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Prélogo

PROSAIA: La Seguridad Alimentaria y la produccion de productos
farmacéuticos veterinarios.

“Animales sanos, alimentos sanos, gente sana”.

La Argentina como productora de alimentos de calidad afronta entre otros desafios el
acecho de enfermedades infecciosas emergentes y re-emergentes que, debido a los
cambios culturales ocurridos en el mundo en los Ultimos afos, se hallan en continua
expansion (BSE, Influenza Aviar, Nipah, West Nile Fever, Rift Valley Fever entre otras).
Muchas de estas son zoonosis, lo que ha ocasionado cambios muy profundos en los
sistemas de garantias exigidos por las autoridades sanitarias, entre las cuales la
seguridad sanitaria de los alimentos es un requisito indispensable. Para alcanzar la
seguridad alimentaria de los alimentos es necesario, entre otras condiciones, disponer de
productos farmacéuticos veterinarios y biolégicos de seguridad y pureza probadas que
garanticen, junto con su correcta aplicacién, que los productos y subproductos obtenidos
de los animales se conviertan en alimentos que no sean causantes de enfermedades por la
presencia de contaminantes o agentes patdgenos, en forma involuntaria -inocuidad- o
deliberada -bioterrorismo- y contribuir asi a preservar la salud y proteccién de los
consumidores.

Para eso existen principios fundamentales que se deben tener en cuenta en la
formulacién de los insumos para los animales de abasto incluidos los alimentos y los
productos farmacolégicos. Estos principios incluyen el control de la fuente, la
manipulacién de los materiales utilizados y el disefio de un sistema de elaboracién
adecuado que contemple:

La normativa, recomendaciones y estandares nacionales e internacionales.

Este es un aspecto primordial que deben cumplir todos los productos farmacéuticos
veterinarios ya que, de no ser asi, se corre el riesgo de que los productos y subproductos
obtenidos de los animales tratados queden fuera de los mercados.

Las Buenas Practicas de Manufactura.

“Buenas Practicas de Manufactura es aquella parte del aseguramiento de la calidad que
garantiza que los productos sean consistentemente producidos y controlados de acuerdo a
los estandares de calidad apropiados al uso al que estan destinados y segin lo requiera
su autorizacién de comercializacion.” WHO Good Manufacturing Practices for
Pharmaceutical Products.

Por lo tanto, mantenerse y desarrollar un negocio competitivo como proveedores de
alimentos dentro de este contexto presupone ademas cumplir con los requisitos implicitos
y explicitos que los consumidores demandan. Entre esos requisitos los atributos de
inocuidad involucran la aplicacién de sistemas de aseguramiento de la calidad tales como
Buenas Practicas Agricolas, Buenas Practicas de Manufactura, HACCP, determinacion
de niveles o ausencia de residuos, de pesticidas, de antibiéticos y garantia de que los
productos farmacolégicos utilizados en el control de las enfermedades de los animales
cumplen con las normas internacionales.



Dentro de este marco de referencia y en cumplimiento de los objetivos de su creacidn,
PROSAIA convocéd a los principales referentes en la materia del organismo regulador
SENASA, la Academia y las cAmaras representativas a conformar un Grupo Ad-Hoc para
la Redaccion y Actualizacion de Guias, Protocolos y Normativas para el Correcto
Desarrollo de Productos Veterinarios, como un aporte para la adecuacién a los tiempos
que vivimos.

(=

Dr. Carlos Van Gelderen Dr. Alejandro Schudel



1. Introducéo

1.1. Objetivo do guia

Este documento tem como finalidade proporcionar uma descricdo geral dos critérios
considerados aceitaveis para a validagdo dos métodos analiticos utilizados em estudos de
residuos de medicamentos veterinarios em tecidos animais ou em outras matrizes bioldgicas.

Durante o processo de desenvolvimento ou adequagdo de medicamentos veterinarios podem
ser realizados estudos farmacocinéticos, de eliminacdo de residuos, ou de bioequivaléncia a
fim de determinar e analisar concentragdes do analito em diferentes matrizes biologicas
(tecidos, plasma, leite, ovos ou mel) de animais tratados. Essa informacéo é utilizada para ser
apresentada perante a autoridade reguladora nos diferentes paises do mundo.

A validacdo da metodologia utilizada durante os estudos em matrizes bioldgicas respalda a
confiabilidade dos dados experimentais obtidos. A apresentacdo de métodos validados e seus
requisitos sdo claramente definidos por diversos 6rgdos internacionais reconhecidos e inclusive
podem ser definidos por lei.

