levando a resultados
errdneos. Quando os critérios de precisdo e exatidao do LQ néo fo-
rem atingidos, deve-se ajustar os valores de LQ para valores acima
dos interferentes esperados. No entanto, este procedimento pode
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comprometer a sensibilidade e a seletividade do método, e s6 deve
ser considerado se os valores de LQ encontrados forem maiores que
as concentragdes esperadas nas amostras desconhecidas.

Considerando os métodos cromatogréficos, caso a resposta de
uma banda cromatografica presente na andlise da amostra branco
coincida com o tempo de retengdo do analito de interesse, a mesma
ndo deve se apresentar maior que 20% do limite de quantificacido do
analito.* Este procedimento €, entretanto, considerado questionavel,
uma vez que a probabilidade de se detectar qualquer substancia
interferente € reduzida quando somente 6 amostras de branco sdo
analisadas.®

O OJEC? (Official Journal of the European Communities) reco-
menda que um ntimero superior de amostras branco (n=20) sejam
avaliadas para verificar a presenca de interferentes. Além disso,
recomenda-se que uma concentragdo relevante de substancias que
normalmente interferem na identifica¢do e/ou quantificagao do analito
de interesse sejam adicionadas as amostras branco. Este procedimento
permite verificar apds as andlises, se: (i) a presenga de interferentes
é resultante de uma falsa identificacdo; (ii) a identificagdo do analito
estd sendo “mascarada” pela presenca de um ou mais interferentes
e, por ultimo, se (iii) a quantifica¢@o do analito € consideravelmente
influenciada pela presenca de interferentes.

Segundo Bansal e Shah,** dois tipos de seletividade devem ser
consideradas no desenvolvimento de métodos bioanaliticos cromato-
graficos: (i) seletividade especifica - devido a presenca de substancias
interferentes que apresentam caracteristicas fisico-quimicas similares
ao analito e, (ii) seletividade ndo especifica - também conhecida como
efeito matriz, devido a presenca de interferentes inerentes a matriz
(por exemplo, proteinas presentes no soro, lipideos, dentre outros).

Alguns pesquisadores®!* sugerem que a seletividade de um
método bioanalitico pode ser avaliada experimentalmente a partir
das seguintes etapas: (a) andlise de amostras branco de diferentes
procedéncias, a qual € suficiente para demonstrar a presencga de
potenciais interferentes de substincias comumente presentes em
matrizes bioldgicas. No entanto, este procedimento ndo fornece
informagdes sobre os interferentes provenientes do metabolismo
da substancia de interesse; (b) adi¢do dos metabdlitos conhecidos
e produtos de degradacdo, ou qualquer outro interferente, obtidos
comercialmente ou sintetizados, na amostra branco; (c¢) producdo
dos principais metabdlitos in vitro, e posterior andlise com o intuito
de verificar potenciais interferentes com os analitos de interesse; (d)
avaliar o efeito dos principais produtos gerados por hidrélise dcida
no estdmago, a partir da incubacio in vitro do analito em meio acido
seguida por neutralizagdo, e posterior andlise com o intuito de verificar
potencias interferentes com os analitos de interesse; (e) andlise de
amostra branco preparada em solvente, com verificacido da seleti-
vidade em relagd@o aos interferentes exdgenos, utilizando o mesmo
volume, reagentes e equipamentos. Caso seja verificada a presenca
de interferentes, deve-se identificar a fonte de contaminag@o.

A ANVISA? recomenda que sejam realizados testes em amostras
da matriz biolégica (sangue, plasma, soro, urina, etc) obtidas de 6 indi-
viduos. Considerando a matriz plasma e soro, devem-se utilizar quatro
amostras normais, uma lipémica e uma hemolisada, sob condigdes
controladas referentes ao tempo, alimentagdo e outros fatores impor-
tantes para o estudo. Cada amostra branco deve ser testada utilizando
o procedimento e as condi¢des cromatograficas propostas, sendo os
resultados comparados com aqueles obtidos em solug@o aquosa do
analito, na concentraciio préxima ao LQ. Qualquer amostra branco
que apresentar interferéncia significativa no tempo de retenciao do
farmaco, metabdlito ou padrao interno deve ser rejeitada. Caso uma
ou mais amostras apresentem interferentes, novas amostras de outros
6 individuos devem ser testadas. Se os interferentes apresentarem-se
significativos no tempo de retencéo do formaco para este novo grupo,
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o método deve ser alterado visando eliminé-lo. Segundo a ANVISA,
as respostas dos picos interferentes no tempo de retengdo dos farmacos
e do padrdo interno devem ser inferiores, respectivamente, a 20 e 5%
da resposta na concentracdo utilizada.

Para os métodos cromatograficos, deve-se tomar as precaugdes
necessdrias para garantir a pureza das bandas cromatograficas. A
utilizagdo de testes de pureza da banda (por exemplo, com auxilio
de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas) é
fundamental para demonstrar que a banda cromatografica € atribuida
a um s6 componente.

Uma vez definidos e minimizados os interferentes provenientes
de metabdlitos e produtos de degradagido durante o desenvolvimen-
to do método bioanalitico, a etapa seguinte consiste em avaliar a
presenca de substincias ndo monitoradas e que sdo provenientes da
matriz bioldgica, afetando a detecc@o do analito de interesse, o qual
é conhecido como efeito de matriz.*!*

Efeito de matriz

A investigacdo do efeito de matriz durante a quantificagdo de
compostos enddgenos ou exdgenos e/ou seus metabdlitos € um
importante pardmetro a ser avaliado durante o desenvolvimento e
validagdo de um método bioanalitico. Este efeito ocorre quando
substancias inerentes a matriz bioldgica coeluem com os compostos
de interesse, sendo alvo de especulacdo em métodos bioanaliticos
convencionais, tais como: HPLC/FLU, HPLC/UV, HPLC/EC e
mais recentemente em HPLC-MS/MS.!” Este dltimo, em virtude da
elevada seletividade e especificidade quando na presenga de matrizes
bioldgicas, apresenta-se propenso a erros, uma vez que a presenca de
substancias ndo monitoradas e que coeluem da matriz podem afetar a
deteccdo dos analitos comprometendo a eficiéncia de ionizagdo dos
mesmos, caracterizando assim o efeito de matriz. Este fendmeno foi
primeiramente descrito por Tang e Kebarle,'® que mostraram que a
resposta para bases organicas em uma determinada matriz, utilizando
a fonte de ionizacdo electrospray, diminuiu 2 medida que a concen-
tracao de outras bases organicas foi aumentada. O mecanismo exato
do efeito de matriz € desconhecido, mas, provavelmente, € originado
da competi¢a@o entre um analito e a coelui¢do de um componente da
matriz nao monitorado."