Este guia tem como fim a abordagem da validacdo dos métodos analiticos para a determinacéao
dos principios ativos administrados ou de seus metabolitos nas diferentes matrizes bioldgicas,
considerando as recomendacdes das associacdes de quimica analitica e autoridades sanitarias.

1.2. Antecedentes

Como fundamento para este documento, utilizou-se o guia do VICH n° 49 “Guidelines for the
Validation of Analytical Methods used in Residue Depletion Studies” — Novembro 2009

O presente trabalho, baseado nos antecedentes mencionados, tem o intuito de propor
protocolos adaptados aos requerimentos e necessidades na Argentina, que podem ser Uteis para
outros paises da regido.

2. Alcance

Procedimentos analiticos desenvolvidos para avaliar:

- estudos de residuos com o fim de estabelecer os periodos de caréncia.
- estudos farmacocinéticos e de distribuigéo tecidual.

- estudos de bioequivaléncia.

N&o é objetivo deste guia definir os critérios para a validacdo dos procedimentos no
monitoramento dos residuos pelos érgdos de controle oficial.

O objetivo é que os métodos validados de conformidade com este guia proporcionem dados
sobre residuos que sejam aceitaveis para os oOrgdos reguladores na hora de determinar os
periodos adequados de espera.

3. Parametros a serem considerados para a validacdo do metodo analitico

A validacdo de um método de ensaio de parametros especificos a serem considerados deve ser
realizada nas matrizes selecionadas e deverd incluir, dentro da faixa analitica, o Limite



Maéaximo de Residuos (LMR) para a substancia em estudo. Os parametros a serem considerados
em um processo de validagdo séo os seguintes:

Linearidade

Exatiddo

Precisdo

Limite de deteccdo

Limite de quantificacéo
Seletividade

Estabilidade na matriz

Estabilidade na amostra processada
Robustez

A sequir, sera descrito cada um dos parametros de validac&o.

3.1. Linearidade

Deve-se gerar uma curva de calibragdo que demonstre a relagdo linear dentro da faixa das
concentracOes esperadas nas matrizes sobre as quais seré realizado o ensaio (por exemplo:
plasma, tecidos, leite, ovos mel). As curvas de calibracdo padrdo podem ser construidas de trés
maneiras diferentes segundo a metodologia:

a) Padrdes em solvente/buffer,
b) Matriz submetida ao processo de extracdo e posteriormente fortificada com o padréo.

¢) Matriz fortificada com o padrdo e posteriormente processada mediante o procedimento de
extracéo.

A linearidade deve ser descrita mediante um gréafico de regressdao linear de concentracdo
conhecida frente a resposta utilizando, no minimo, 5 concentracdes diferentes. A relagdo linear,
geralmente, se descreve melhor mediante regressao linear sem ponderar, mas pode se
estabelecer mediante regressdo ponderada com fatores de ponderacdo adequados, caso haja
variancia ndo homogénea dos dados experimentais (heterocedasticidade).

O critério de aceitacdo recomendado para una curva padrdo depende do formato da mesma. As
curvas padrdo de calibracdo geradas de acordo com o descrito no item c) estdo sujeitas aos
mesmos critérios de aceitacdo que as amostras (consultar a se¢do 3.3 Precisdo). As curvas
padrdo geradas conforme os itens a) ou b) requerem critérios de aceitacdo mais rigorosos
(repetitividade <15% em todas as concentragdes, exceto no ou abaixo do LOQ, que pode ser
<20%).

E possivel que em alguns ensaios sejam necessarias transformacdes logaritmicas (p. ex., 0s
ensaios microbioldgicos) para conseguir a linearidade, enquanto que em outros ensaios (p. ex.,
ELISA, RIA) é possivel que requeiram uma funcdo matematica mais complexa para
estabelecer a relacdo entre a concentracdo e a resposta. Mais uma vez, a aceitabilidade da
funcdo selecionada deve ser verificada mediante uma avaliagdo da variancia residual gerada
quando se utiliza essa funcao.



3.2. Exatidao

Geralmente, expressa-se como % de recuperacdo ou % de erro. A exatiddo esta estreitamente
relacionada com o erro sistematico (viés do método analitico) e a recuperacdo do analito
(medida como a porcentagem de recuperacdo). A exatiddo recomendada para os métodos de
residuos variara segundo a concentragdo do analito. As médias de exatiddo recomendadas em
funcéo da concentragéo do analito fornecidas pelas recomendages do CODEX! se enumeram
a sequir:

Concentracéo de analito* Faixa aceitavel
<1 pug/kg -50 % a +20 %
> 1 ng/kg <10 pg/kg -40 % a +20 %
> 10 pg/kg < 100 pg/kg -30% a +10 %
> 100 pg/kg 20 % a +10 %

* pg/kg =ng/g = ppb

3.3. Precisao

Considera-se adequado determinar a repetitividade e a reprodutibilidade interna do método
analitico como parte do procedimento de validacdo. Em geral, ndo é necessario determinar a
reprodutibilidade interlaboratorial para poder realizar um estudo de eliminacdo de residuos,
porque o laboratério que costuma desenvolver o0 método € o mesmo laboratorio que realiza o
ensaio com as amostras do estudo de residuos. A repetitividade e a reprodutibilidade interna
devem ser determinadas mediante a avaliacdo de um minimo de trés reproducbes em trés
concentracdes diferentes que representem a faixa de validacdo alvo (que deve incluir o LOQ)
em trés dias de analises.

Para fins da validacdo do método de ensaio, a variabilidade aceitavel depende da concentracao
do analito. A precisdo aceitivel recomendada fornecida pelo guia CODEX? se enumera na
seguinte tabela:

Reprodutibilidade
Concentracéo de analito Interna (precisao
intralaboratorial), CV%

<1 pg/kg 35%
> 1 ug/kg <10 ng/kg 30%
> 10 pg/kg <100 pg/kg 20%
> 100 pg/kg 15%




O Coeficiente de Variacdo (CV) da repetitividade determinada para cada ponto de
concentragéo ndo deve ultrapassar 20%, o mesmo que para o LOQ3. O CV se calcula mediante
a seguinte equagao:

_ DesvioPadrdo
Media

CVv *100

3.4. Limite de detec¢do

Ha& varias maneiras cientificamente vélidas de determinar o LOD e qualquer uma delas pode
ser utilizada, desde que seja apresentada uma justificativa cientifica para seu uso. No Anexo 1
e no Anexo 2 ha exemplos de métodos aceitos para determinar o LOD, e no Anexo 3 pode ser
consultado o protocolo sugerido para determinar a exatiddo, a precisdo, o LOD, o LOQ e a
seletividade em um Unico estudo.

3.5. Limite de quantificacao

Como no LOD, ha vérias maneiras cientificamente validas de determinar o LOQ e qualquer
uma delas pode ser utilizada, desde que seja apresentada uma justificativa cientifica para seu
uso. No Anexo 1 e no Anexo 2 ha exemplos de métodos aceitos para determinar o LOD, e no
Anexo 3 pode ser consultado o protocolo sugerido para determinar a exatiddo, a preciséo, o
LOD, o LOQ e a seletividade em um tnico estudo.

3.6. Seletividade

No caso dos metodos utilizados em estudos de residuos, a seletividade é definida,
principalmente, com relacdo as substancias enddgenas presentes na matriz. Devido a que 0s
estudos de residuos estdo bem controlados, os componentes administrados em forma exdgena
(ou seja, outros medicamentos ou vacinas veterinarias) sdo conhecidos ou ndo sdo permitidos
durante o estudo.

Uma boa medigdo da seletividade de um ensaio consiste na determinacdo da resposta das
amostras de controle. Essa resposta ndo deve ultrapassar 20% da resposta no LOQ. Consultar o
Anexo 3 que apresenta o protocolo sugerido para determinar a exatiddo, a precisao, o LOD, o
LOQ e a seletividade em um Unico estudo.

3.7. Estabilidade na matriz

Em geral, as amostras recompiladas de estudos de residuos sdo congeladas e armazenadas ao
realizar o ensaio. E necessario determinar durante quanto tempo essas amostras podem ser
armazenadas sob as condi¢0es de armazenamento propostas sem que sofram uma degradagéo
excessiva antes da analise. Como parte do procedimento de validagdo ou como um estudo
diferente, deve ser realizado um estudo de estabilidade para estabelecer as condig¢bes de
armazenamento apropriadas (p. ex., 4° C, -20° C ou -70° C) e o periodo de tempo durante o
gual podem ser armazenadas as amostras antes da analise.