King ef al.*® mostraram, a partir de uma série de experimentos,
que os efeitos de matriz sdo resultantes da competi¢ao entre o analito
e componentes ndo voldteis presentes na matriz, pela transferéncia de
elétrons do capilar para a solugdo, e a separacao de cargas na superficie
das gotas que irdo dar origem aos fons em fase gasosa.?! Dependendo
do ambiente no qual a ionizacdo e o processo de evaporagio estejam
ocorrendo, esta competicdo deve efetivamente diminuir (supressdo) ou
aumentar a eficiéncia de formacéo dos fons do analito de interesse, que
se apresentam, inicialmente, nas mesmas concentragdes na interface.
Sendo assim, a eficiéncia de formagdo dos fons do analito € fortemente
dependente da natureza da matriz na fonte de ionizacéo. Bonfiglio et
al* reportaram que a natureza quimica da substincia a ser analisada
tem um efeito significativo no grau do efeito de matriz. Em um estudo
com quatro compostos de diferentes polaridades, sob as mesmas
condig¢des espectrométricas, 0 mais polar apresentou uma elevada
supressdo de fons em relacio ao menos polar. Neste caso, a diferenga
de ionizagdo entre os compostos pode comprometer a quantificagdo
dos mesmos, sendo necessario o uso de padrio interno."

A medida de quantificacido do efeito de matriz fornece infor-
magdes adicionais na validagdo de métodos bioanaliticos baseados
na espectrometria de massas. Sendo assim, Viswanathan et al.
propuseram que o efeito de matriz pode ser expresso a partir de um
fator denominado fator matriz (FM) calculado a partir de 6 amostras
de uma mesma matriz bioldgica de diferentes procedéncias, sendo
definido como:
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resposta do analito na presenca da matriz (1)

resposta do analito na auséncia da matriz

onde a resposta do analito € definida como a drea, altura, razdo de
drea ou razdo da altura da banda cromatografica. Quando se utiliza
o método de quantificagdo por padronizacao interna, a razdo de drea
(ou altura) da banda € expressa como a razdo de drea (ou altura) da
banda para o analito versus a do padrdo interno.

Quando o valor de FM € igual a 1, significa que nenhum efeito de
matriz € observado, FM menor que 1 sugere supressao de ionizacao,
enquanto que FM maior que 1 pode ser causado por um aumento na
ionizacdo. Um FM absoluto de cerca de 1 ndo significa que o méto-
do bioanalitico seja confidvel. No entanto, valores de FM varidveis
podem ser causados pela falta de precisdo da andlise. A variabilidade
de FM deve apresentar coeficiente de varia¢gdo menor que 15%.

A intensidade do efeito de matriz, utilizando o método HPLC-
MS/MS, pode ser avaliado de duas maneiras: adi¢ao pés-extragdo e
infusdo pds-coluna. No modo de adi¢do pds-extragdo, as respostas
obtidas para as amostras cujos analitos de interesse foram adicio-
nados pds-extraciio sdo comparadas com as soluc¢des preparadas na
fase modvel, sob as mesmas condig¢des. A diferenga de resposta entre
a amostra pds-extracdo e a solugdo preparada em solvente, dividida
pela resposta da solucdio em solvente determina o grau do efeito de
matriz. Esta andlise é considerada estatica, pois fornece somente a
informacdo do efeito de matriz no ponto de elui¢do do analito, en-
quanto que a infusdo pds-coluna (Figura 1) € considerada dindmica
na determinacdo do efeito de matriz. Neste modo, uma bomba de
infusdo € usada para produzir uma vazdo constante do analito. A
infusdo € feita no eluente apds a coluna cromatogrifica e antes da
fonte de ionizacdo do espectrdmetro de massas. A matriz extraida
(sem adi¢@o do analito) é cromatografada, na condi¢do cromatogra-
fica desenvolvida, e a resposta do analito infuso € registrada.'*** A
infusdo pds-coluna permite verificar a influéncia da matriz na resposta
do analito. No entanto, a concentragdo do analito infuso deve ser na
mesma faixa de concentracio a ser cromatografado. Caso contrério,
a habilidade da fonte de ionizacdo em gerar fons € dificultada e pode
levar a resultados erroneos.

Bomba

- Injetor

edlyjeue eunjod

Infusdo da amostra

n Espectrébmetro
de massas

Figura 1. Sistema de infusdo pos-coluna

Os experimentos de infusdo pds-coluna permitem avaliar: 1) a
influéncia de diferentes modos de preparo de amostras no efeito de
matriz; ii) a adequac@o da coluna analitica, uma vez que o efeito é
avaliado apds passar por toda a coluna cromatogréfica; iii) aspectos
mecanisticos dos efeitos de matriz e, iv) a influéncia de aditivos
moveis na resposta.'”
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Virios métodos de preparo de amostras bioldgicas tém sido
descritos na literatura para andlises por HPLC.>-* A precipitagio de
proteinas usando solvente organico apresenta um efeito de matriz
maior, quando comparada a extragcdo em fase sdlida e a extracao
liquido-liquido. Mais recentemente, a cromatografia bi-dimensional
tem demonstrado um efeito minimo de matriz.??® No entanto, a
escolha do modo de preparo das amostras ¢ feita levando-se em
consideragdo suas caracteristicas fisico-quimicas e sua estabilidade,
a separagdo cromatografica obtida durante a otimizagdo do método
e os niveis de recuperacdo.*

Curva de calibracio (linearidade)

A curva de calibrac@o corresponde ao modelo matemético que
estabelece uma relacéio entre a resposta instrumental (drea/altura
da banda cromatogrifica) e a concentracdo do analito. E necessario
elaborar uma curva de calibragdo para cada analito que se deseja
determinar e para cada corrida analitica.'?

O modelo de calibragio deve ser construido a partir da andlise
de, no minimo, 6 a 8 concentracdes conhecidas do analito (padrdes
de calibracdo) adicionadas na mesma matriz bioldgica para a qual o
método foi desenvolvido e serd aplicado (superposi¢do de matriz).>!
As concentragdes estabelecidas devem contemplar o intervalo de
variacdo esperado, desde o LQ até 120% da maxima concentra¢do
que se pretende analisar.'? Além disso, deve-se realizar andlise da
amostra branco (matriz isenta da adi¢do do analito e do padrio interno,
quando for o caso) e da amostra zero (matriz adicionada do padrdo
interno, quando for o caso).

Os critérios para aceitacdo da curva de calibra¢do seguem normas
estabelecidas por guias de validacdo publicados por agéncias regu-
ladoras oficiais. De acordo com as normas atualmente em vigor,'?
aceita-se um coeficiente de variacdo menor ou igual a 20% em relagio
a concentrag¢@o nominal para o LQ e menor ou igual a 15% para as
demais concentragdes. Além disso, o coeficiente de correlagdo linear
(r) deve ser igual ou superior a 0,98.

Meétodos de padronizagdo

Pode-se optar por trés diferentes tipos de padronizagdo para a
construcdo da curva de calibracio. Isto € feito de acordo com o tipo
de andlise e do tratamento utilizado para a amostra. O método de
padronizagdo escolhido deve fornecer a melhor exatidao possivel,
além de um alto nivel de preciséo.!