Para realizar o ensaio, devem ser fortificadas amostras controle (livres de analito) com
quantidades conhecidas de analito e armazenadas nas condi¢fes adequadas. As amostras seréo
analisadas periodicamente em intervalos especificos (p. ex., no inicio, 1 semana, 1 més e 3
meses). Se as amostras forem congeladas, € preciso realizar estudos de
congelamento/descongelamento (3 ciclos de congelamento/descongelamento, um ciclo por dia,
no minimo). Em forma alternativa, podem ser utilizadas amostras reais com ensaios realizados



para estabelecer as concentragdes iniciais. O protocolo recomendado para avaliar a estabilidade
na matriz é a andlise de duas concentragdes diferentes em triplicata, proximo dos extremos
superior e inferior da faixa de validacdo. A estabilidade na matriz se considera aceitavel se a
concentracdo média obtida no ponto do tempo de estabilidade especificado coincide com 0s
resultados do ensaio de amostras de controle fortificadas recentemente (resultados do ensaio
inicial caso sejam utilizadas amostras reais) dentro da faixa de 15%.

3.8. Estabilidade na amostra processada

Frequentemente, as amostras sao processadas um dia e analisadas no segundo dia ou, devido a
uma falha de instrumentos, armazenadas durante dias adicionais, por exemplo, durante o fim
de semana. A estabilidade do analito no extrato da amostra processada pode ser examinada,
caso seja necessario, para determinar a estabilidade em condi¢cGes de armazenamento de
amostras processadas. Alguns exemplos de condi¢Ges de armazenamento seriam entre 4 e 24
horas a temperatura ambiente e 48 horas a 4° C. Podem ser testadas outras condi¢cfes de
armazenamento conforme os requisitos do método.

O protocolo recomendado para avaliar a estabilidade na matriz é a andlise de duas
concentracOes diferentes em triplicata, proximo dos extremos superior e inferior da faixa de
validacdo. A estabilidade na matriz se considera aceitavel se a concentracdo média obtida no
ponto de tempo de estabilidade especificado coincide com os resultados do ensaio de amostras
de controle fortificadas recentemente (resultados do ensaio inicial, caso sejam utilizadas
amostras reais) dentro da faixa de 15%.

3.9. Robustez

A avaliacdo da robustez dos métodos analiticos é de grande importancia. E preciso avaliar
especialmente as areas do método que poderiam sofrer mudangas ou modificacdes com o
passar do tempo. Essas areas poderiam incluir lotes ou prazo dos reagentes, temperaturas de
incubacdo, composicdo e volume do solvente de extracdo, momento de extracdo e quantidade
de extracOes, extracdo em fase sélida, a marca e os lotes dos cartuchos, a marca e os lotes da
coluna analitica e a composicdo do solvente eluente para HPLC, o pH. Durante o
desenvolvimento, a validacdo ou uso do ensaio, a sensibilidade do método frente a alguma
dessas condic¢es, ou a todas, pode tornar-se evidente e € preciso avaliar as variacdes que tém
mais probabilidades de afetar o rendimento do método.

O critério de aceitagdo do ensaio de robustez deverd cumprir 0S mesmos requisitos que o
ensaio de exatiddo. O Anexo 4 apresenta um exemplo sugerido para realizar este ensaio.
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4. Glossario

Analito: Espécie ou entidade quimica em questdo. Elemento que se deseja identificar ou
determinar em uma amostra.

Bioequivaléncia: Duas especialidades medicinais sdo bioequivalentes quando, sendo
equivalentes farmacéuticos ou alternativas farmacéuticas, suas biodisponibilidades depois da
administracdo na mesma dose molar séo semelhantes a tal ponto que pode se esperar que seus
efeitos sejam essencialmente os mesmos (OMS 1996).

Exatiddo: Grau de concordancia entre o resultado ou resultados de medicdo e o valor
verdadeiro.

Farmacocinética: E o ramo da Farmacologia que estuda a passagem das drogas através do
organismo em funcéo do tempo e da dose. Compreende 0s processos de absor¢éo, distribuicéo,
metabolismo ou biotransformacéo e excregédo das drogas.

Limite de quantificacdo (LOQ): E a menor concentracio de analito que pode ser quantificada
com um aceitavel nivel de exatidao e preciséo.

Limite de deteccdo (LOD): E a menor concentracio de analito a partir da qual é possivel
demonstrar a presenca do mesmo na amostra experimental com um grau aceitavel de certeza.

Linearidade: Capacidade de um método analitico de produzir resultados que sejam
diretamente, ou por meio de uma transformacdo matematica definida, proporcionais a
concentracdo de analito na amostra.

Matriz: Material predominante, componente ou substrato que contém o analito de interesse.

Amostra controle: Refere-se a tecido, plasma, leite, ovos, mel ou outro material bioldgico
proveniente de um animal que nao foi tratado com o farmaco veterinario em estudo.

Amostra processada: E uma amostra que foi processada utilizando um procedimento analitico
determinado de modo de extrair o analito de interesse.

Amostra real: tecido, plasma, leite, ovos, mel ou outro material biol6gico proveniente de um
animal tratado com o medicamento veterinario em estudo.

Precisdo: Proximidade entre os resultados de medi¢des independentes obtidos sob condicbes
estipuladas.

Repetitividade: Precisdo obtida em condicdes de repetitividade. Inclui o0 mesmo procedimento
de medida, os mesmos operadores, 0 mesmo sistema de medida, as mesmas condigdes de
operacdo e 0 mesmo lugar, bem como medicdes repetidas do mesmo objeto ou de um objeto
similar em um periodo curto de tempo.

Reprodutibilidade: Precisdo obtida em condi¢des de reprodutibilidade. Pode incluir diferentes
lugares, operadores, sistemas de medida e medicOes repetidas dos mesmos objetos ou de
objetos similares.

Reprodutibilidade interna ou intralaboratorial: Precisdo obtida em condi¢Ges de
reprodutibilidade interna. Inclui o0 mesmo procedimento de medic¢do, a mesma localizagéo, e
medicdes repetidas sobre os mesmos objetos ou similares durante um periodo prolongado de
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tempo; pode incluir outras condi¢cdes que envolvem mudancas. As mudancas podem incluir
novas calibragdes, calibradores, operadores e sistemas de medicao.

Residuos de medicamentos veterinarios: Todas as substancias farmacologicamente ativas,
sejam ingredientes, excipientes ou produtos de degradacdo, e seus metabolitos, que
permanecem nos produtos alimenticios obtidos de animais aos que se administrou o
medicamento veterindrio em questao.

Robustez: E uma medida do funcionamento adequado do método.

Seletividade: A seletividade é a capacidade de um método para diferenciar entre o analito que
se mede e outras substancias que podem estar presentes na amostra analisada. Também
chamada “especificidade”.
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Anexo 1

Exemplos de métodos para determinar o LOD e 0 LOQ

Um enfoque utilizado habitualmente se conhece como a definicdo da IUPAC* Nesse
procedimento, o LOD ¢ calculado como a média dos resultados de um ensaio com 20 amostras
de controle (de pelo menos 6 fontes diferentes) mais 3 vezes o desvio padrdo da meédia. O
LOQ, depois, se converte na média dos mesmos resultados mais 6 ou 10 vezes o desvio padrao
da média. A avaliacdo da exatiddo e da precisdo no LOQ calculado proporcionara a evidéncia
final para determinar o LOQ. Se a % CV para a medicdo de repetitividade nessa concentracéo
for inferior ou igual aos critérios de aceitacdo da exatiddo e da precisdo (Secdo 3.2 e 3.3), 0
LOQ calculado é aceitavel.

Em estudos farmacocinéticos, de bioequivaléncia ou estudos de residuos, os valores que estdo
abaixo do LOQ e acima do LOD n&o deveriam ser considerados para sua andlise, a ndo ser que
0 Seu uso esteja corretamente justificado.
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Anexo 2

Meétodos alternativos do Codex para determinar o LOD e 0 LOQ

O Codex Alimentarius® recomendou um método alternativo para determinar o LOD e o LOQ.
Acredita-se que o0 método resolve os problemas associados com o método definido pela IUPAC
(ou seja, a alta variabilidade no limite de medic¢do nunca pode ser superado) no Anexo 1. Nessa
abordagem, o LOD se determina mediante um valor arredondado do desvio padrdo relativo
(RSD) de reprodutibilidade quando se esta fora de faixa (isto é, quando 3 X RSD = 100%;
RSD = 33%, arredondada a 50% devido a alta variabilidade). Esse método se relaciona
diretamente com o analito na matriz e ndo sé com o analito.