A padronizagdo externa é utilizada para amostras que ndo precisam
de extenso pré-tratamento; os padrdes de calibragdo sdo obtidos pela
adicdo de concentracdes conhecidas do analito na matriz. Ao ser apli-
cado para andlises de amostras desconhecidas, esse método compara a
drea do pico do analito a ser quantificado com as dreas obtidas a partir
dos padroes de calibragdo (através do grafico de concentragio versus
resposta ou pela equacdo da curva resultante) (Figura 2a).%>3

A padronizagdo interna consiste na preparagio dos padrdes de
calibrac@o contendo diferentes concentragdes do analito, nos quais se
adiciona uma concentragio fixa do padrdo interno (PI). Esse método
permite avaliar a variacdo da resposta em fun¢ao de manipulacdes da
amostra (por exemplo, concentracdo, extracdo, preparo da amostra),
sendo o método de escolha para andlises em matrizes biolégicas, quando
ndo se trabalha com injecéo direta de amostras. O modelo de regressao
e o gréfico sdo elaborados pela relacdo entre a razdo das dreas (drea do
analito/drea do padrdo interno) com as concentragdes do analito. Na
aplicacio do método, as amostras desconhecidas sao analisadas ap6s a
adigdo da mesma quantidade do padrio interno (Figura 2b).>

A padronizagdo por adigdo de padrdo é o método utilizado nas
seguintes situacdes: quando ndo € possivel obter a matriz isenta do
analito; em matrizes muito complexas; quando ha fortes interacdes
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entre o analito e a matriz e quando € dificil encontrar um padrio
interno adequado.’' Este método consiste na adi¢do de diferentes
concentracdes do analito a matriz, que ja contém uma quantidade
desconhecida do mesmo. A adi¢@o deve ser feita antes do processo
de tratamento da amostra. A concentra¢do do analito na matriz bio-
l6gica é determinada pela extrapolacdo da reta, definida pelas demais
concentracdes analisadas (Figura 2¢).3!3

Considerando que, em geral, os métodos bioanaliticos utilizam
etapas de tratamento com significativa manipulacio da amostra (por
exemplo, extracdo, diluicdo, centrifugacdo, concentragdo, etc), na
maioria das vezes utiliza-se a padronizaco interna para a elaborag¢do
da curva de calibragio.

0o 0z 0 040 0
Concentragdo do analito (pg/mL)

Areado analitoffrea do padraointemo O

T T T T
0,10 o020 o020 0,40

Concentragdo do analito (pg/mL)

T
0s0

Area
8

!

I

)

1

)

I

|
Y e e e A

c |
Concentracdo do analito adicionado (pg/mL)

Figura 2. Métodos de padronizagdo para curva de calibragdo. a) padrdao
externo; b) padrdo interno e c) adi¢do de padrdo
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Construgdo e avaliagdo de modelos de regressdo

Para que um método bioanalitico por HPLC seja adequadamente
validado e os dados gerados sejam confidveis, € essencial obter uma
curva de calibragdo bem elaborada e interpretada.®*® As concentragoes
dos analitos sdo determinadas por meio de regressdes obtidas a partir
das curvas de calibracio e, embora em alguns casos seja necessdria a
utilizagdo de calibragio ndo-linear, normalmente se opta pela regres-
sdo linear, por sua maior simplicidade e aplicabilidade.'*’

A elaboracio de um modelo de regressdo pressupde a existéncia
de um conjunto de pontos que apresentam uma tendéncia regular e
que podem ser representados por uma fun¢ao matematica, que normal-
mente € escolhida através de um processo de ajuste conhecido como
método dos minimos quadrados. Portanto, estabelece-se a tendéncia
da varidvel dependente (y) em fungdo da varidvel independente (x)
que, para uma regressao linear, pode ser expressa como y = ax + b,
onde a € o coeficiente angular da reta e b seu intercepto com o €ixo
y (ou coeficiente linear).

Na construcdo da curva de calibragdo, para cada concentragio
avaliada (x,) € obtida uma determinada drea/altura de banda croma-
togréfica (y), resultando entdo em um conjunto de N pontos carac-
terizados pelas coordenadas (x, y ), a partir dos quais se estabeleceu
y = f(x). Para cada valor de x, pode-se estimar um valor para y,
denominado y, . O método de minimos quadrados sugere que y,_
seja obtido de tal forma que a diferenca em relagdo ao conjunto de
dados experimentais (y,) seja minima, ou seja:

SQr=2.(yi - yes) @

sendo SQr a soma dos quadrados dos residuos obtidos entre os
valores experimentais e estimados.*® Para um entendimento mais
pormenorizado dos cédlculos matemadticos que envolvem a constru-
¢do da regressdo por minimos quadrados, podem ser consultadas as
refs. 39 a 42.

O coeficiente de correlagdo r, varidvel entre -1 e +1, representa o
nivel de erro em relacdo ao sinal analitico e a qualidade de ajuste da
equagdo a curva de calibracdo. Em muitos casos, o conceito estatistico
de r é mal interpretado, sendo utilizado como critério de aceitacdo da
linearidade da regressdo para muitos analistas. Porém, mesmo quando
se obtém valores de r proximos a 1 ou -1, € possivel que a regressao
ndo seja linear ou que o modelo de regressdo linear proposto nao
atenda a faixa de concentrac@o estabelecida.’”*

Pode-se verificar se a equagdo de regressdo linear € estatistica-
mente significativa através dos seguintes testes: ajuste do modelo
linear, validade da regressdo, eficiéncia da regressdo e eficiéncia
mdxima.

Teste de ajuste do modelo linear

A curva de calibracdo € construida pela andlise de pelo menos
6 concentragdes ao longo da faixa de trabalho, com replicatas para
cada concentragdo. E importante que as repeti¢des de analises sejam
realizadas a partir de replicatas auténticas, ou seja, cada resposta
instrumental (drea/altura de banda) deve ser o resultado da repeti¢cao
de todo o processo de andlise da amostra, desde sua preparacdo ini-
cial, ndo sendo suficiente apenas reintroduzir a mesma amostra no
sistema cromatografico.!?

A média dos valores encontrados para cada concentragdo ¢
o valor aceito e o desvio padrdo da média € calculado para cada
concentragdo, portanto, as incertezas (erros aleatérios) ndo sao
representativas para a curva de calibracdo como um todo, pois se
tratam de incertezas pontuais. A dispersao das medidas (valores de
y) deve ser independente da concentra¢io do padréo de calibragdo,
seguindo uma distribui¢cdo normal, propriedade conhecida como
homoscedasticidade.***° Porém, quando o intervalo de concentragéo
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¢ muito amplo (como ocorre em vérios métodos bioanaliticos),
maiores desvios serdo encontrados nas concentracdes mais altas,
o que poderd influenciar a regressdo linear mais intensamente que
os pequenos desvios ocasionados nas concentragdes mais baixas
(heteroscedasticidade).”’

A homoscedasticidade da regressdo linear pode ser avaliada
pelo teste de ajuste do modelo, pela observacio do gréfico de resi-
duos versus concentragio' ou pela aplicagido do seguinte teste F de
significancia:®

Fop = S (3)

onde F o CXPIESSA 8 TaZ80 entre as variancias obtidas na menor con-
centracdo (s,?) e na maior concentragio (s,’). Compara-se esse valor
ao F = Fmﬂ) com 99% de confianga, sendo fl=f2=(n — 1) graus
de liberdade (n = niimero total de observacdes). Se a variancia for
constante em toda a faixa da curva de calibrago, os residuos estardo
aleatoriamente distribuidos no eixo x e F., serd menor que F,_ %

A avaliacdo de ajuste do modelo linear pela andlise das varidncias
(ou teste-F de significAncia) € um método bastante conhecido e bem
estabelecido, cuja discussao esté fora do contexto deste trabalho.**2
Para esse teste, utilizam-se os termos detalhados na Tabela 1, que pode
ser aplicada a modelos com p parametros (neste caso, p = 2). Faz-se
o célculo da razdo das médias quadrdticas, ou seja, F' = MQfa/MQep
e compara-se o valor obtido com F F (tabelado), para

critico © (m—2);(n—m)

o grau de confianga desejado. Se F<F__. . a linearidade € aceita e

o ajuste do modelo € considerado satisfatério, ou seja, as variancias
em y sdo independentes das concentragdes em x.