Portanto, o limite de quantificacdo (LOQ) corresponde ao LOD e se define como o ponto em
que a RSD = 25%. Isto é congruente com o ponto em que o limite superior de deteccdo conflui
com o limite inferior de quantificagdo. Como o método da IUPAC, definido no Anexo 1, a
avaliacdo da exatiddo e a precisdo no LOQ calculado proporcionardo a evidéncia final para
determinar o LOQ. Se a % CV da medicdo de repetitividade nessa concentracdo é inferior ou
igual aos critérios de aceitacdo da exatiddo e da precisdo (Se¢do 3.2 y 3.3), 0 LOQ calculado é
aceitavel.
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Anexo 3

Protocolo para a validacéo

A seletividade, o LOD e o LOQ se inter-relacionam e sdo afetados por interferéncias
enddgenas que podem estar presentes na matriz analisada. O LOD costuma ser dificil de
determinar especialmente nos ensaios de cromatografia com deteccdo espectrométrica de
massa, em que as amostras de controle realmente proporcionam uma resposta no tempo de
retencdo do analito. Sem resposta, € impossivel calcular o desvio padrdo e, portanto, é
impossivel determinar o LOD em funcdo da média mais 3 vezes o desvio padrdo (SD). Embora
seja possivel determinar a média mais 3 vezes o SD, com frequéncia se relaciona com o limite
de deteccdo do instrumento e ndo com o limite de detec¢do do método. O seguinte protocolo
estd desenhado para determinar a especificidade, o LOD, o LOQ, a precisdo e a exatiddo em
um estudo.

1. Recompilar 6 amostras controle de diferentes animais e realizar um estudo de detecgédo
de possivel contaminacdo do analito.

2. a) Fortificar com o analito cada uma das 3 amostras, no minimo, dentre as 6 amostras
controle ao tempo 0. Cada amostra deve ser selecionada aleatoriamente de modo que
cada uma delas esteja representada pelo menos uma vez em cada concentragéo.

b) As concentragdes para fortificar as amostras seréo as seguintes:
b1) O LOD calculado (determinado durante o desenvolvimento do ensaio)
b2) 3 vezes o LOD calculado (equivalente ao LOQ calculado)

b3) Outras 3 concentracdes que formardo a faixa de concentracdo esperada e que
deverd incluir o LMR, por exemplo: 0,5 LMR; LMR e 2 LMR (Tabela 1).

c) Repetir o processo de fortificacdo no dia 2 e no dia 3, utilizando um segundo e um
terceiro grupo de 3 amostras cada um (aleatoriamente), para que cada amostra
selecionada fique representada pelo menos uma vez em cada concentragdo das 6
amostras controle.

Tabela 1. Exemplo de desenho de um estudo minimo para permitir a determinagdo do
LOD, o LOQ, a exatidao e a precisdo (seis fontes/animais: A, B, C, D, E e F) em um
estudo

Animal/Fonte ID¥
Concentracéo de fortificacdo

Dia/Medicdo 1 Dia/Medicdo 2 Dia/Medicéo 3
0 (Controle) B,F,D ACC B,E F
eLOD* B,C E D,FF A B E
eLOQ (3 X eLOD)* C,CE A B E D,F,D
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Par_te lnferlor da faixa de A B E A C.D B.E F
validacao
Metade da faixa de validacao B,C,E C,E,F A D,F
Par_te superior da faixa de A B B D.F.F A C.E
validacao

* eLOD = o LOD calculado geralmente se determina a partir de estudos preliminares
realizados durante o desenvolvimento do método. O eLOQ = LOQ calculado se determina
como 3 vezes 0 eLOD.

1 cada fonte é selecionada aleatoriamente de modo que fique representada pelo menos uma vez
em cada concentragdo nas 3 medicOes de validacgéo.

3.

7.

Analisar as 18 amostras cada dia e avaliar os resultados conforme a curva padrdo de
calibracéo.

Indicar os resultados de concentracdo encontrada conforme a concentracdo incorporada
os trés dias do ensaio (andlise). Isso normalizara os resultados dos dados dos diferentes
dias e permitira que todos os dados das 3 medicdes se utilizem para determinar o LOD
e o0 LOQ.

Estabelecer um limite de decisdo, calculando os intervalos de predicdo a ambos 0s
lados dos valores da reta estimada por regressdo linear ponderada. (Ver gréafico
seguinte)

O limite superior do intervalo de predicao estara fixado em funcdo da probabilidade de
um erro a (falso positivo).

O limite inferior do intervalo de predi¢do estara fixado em funcdo da probabilidade de
um erro B (falso negativo)®.

Normalmente, o intervalo de predicdo da regressdo linear se corresponde com um
intervalo de confianga a 90%, isto é, com um erro a. de 5% e um erro  de 5%.

O ponto no eixo dos Y interceptado pelo limite superior do intervalo de confianca se
denomina limite de deteccdo (Yc), pode se transformar em concentragdo extrapolando
este valor ao ponto correspondente da reta de regressdo e dai até o eixo dos X (Lc).
Esse € 0 ponto critico em que 50% das respostas sao reais.

O limite de deteccdo (LOD) pode ser determinado estimando a concentracdo
correspondente que deriva de extrapolar o valor de Yc até o limite inferior do intervalo
de confianca (B) e dai até o eixo dos X, ponto que se denomina Lp.

Estabelecer um limite de determinacgdo (Yq) multiplicando o limite de deteccdo (Yc)
por 3 (a relagdo aceita geralmente entre 0 LOD e 0 LOQ é 3). O LOQ (Lg) pode ser
determinado calculando o ponto em que a linha Yq cruza o limite inferior de confianga
B que reduz a taxa de falso negativo para determinar o LOQ no nivel que é designado a
B (normalmente 5%).

A reprodutibilidade interna pode ser determinada calculando o CV% em cada
concentragdo avaliada. A exatiddo pode ser determinada comparando os resultados
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obtidos com os niveis de fortificagdo. Os critérios de aceitacdo da exatiddo e da
precisdo aparecem nas Segdes 2.2 e 2.3, respectivamente.

Concentration Found

0 Lc Lp

Lo
Concentration Added

Concentration found Concentragdo achada

Concentration added Concentracéo de fortificacdo

Esta abordagem considera a inter-relacdo entre a especificidade, o LOD e 0 LOQ. Ao determinar
0 LOD e o LOQ utilizando 6 fontes de matriz diferentes, a variabilidade ocasionada pela matriz,
bem como a variabilidade do ensaio, sdo consideradas. Dado que a especificidade dos métodos
de residuos depende da possivel interferéncia dos componentes da matriz, esta abordagem
também trata a especificidade e garante que a mesma seja aceitavel no LOD e no LOQ
determinados. Essa abordagem € congruente com a determinagdo do LOD e do LOQ
especificada nas diretrizes VICH GL2 (Metodologia de validagdo).

Exemplo de conjunto de dados:

Realizou-se um procedimento de validacdo baseado na metodologia mencionada anteriormente
em um ensaio ELISA.

O soro suino de controle obtido de seis animais diferentes foi fortificado com o analito a 0, 50,
150, 300, 600 e 1200 ng/ml, o que gerou um total de 36 amostras. Dado que se tratou de um
ensaio de soro e que foi relativamente facil de analisar, os seis niveis de fortificagdo foram
analisados em trés dias. Se fosse um caso de amostras de tecido, selecionariamos aleatoriamente
3 dos 6 animais (assegurando que cada um dos 6 animais fossem analisados pelo menos uma
vez) em cada um dos niveis de fortificacdo para analisar durante os 3 dias do ensaio um total de
18 amostras por dia.
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Em funcédo desses trés dias de anélise que incluiram 108 ensaios no total (no caso de ensaios de
tecido teriam sido 54 ensaios no total) se realizaram as seguintes determinacdes: repetitividade
intradia e interdia, LOD e LOQ. Os dados sem processar e os resultados das analises estatisticas

sdo enumerados a seguir:

Analise folr\lt?f/iecla(égo, Resultados, ng/ml
ng/ml Animal A | Animal B | Animal C | Animal D | Animal E | Animal F

0 nr nr nr nr nr nr

50 9 32 59 18 18 25

150 162 160 148 145 133 128

' 300 251 303 331 295 270 260
600 508 514 592 513 568 609
1200 907 1186 1162 1037 1050 1097

0 nr nr nr nr nr nr

50 26 41 40 36 37 27

150 155 168 130 144 143 177

? 300 234 251 335 307 251 247
600 504 522 553 516 650 580

1200 999 1030 1037 1020 985 996

0 1 nr 8 nr nr 1

50 39 60 71 50 68 48

150 157 179 159 167 172 148

° 300 290 277 336 319 299 278
600 565 572 611 586 648 579
1200 1071 1190 1218 1262 1246 1160

nr = n&o resposta

Para a avaliagdo estatistica dos dados prévios foi utilizado um modelo simples que incluiu o
efeito fixo do tratamento, os efeitos aleatorios da analise, a preparacdo da amostra, etc. Esta
analise se realizou da seguinte maneira:

- Para avaliar a exatiddo do método, foi calculada a Recuperacdo Percentual (R%) de cada
amostra dividindo a concentracdo achada pela concentracéo de fortificagdo antes da analise
(nivel de fortificagdo ou concentracdo nominal) e multiplicando depois por 100.