Tabela 1. Termos calculados para andlise pela varidncia do ajuste do
modelo e da validade da regressao linear pelo método dos minimos
quadrados. Adaptada da ref. 38

Fonte Soma Equacao v Média
Quadriatica quag Quadritica

Regressao _ MQR = SQR/
SQR -y)? -1

Residuo MQr = SQr/
SQr -y ) -

) e LA A

erro . i MQep = SQep/

puro (ep) SQep XXyt n-m (n—m)

falta de . MQfa = SQfa/

ajuste (fa) SQfa XX (0,,-¥y, ) m-p (m—-p)

Total (T) SQT  IX(-y? n-1 MQ(Tn B ??T/

n = nimero total de observagdes; m = nimero de niveis distintos; p
=ndmero de pardmetros do modelo (=2); y, = valores experimentais
de y; y,, = valores calculados de y; y = média global dos valores
experimentais de y; y= média dos valores obtidos no nivel i; v =
graus de liberdade.

Quando o modelo linear apresenta falta de ajuste, algumas
opgdes podem ser consideradas: a) um novo intervalo de trabalho
pode ser estabelecido, normalmente excluindo-se a concentracéo
mais alta. Obtém-se um novo modelo linear de regressdo, que no-
vamente deverd ser testado quanto as variancias;*® b) ajusta-se um
modelo quadrético para o mesmo conjunto de valores e avalia-se
novamente seu ajuste. Esse ajuste pode ser necessdrio quando do
uso de alguns detectores** ou ser uma indicagio de problemas com o
método bioanalitico, tais como solubilidade do analito ou supressio

Validagdo em métodos cromatograficos para andlises de pequenas moléculas 1025

de fons;¥ ¢) transformam-se os dados de x e/ou y antes de construir
aregressdo linear. Duas formas comuns sdo as transformagdes por
célculo do logaritmo ou da raiz quadrada de ambos os valores (x
e y) antes da regressdo linear. A transformacdo dos dados € uma
boa opg¢do de melhorar o ajuste do modelo linear e assegurar sua
robustez, uma vez que reduz significativamente o intervalo da curva
de calibrag@o, causando uma compressao dos valores e estabilizando
a variincia em toda a extensdo das concentragdes;*’ d) uso de fator
peso - um método pra contornar a heteroscedasticidade € aplicar
um modelo de regressdo ponderado, cujo principio € dar maior
importancia para dados com baixa varidncia e menor importancia
para dados com alta variancia. Os pesos (w,) comumente usados
sdo os valores empiricos 1/x, 1/x%,1/x"2 e 1/y'?, de tal forma que se
calcula, para cada valor de w, novos valores para os coeficientes da
regressdo (a e b) e, posteriormente, avalia-se qual dos pesos forneceu
um modelo linear com melhor ajuste, calculando-se a percentagem
de erro relativo individual e escolhendo o peso correspondente ao
menor valor.*¢4!

Avaliagdo da validade da regressdo

Para a avaliacdo da validade da regressdo, faz-se novamente um
teste F de significancia, através dos termos descritos na Tabela 1.
Calcula-se F=MQR/MQr e compara-se com o valor de F'__. (tabe-

critico
lado), sendo F . =F no nivel de confianga selecionado. Se F
=F

critico  (p-1),(n-2)°

i N4 indicagdo de que a regressdo € significativa, pois aceita-
se que a # 0, ou seja, a inclinagdo da reta ndo € nula. Se F<F__. .
ndo hd indicacdo da relagdo de linearidade entre x e y e, portanto, a
regressdo linear ndo tem sentido. Quanto maior for o valor de F, mais
significativa serd a relagdo entre x e y.*

Aceitando-se a validade da regressdo, pode-se calcular sua efici-
éncia através do coeficiente de determinagéo,** dado por:
SQR

2o SR 4
R =sar @

Valores abaixo de 0,95 (R?< 0,95) indicam que a regressdo ndo ¢
eficiente; o valor desejado para R? é teoricamente 1, 0 que ocorrerd se
toda variac@o de y em torno da média for explicada pela regressdo, ou
seja, ndo houver residuo algum.* A eficiéncia mdxima da regressao
(mdxima variancia que pode ser explicada pela regressao) € calculada
pela seguinte equagio:*

R? = SQT - SQep (5)
SQT

Para a elaboracdo de uma curva de calibra¢do que realmente
atenda as necessidades que o método proposto pretende, recomenda-
se que sejam tomados todos os cuidados experimentais necessarios
para que a coleta de dados seja precisa e eficiente. Ao construir o
modelo de regressao, deve-se avaliar a homoscedasticidade dos da-
dos, ajustando-se um modelo linear (inicialmente) e procedendo-se
os testes para avaliar a qualidade do modelo, através da andlise pela
variancia. Se ndo houver falta de ajuste e se a regressao for vélida,
pode-se determinar o intervalo de confianga do modelo e fazer a
regressdo inversa, através da qual se calcula a concentraco a partir
dos valores instrumentais obtidos:*

x=Y 0 ©)
a
Caso contrdrio, podem-se fazer novos ajustes no modelo (restrigdo
da faixa de concentragdo,* aplicacdo de transformagdes ou modifi-
cacdes do modelo proposto) e assim obter melhores resultados para
aplicagdo pratica do método analitico.*?
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Precisao e exatidao (bias)

A precisdo e a exatiddo determinam os erros de uma medida
analitica e sdo os principais critérios usados para julgar a qualidade
de um método bioanalitico.

Precisdo

A precisdo de um método bioanalitico é a medida dos erros
aleatdrios e representa a proximidade dos resultados obtidos a partir
de medidas independentes de amostragens multiplas de uma amos-
tra homogénea.? Este € um importante parimetro que possibilita
decidir se o método bioanalitico é confidvel ou ndo para o objetivo
da andlise.

A precisdo pode ser expressa como uma estimativa do desvio
padrdo (s) ou desvio padrdo relativo (DPR), também conhecido como
coeficiente de variacdo (CV %), de uma série de repeti¢des da mesma
amostra, em diferentes preparagdes:>®’

@)

DPR (%) ou CV (%) = >x 100 8)
X

onde x, € o valor individual de uma determinagdo, x € a média arit-
mética das determinagdes e N € o nimero de determinagdes.

A precisdo deve ser avaliada de trés maneiras:” através da repetibi-
lidade (precisdo intra-dia); precisao intermedidria (precisao inter-dias)
e reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial).

Repetibilidade (precisdo intra-dia)

Define a precisdo do método em repetir, em um curto intervalo
de tempo, os resultados obtidos nas mesmas condi¢des de andlise, ou
seja, com 0 mesmo analista, com 0 mesmo equipamento, N0 Mesmo
laboratdrio e fazendo uso dos mesmos reagentes.

A repetibilidade ndo deve ser confundida com a andlise da
precisdo instrumental ou repetibilidade de inje¢des de uma mesma
amostra.* E importante ressaltar que a precisido do método avaliada
através da repetibilidade € investigada pela andlise das amostras con-
trole de qualidade preparadas em replicatas para cada concentragao,
enquanto que a precisdo instrumental avalia uma seqiiéncia de, no
minimo, 10 inje¢des de uma tinica amostra.’!

Precisdo intermedidria (precisdo inter-dias)

Define a habilidade do método em fornecer os mesmos resultados
quando as andlises sdo conduzidas no mesmo laboratério, mas em
diferentes dias, por diferentes analistas e diferentes equipamentos.
Para a determinagdo da precisdo intermedidria, recomenda-se um
minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes® e, na maioria
das validacdes bioanaliticas, adotam-se trés dias ndo consecutivos.

Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial)

O termo € utilizado para demonstrar a precisdo entre laboratdrios.
Os resultados sdo obtidos usando o0 mesmo método e mesmas amos-
tras em diferentes laboratdrios, diferentes analistas e equipamentos.
No entanto, é possivel avaliar a reprodutibilidade parcialmente, onde
somente alguns dos fatores citados sdo modificados. Neste caso, as
varidveis avaliadas devem ser registradas.

O termo reprodutibilidade € freqlientemente utilizado erro-
neamente para expressar as andlises conduzidas em um mesmo
laboratdrio, ou seja, para expressar a precisao intermedidria, o que
deve ser evitado.

De acordo com Hartmann et al.,® a investigacao interlaboratorial
ndo € necessdria em estudos bioanaliticos quando a precisdo interme-

Quim. Nova

didria foi previamente avaliada ou, ainda, quando o método ndo serd
utilizado por diferentes laboratdrios. A ANVISA? também nio exige
que a reprodutibilidade seja avaliada para a concessdo de registros.

De acordo com as diretrizes do ICH,* a precisdo deve ser investigada
com o uso de amostras certificadas ou, quando isto ndo € possivel, podem
ser empregadas amostras preparadas artificialmente, ou seja, amostras
bioldgicas adicionadas com o padrdo. Similarmente, o FDA! recomenda
que as amostras para a validacdo do método (padrdes de calibracdo e
amostras controle de qualidade) sejam preparadas na propria matriz e
que os padrdes sejam de referéncia analitica, com conhecida identificacdo
e pureza. Trés tipos de padrdes de referéncia podem ser adotados:! (1)
amostras padrdes certificadas (por exemplo, USP); (2) padrdes de referén-
cia obtidos comercialmente e, (3) outros materiais de pureza conhecida,
como os obtidos sinteticamente por laboratdrios analiticos, desde que os
materiais tenham sido previamente caracterizados e identificados.

Dentro desta tltima classificacao descrita pelo FDA,' entende-se
que produtos naturais obtidos a partir de extratos de plantas também
podem ser utilizados como padroes de referéncia e, da mesma forma
que os padrdes obtidos sinteticamente, estes compostos devem ser
purificados, caracterizados e identificados.

No trabalho realizado por Beltrame er al.*® o extrato hidroalco-
6lico preparado de Trichilia catigua foi inicialmente purificado por
cromatografia contra-corrente. Posteriormente, a fra¢@o cloroférmica
foi purificada por extracdo em fase sélida e cromatografia semi-
preparativa. Este procedimento permitiu a obten¢do do composto
Cinchonain Ib puro, que foi caracterizado e posteriormente utilizado
para a quantificaciio deste mesmo composto em formulacdes herbais
vendidas como Catuaba, no Brasil.

Exatidado (bias)

A exatiddo representa a concordancia entre os resultados obtidos
pelo método e os valores nominais, aceitos como referéncia.'?

A exatiddo de um método bioanalitico é a medida dos erros
aleatdrios e sistemdticos (bias).® No entanto, o termo exatiddo €
freqlientemente empregado para descrever somente 0s erros siste-
maticos do método em questdo e é melhor expresso com o desvio
em porcentagem bias do valor de referéncia:'®

X, =X
Exatidao (Yobias) = | ——
X

%100 )

onde x, € o valor de concentragdo experimental e x € o valor de con-
centra¢do nominal da determinag@o.

E importante salientar que, na validagio de métodos bioanaliticos,
a exatidao ¢ obtida através da aproximacdo de resultados, ou seja,
devido a impossibilidade de se trabalhar com amostras certificadas
do analito na matriz de interesse, as amostras padrdo sdo obtidas
pela adicéo do analito na amostra branco. Desta forma, a exatiddo é
determinada para cada concentragdo dos trés controles de qualidade
através da concordancia das concentragcdes medidas e nominais do
analito na amostra adicionada.'

Assim como a precisdo, a exatiddo também € um parametro
que permite julgar a confiabilidade do método bioanalitico e deve
ser investigada apds a determinacdo da seletividade, linearidade e
precisdo do método analitico.'

Os guias do FDA! e da ANVISA? preconizam que a precisdo e a
exatidao devem ser investigadas pela andlise de, no minimo, 3 con-
troles de qualidades (CQ) analisados em 5 replicatas de preparo de
amostras, com niveis de concentragdes baixa (CQB), média (CQM)
e alta (CQA) em relagdo ao intervalo de concentragdo da curva de
calibrag@o.

As amostras controle de qualidade devem ser preparadas na mes-
ma matriz bioldgica para a qual o método foi desenvolvido.'> Desta
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forma, as amostras controle de qualidade devem ser submetidas as
mesmas etapas de pré-tratamento utilizadas no preparo das amostras
da curva de calibragdo e das amostras desconhecidas.

E recomendado, para o CQB, um valor de concentrago igual
a trés vezes a do limite inferior de quantifica¢do (LIQ); para o
CQM, um valor de concentragdo préximo a central da curva de
calibracdo e, para o CQA, uma concentragdo préxima ao valor
mais alto da curva de calibragdo."!’> A ANVISA,?> de modo mais
especifico, relata a mesma consideragdo do FDA! para o valor de
CQB, enquanto propde para o CQM uma concentragdo igual a
aproximadamente a média entre o valor de CQB e CQA e, para
o CQA, um valor de concentra¢io que represente 75 a 90% do
maior valor da curva de calibracio.

O protocolo de validagdo utilizado por pesquisadores do nosso
grupo descreve valores para o CQB de 110-120% em relagdo ao
ponto de menor concentragdo da curva de calibra¢do; para o CQM
de 40-60% em relacdo ao ponto de maior concentrag@o da curva de
calibracdo e para o CQA valores de 75-95% em relacdo ao ponto de
mais alta concentragéo da curva de calibragdo.?”-2833.3447.48

A precisdo e a exatiddo, determinadas para cada uma das concen-
tracdes da curva de calibragdo e dos controles de qualidade, devem
estar no intervalo de + 15% da concentracdo nominal de todas as
concentragdes, exceto para o valor de LIQ, que nao deve ultrapassar
20%. No trabalho de Hartmann et al.,} o significado dos limites de
aceitacdo de 15 e 20% ¢€ discutido em detalhes.

De acordo com Bansal e DeStefano,* amostras controle de
qualidade que, apds as andlises, apresentaram desvios superiores
aos limites aceitdveis, somente devem ser excluidas dos cédlculos de
precisdo e exatiddo quando os erros encontrados forem provenientes
de problemas conhecidos, como cromatograficos ou de extracao.

Estes critérios de aceitagdo para a precisdo e exatiddo de métodos
bioanaliticos tém sido amplamente aceitos e utilizados.>'>?% No
entanto, variam consideravelmente as propostas sobre o nimero de
controles de qualidade e de replicatas de cada concentra¢do que devem
ser utilizadas nas validagdes dos métodos bioanaliticos.®!3%°

Limites de quantificaciao (LQ) e de deteccao (LD)

Os termos limite de quantifica¢do (LQ) e limite de deteccdo (LD)
sdo utilizados para demonstrar a habilidade do método em quantificar/
detectar baixas concentragdes de um analito.

O limite de detec¢do € definido como a menor concentracdo
de um analito que o método € capaz de diferenciar confiavelmente
do ruido de fundo.>!S E importante ressaltar que esta concentracio
é detectada com seguranga porém, em contrapartida, ndo pode ser
quantificada.

A ANVISA? recomenda que o LD seja de 2 a 3 vezes superior
ao ruido da linha de base. No entanto, € muito comum o registro de
vérios picos cromatograficos nas amostras branco, o que pode oca-
sionar interferéncia no sinal de fundo ou, até mesmo, uma estimativa
errada do ruido da linha de base e, conseqiientemente, do valor de
LD, o que dificulta a comparagio de valores obtidos para limites de
detecgdo entre diferentes laboratdrios.®

O limite de quantificagdo (LQ) € definido como a menor concen-
tra¢@o do analito de interesse em uma amostra, que pode ser quantita-
tivamente determinado com valores aceitdveis de precisio e exatiddo.
Alguns autores utilizam o termo limite de quantificagdo,>!> enquanto
outros subdividem o termo em limite inferior de quantificacdo (LIQ)
e limite superior de quantificagdo (LSQ).!:>671349

Limite inferior de quantifica¢do (LIQ)
O LIQ ¢ estabelecido através da analise de amostras branco
adicionadas do analito, em concentra¢des decrescentes, até se obter
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niveis que sejam quantificados com valores aceitos de precisdo e
exatiddo. Estes valores devem ser maiores que 15% e menores ou
iguais a 20%.'? Além disso, as diretrizes do FDA'! e da ANVISA?
aceitam que o limite inferior de quantificagio seja determinado com
relacdo a menor concentracdo do analito que produza uma resposta
de, no minimo, 5 vezes a resposta da linha de base obtida pela amostra
branco. No entanto, deve-se especificar qual dos dois métodos foi
utilizado para a determinagdo do LIQ. O LIQ pode coincidir com a
menor concentracdo da curva de calibragdo, sem que seja confun-
dido com o limite de detec¢do ou controle de qualidade de menor
concentracdo (CQB).*

Limite superior de quantificacdo (LSQ)

O LSQ € a concentragdo maxima de analito que pode ser quanti-
ficada com valores de precisio e exatiddo aceitdveis. De forma geral,
0 LSQ apresenta o mesmo valor da mais alta concentragao utilizada
na curva de calibragéo.'*

Recuperacio (eficiéncia de extracio)

A recuperacdo avalia a eficiéncia do método de tratamento das amos-
tras bioldgicas. Este parametro € calculado comparando-se a resposta
obtida para o analito adicionado na matriz bioldgica e extraido com a
resposta obtida para o analito em amostras preparadas em solvente e,
conseqiientemente, ndo extraidas, as quais representam 100%.">13

Para a avalia¢@o da recuperacio, devem-se utilizar concentragdes
em trés niveis: baixo, médio e alto, de acordo com a curva de calibra-
¢do. Comumente, utilizam-se as mesmas concentra¢des empregadas
como controles de qualidade do método.!*%

Nos métodos bioanaliticos, a recuperacdo deve ser também ava-
liada para os compostos utilizados como padrio interno, independente
da concentrag@o usada. Aceita-se uma variagdo de até 15% do valor
de recuperagio determinado para os analitos de interesse.'?

Embora altos valores de recuperag@o sejam desejdveis para ma-
ximizar a sensibilidade do método, ndo € necessario que este valor
seja de 100% e, sim, que a recuperagdo seja consistente, precisa e
reprodutiva.!>4

Para célculos de recuperagdo de amostras derivadas durante o
procedimento de extracdo, faz-se necessdria a obtengdo de amostra
padrao derivada.’

Na utilizacdo de métodos bioanaliticos multidimensionais, a
recuperagdo € avaliada em termos da eficiéncia da transferéncia
da banda cromatogréfica de interesse. Este pardmetro é calculado
comparando-se as dreas das bandas cromatograficas obtidas da injecio
das amostras do analito preparadas em solvente com as das amostras
branco adicionada com o analito de interesse.?’28:333447.48

Estabilidade

Para assegurar que a estabilidade do analito seja mantida nas
condi¢des de preparo, andlise e estocagem das amostras, vdrios
tipos de estabilidade devem ser avaliados durante a valida¢do de um
método analitico:'** estabilidade das solu¢des-padréo, estabilidade
apos ciclos de congelamento e descongelamento, estabilidade de
curta duragdo, estabilidade das amostras processadas e estabilidade
de longa duragdo.

Recomenda-se avaliar a estabilidade das solu¢des-padrdo em
uma dnica concentragéo e, no minimo, em duplicata.* Para os demais
estudos, as andlises devem ser realizadas em triplicata, com amostras
CQ nas concentragdes baixa (CQB) e alta (CQA)."**” Porém, quando
somente trés replicatas sdo analisadas, a probabilidade de conclusdes
errOneas sobre os dados € alta e, por esse motivo, Hartmann et al.®
propdem um minimo de seis réplicas.
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Para avaliar a estabilidade do analito em uma dada matriz, nor-
malmente trés procedimentos experimentais sdo empregados:'* (i)
amostras CQ sdo preparadas e armazenadas nas condi¢des desejadas
durante um periodo de tempo. Depois do periodo de estocagem, um
segundo grupo de amostras CQ, nos mesmos niveis de concentragdo,
¢ preparado usando solucdo-estoque recém-preparada. As amostras
CQ recém-preparadas sdo analisadas junto com as amostras armaze-
nadas, usando uma curva de calibracdo obtida com padrdes recém-
preparados. Os resultados obtidos com as amostras CQ armazenadas
sdo comparados com aqueles obtidos utilizando-se amostras CQ
recém-preparadas; (ii) amostras CQ sdo preparadas, armazenadas
e, depois, analisadas em uma curva de calibragdo construida com
padrdes recém-preparados. O analito € considerado estdvel se um
nimero pré-determinado de amostras CQ cumpre os critérios de
aceitag@o especificados para o método; (iii) um lote de amostras
CQ € preparado e algumas amostras sdo analisadas imediatamente
ap6s o preparo em uma curva de calibracdo gerada com padrdes
recém-preparados. Outros CQ do mesmo lote sdo armazenados e
quantificados, depois de serem submetidos as condi¢des do estudo
de estabilidade, em outra curva de calibragdo. As concentracdes das
amostras CQ determinadas em cada ocasido sdo comparadas para
avaliar a estabilidade.

Em relacio aos critérios de aceitacio dos estudos de estabilidade,
algumas considerag¢des sdo encontradas na literatura. Nao ha uma
concordancia sobre o critério de aceitagdo que define a estabilidade
aceitdvel para as solugdes-padrdo. Entretanto, o consenso € que
a degradagdo deve ser pequena, uma vez que estas solugdes sio
usadas no preparo dos padrdes de calibragdo e amostras CQ.* Para
os demais estudos de estabilidade, as amostras serdo consideradas
estdveis quando ndo se observar desvio superior a 10%!* ou 15%>*
do valor obtido para as amostras recém-preparadas.

Estabilidade das solu¢ées-padrao

A estabilidade do analito e do padrdo interno nas solu¢des-padrio
estoque, preparadas em concentracdes conhecidas e com solventes
apropriados, deve ser investigada no inicio da validagdo do método,
para que seja estabelecido o tempo de validade de tais solucdes. Os
experimentos devem contemplar a temperatura adequada para o
armazenamento (ambiente, sob refrigeracdo ou congelamento) e o
periodo de estocagem das solugdes. As andlises devem ser realizadas
em intervalos de tempo apropriados, por exemplo, no minimo 6 h
apds o preparo'** e depois de 15 e 30 dias."

Os resultados obtidos com as soluc¢des estoque recém-preparadas
devem ser comparados com aqueles obtidos utilizando-se as solugdes-
padrdo estoque armazenadas. Caso seja confirmada a estabilidade
das solugdes estoque, os padrdes de calibracdo e as amostras CQ
utilizados durante a validag@o e na aplicagdo do método analitico
podem ser preparados a partir da mesma solug@o estoque,’ sem a
necessidade de preparar novas solugdes.

Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento
Freqilientemente, as amostras do estudo sdo congeladas e des-
congeladas para re-andlises. Por esse motivo, deve ser avaliada a
estabilidade do analito na matriz bioldgica apds, no minimo, trés
ciclos de congelamento e degelo. Um experimento para avaliar este
tipo de estabilidade € proposto nos guias para validacdo de métodos
bioanaliticos elaborados pelo FDA! e pela ANVISA? e, também, no
artigo de Bansal e DeStefano:* amostras CQ devem ser congeladas na
temperatura pretendida para o armazenamento das amostras do estudo
(normalmente a —20 °C ou —70 °C) e mantidas nessa temperatura por
24 h. Depois desse periodo, as amostras devem ser submetidas ao
descongelamento a temperatura ambiente. Quando completamente
descongeladas, as amostras devem ser novamente congeladas, na
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mesma temperatura, por 12 a 24 h e, entdo, descongeladas. Este
ciclo de congelamento e degelo ¢ repetido, no minimo, mais duas
vezes. O analito deve ser quantificado (i) apds o ultimo ciclo de
congelamento e degelo!'>*!!* ou (ii) apés cada ciclo.'** Em ambos
0s casos, os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos
nas andlises das amostras recém-preparadas'>!* ou com os valores
nominais dos CQ.*

Se o procedimento (i) € usado e for constatada a instabilidade do
analito, entdo as amostras CQ devem ser analisadas apds cada ciclo
de congelamento e degelo, para que seja determinado o nimero de
ciclos para o qual o analito se torna instdvel.*!*!4 Caso seja constatato,
por exemplo, que o analito permanece estdvel somente apds um ciclo,
as amostras nio podem ser congeladas e descongeladas mais de uma
vez. Nesse caso, durante a coleta das amostras desconhecidas deve-se
armazenar, na temperatura adequada, um niimero suficientemente
grande de aliquotas que permita, se necessdrio, reandlises.

Estabilidade de curta duragao

Deve ser demonstrado que o analito permanece estavel na matriz
biolégica nas condi¢des do laboratdrio (temperatura, umidade e lumi-
nosidade) e durante o processo de preparo das amostras. E importante
ressaltar que todas as etapas envolvidas no preparo da amostra devem
ser cuidadosamente avaliadas para verificar se em algum momento o
analito sofre degradacao. O exato momento que ocorre a instabilidade
deve ser detectado para que sejam tomadas medidas para estabilizar
o analito nas etapas que apresentam problemas.

Para avaliar a estabilidade do analito em condig¢des de curta dura-
¢do, o seguinte procedimento experimental € recomendado: amostras
CQ devem permanecer a temperatura ambiente durante vdrias horas,
por exemplo, de 4 a 24 h, baseado no tempo em que as amostras do
estudo serdo mantidas nessa temperatura.'>+!4

Os resultados dessa estabilidade devem ser comparados com
aqueles obtidos para as amostras CQ recém-preparadas, que sio
analisadas sem o tempo de espera na bancada,>!* ou com os valores
nominais dos respectivos CQ.*

Se for constatada a instabilidade do analito nessas condigdes,
temperaturas menores devem ser avaliadas; as amostras, por exemplo,
podem ser colocadas em banho de gelo.'* Para certos analitos, como
captopril e dcido acetilsalicilico, por exemplo, que sofrem alteragao/
degradacdo na matriz biolégica, aditivos apropriados (inibidores en-
zimaticos, anti-oxidantes, etc.) devem ser adicionados nas amostras
com o intuito de estabilizd-los no fluido bioldgico.'®

Caso a diminuicdo da temperatura e o uso de aditivos ndo sejam
suficientes para reduzir a degradacio do analito na matriz bioldgica,
o seguinte procedimento deve ser avaliado:'*'* imediata extra¢do do
analito da matriz bioldgica e congelamento do residuo seco, para
posterior reconstitui¢@o e andlise.

Estabilidade das amostras processadas

Problemas de instabilidade podem ocorrer ndo somente na
matriz biolégica e/ou durante o tratamento das amostras, mas
também nas amostras processadas. Portanto, € necessdrio testar
a estabilidade do analito no solvente em que foram extraidos
ou reconstituidos, na temperatura do auto-injetor e também em
temperaturas mais baixas (sob refrigeragdo), caso os extratos das
amostras sejam armazenados antes das andlises. Em relacdo ao
tempo, o mesmo deve ser superior ao esperado para a duragdo da
andlise cromatografica, o que possibilita, se necessdrio, a reinje¢ao
dos extratos ou um tempo de espera devido a circunstancias ndao
previstas como, por exemplo, o mau funcionamento do sistema
cromatogréfico.” 114

Dadgar et al.'® e Wieling et al.®® propdem que as replicatas das
extracdes de cada concentragdo CQ sejam misturadas, agitadas e
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aliquotadas para injecdes nos tempos zero, intermedidrio (a cada
2 h) e maximo programado para completar o estudo (por exemplo,
24, 36 ou 48 h). A comparacio das concentracdes das amostras no
tempo zero e demais tempos serd independente da reprodutibilidade
da extragdo, quando se trabalha com a mistura das fragdes extraidas
em cada concentragao.

A avaliagdo da estabilidade das amostras apés processamento
com padrdes de calibragdo recém-preparados ndo € um procedimento
normalmente utilizado na valida¢do, mas pode ser conduzido.”® Um
exemplo de como este tipo de estabilidade pode ser avaliada € apre-
sentada por Wieling er al..>

Estabilidade de longa duracdo

Dois problemas podem ocorrer quando amostras bioldgicas sdo
armazenadas por longos periodos de tempo: a adsor¢ao do analito
no recipiente e/ou a degradagdo dos compostos de interesse, com
subseqiiente formagao de metabdlitos e/ou outras substancias. Por
esse motivo, a estabilidade de longa duragdo do analito na matriz
biol6gica deve ser estabelecida nas mesmas condi¢des de estocagem
das amostras desconhecidas para o qual o método analitico estd
sendo desenvolvido,">*!1%% ou seja, (i) no mesmo tipo de recipien-
te e na mesma temperatura em que as amostras do estudo serdo
armazenadas; (ii) por um periodo de tempo superior ao intervalo
de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra do
estudo e a andlise da dltima. As amostras devem ser analisadas em
vérios tempos, por exemplo, 1, 3, 6, 9 e 12 meses, dependendo da
estabilidade requerida.

Idealmente, as amostras controle usadas para avaliar a es-
tabilidade de longa duragdo devem ser coletadas dos pacientes/
voluntdrios, misturadas, aliquotadas e armazenadas nas mesmas
condi¢des a que as amostras do estudo serdo submetidas. Entre-
tanto, o uso de amostras CQ preparadas com uma matriz bioldgica
isenta do analito (matriz branco) € uma alternativa aceitavel e mais
comumente utilizada.!

Dadgar et al."* propdem que a estabilidade de longa duracéo do
analito na matriz bioldgica seja avaliada concomitantemente com a
estabilidade de uma matriz branco, para determinar se a degradagio da
matriz acarreta em um aumento de interferéncias. Este procedimento
foi adotado por Oliveira e Cass*’ no desenvolvimento e validagdo
de um método analitico, usando inje¢do direta de amostra, para
quantificar cefoperazone em leite bovino. As andlises realizadas para
avaliar a estabilidade da matriz bioldgica mostraram que a mesma
permaneceu estdvel por um periodo de 3 dias, quando armazenada
a4 ou-20°C.

Para verificacdo da estabilidade de longa duragdo, réplicas de
ambas as amostras CQ, recém-preparadas e estocadas, sdo analisadas
e suas respostas comparadas.>>>*

Validacao da diluicao

Se for esperado que a concentrag@o de algumas amostras desco-
nhecidas possa exceder a do maior padrdo da curva de calibragdo, a
integridade da diluicdo dessas amostras deve ser demonstrada.!>#1°
Para isso, amostras CQ preparadas em concentra¢do vdrias vezes
maior que o limite superior da curva de calibracio devem ser dilui-
das com uma matriz branco e analisadas, no minimo, em um dia da
validacdo. Os critérios de aceitagdo para as amostras CQ diluidas sao
os mesmos estabelecidos para os pardmetros de exatidao e precisdo
do método."+1

E importante salientar que se durante as andlises das amostras
do estudo for constatada a necessidade de uma diluicdo maior que
aquela anteriormente avaliada, uma outra validacdo da dilui¢do deve
ser realizada.*

Validagdo em métodos cromatograficos para andlises de pequenas moléculas 1029

Robustez

A robustez de um método analitico mede sua suscetibilidade
frente a pequenas variacdes que podem ocorrer durante as andlises
de rotina. Os testes de robustez sdo de fundamental importincia para
que os analistas conhegam quais fatores devem ser estritamente con-
trolados durante a execugdo de um método. Para examinar as causas
de variabilidade dos resultados, varios fatores devem ser avaliados,
tais como: pH, forca idnica e quantidade do modificador organico da
fase movel, temperatura da coluna, vazao da fase mével, diferentes
colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes), procedimentos envolvidos
no preparo das amostras, etc. Se as alteragdes das condi¢des de andlise
produzirem resultados dentro dos limites aceitaveis de seletividade,
exatiddo e precisdo, o método pode ser considerado robusto e tais
variagdes podem ser incorporadas ao procedimento.*! Por outro lado,
constatando-se susceptibilidade do método a tais variacdes, estas
deverdo ser adequadamente controladas, ou precaugdes deverao ser
incluidas no procedimento.’

Vander-Heyden ef al.> apresentam uma excelente discusséio sobre
todas as etapas envolvidas em um estudo de robustez: identificagdo
e sele¢@o dos fatores a serem investigados, definicdo dos diferentes
niveis para os fatores, sele¢io e execugao dos experimentos, determi-
nacdo das respostas, andlises estatistica e/ou grafica dos efeitos, etc.
Nesse artigo, também € descrito um estudo de caso para exemplificar
o estudo da robustez.

CONCLUSAO

A validag¢do de métodos bioanaliticos aplicados a estudos far-
macocinéticos, de biodisponibilidade, bioequivaléncia ou para a
quantificag¢@o de residuos, baseia-se na interpretacio das diretrizes
de diferentes agéncias reguladoras, apresentadas e discutidas nesta
revisdo. Os trabalhos reportados, assim como as diretrizes apresen-
tadas, mostram que existe um consenso sobre as principais figuras
de mérito e os critérios de aceitacdo que devem ser considerados
para a creditagdo dos resultados obtidos em um método bioanalitico,
embora ndo haja consenso em alguns dos procedimentos de avalia-
¢do de algumas das figuras de mérito. Considerando o progressivo
desenvolvimento tecnoldgico, associado aos métodos bioanaliticos,
as normas para validagdo tém sido constantemente revistas € novos
parametros incluidos, de maneira a contribuir para a evolugdo e
expansdo das ferramentas bioanaliticas. Essa revisdo contempla os
atuais conceitos de validac@o.

GLOSSARIO

As defini¢des dos termos utilizados neste artigo foram extrai-
das do glossdrio relativo aos métodos analiticos e bioanaliticos da
ANVISA.?

Amostra branco: amostra de uma matriz bioldgica isenta do
analito em estudo.

Amostra controle de qualidade (CQ): amostra da matriz bioldgica
adicionada do analito que € utilizada para monitorar o desempenho
de um método bioanalitico e para avaliar a integridade e validade dos
resultados das amostras desconhecidas analisadas.

Amostra processada: extrato final (anterior a andlise instrumental)
de uma amostra que foi submetida a varias manipulacdes (extragao,
diluicdo, concentracdo, etc).

Amostra desconhecida: amostra bioldgica que € objeto de andlise.

Corrida analitica: conjunto completo de amostras em estudo com
um nimero apropriado de padrdes e CQs para sua validacdo. Varias
corridas podem ser realizadas em um dia ou uma corrida analitica
pode demorar vdrios dias para ter sua andlise concluida.
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Padrdo de calibragdo: matriz bioldgica na qual foi adicionada

uma quantidade conhecida do analito. Os padrdes de calibracio
sdo usados para construir a curva de calibracio a partir da qual sdao
determinadas as concentra¢des do analito nas amostras CQ e nas
amostras desconhecidas em estudo.

Padrio interno (PI): composto quimicamente estavel, geralmente

com estrutura quimica similar a do analito, que € adicionado aos
padrdes de calibragdo e amostras em concentragdes conhecidas e
constantes para facilitar a quantificagdo do analito.
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