- Para avaliar a variabilidade no dia (Repetitividade) se calculou o Coeficiente de Variagédo
Percentual (CV%) dividindo o desvio padréo pela média considerando os dados para todos
0s animais para cada nivel de fortificagdo e multiplicando depois por 100. Calculou-se
também a repetitividade global como o0 CV% considerando os valores para todos 0s niveis
e todos os animais, sempre para um mesmo dia (tratamento).
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- A fim de avaliar a variabilidade entre dias (Reprodutibilidade Interna), se calculou 0 CV%
para um mesmo nivel de fortificacdo, mas utilizando os valores de R% obtidos para todos
0s animais e todos os dias (utilizando um total de 18 dados). Calculou-se também a
repetitividade interna global como o CV% considerando todos os niveis de todos os dias
para todos os animais (utilizando, neste caso, um total de 72 dados). Este ultimo resultado
(CV% para todos os niveis e todos os dias) é uma boa medida da variagdo que terd o
método na rotina, independentemente do nivel de fortificacdo, dado que séo considerados

todos os fatores que podem afetar a precisdo do método.

Os valores de Recuperacdo Percentual obtidos séo os seguintes:

Nivel de Resultados, Recuperacéo %
Anélise | fortificacao,
ng/ml Animal A | Animal B | Animal C | Animal D | Animal E | Animal F

0 nr nr nr nr nr nr

50 18,0 64,0 118,0 36,0 36,0 50,0

L 150 108,0 106,7 98,7 96,7 88,7 85,3
300 83,7 101,0 110,3 98,3 90,0 86,7
600 84,7 85,7 98,7 85,5 94,7 101,5

1200 75,6 98,8 96,8 86,4 87,5 91,4

0 Nr nr nr Nr Nr Nr

50 52,0 82,0 80,0 72,0 74,0 54,0
) 150 103,3 112,0 86,7 96,0 95,3 118,0
300 78,0 83,7 111,7 102,3 83,7 82,3

600 84,0 87,0 92,2 86,0 108,3 96,7

1200 83,3 85,8 86,4 85,0 82,1 83,0

0 1,0 nr 8,0 Nr Nr 1,0

50 78,0 120,0 142,0 100,0 136,0 96,0

150 104,7 119,3 106,0 111,3 114,7 98,7

3 300 96,7 92,3 112,0 106,3 99,7 92,7
600 94,2 95,3 101,8 97,7 108,0 96,5

1200 89,3 99,2 101,5 105,2 103,8 96,7

Nota: o nivel de fortificagcdo de 50 ng/ml foi inferior ao LOD e tanto os valores de R% quanto
0 CV% ndo cumprem com os critérios de aceitacdo, portanto, ndo foram utilizados para
determinar a precisdo do método.

Os resultados da Repetitividade para os valores de R% sao os seguintes:
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Nivel de Repetitividade por Nivel Repetitividade Global
Analise | fortificacao,
ng/ml DS Média | CV% DS Média | CV%
0
50
150 9,2 97,3 9,4
! 300 10,1 95,0 10,6 88 93.4 9.4
600 7,5 91,8 8,1 ' ’ '
1200 8,4 89,4 9,4
0
50
5 150 11,6 101,9 11,4
300 13,4 90,3 14,9
600 9,1 92,4 9,8 114 92,2 123
1200 1,7 84,3 2,1
0
50
150 7,5 109,1 6,8
3 300 7,8 99,9 7,9
600 5,2 98,9 52 7.6 1018 4
1200 58 99,3 58

Os resultados da Reprodutibilidade Interna para os valores de R% séo 0s seguintes:

NWF" de | Reprodutibilidade Interna por Nivel | Reprodutibilidade Interna Global
fortificacdo, — .
ng/ml DS Média CV% DS Média CV%
0
50
150 10,3 102,8 10,0
300 10,8 95,1 11,4
10,2 95,8 10,6
600 17,7 94,4 8,2
1200 8,5 91,0 94

Nota: Devido a que ndo ha nenhum guia que determine uma % minima de recuperacdo, a
mesma pode ser baixa (por ex: 40%), mas se 0 CV% em todas as concentragcdes for menor que
20%, é aceitavel. O exemplo contrério seria uma molécula com uma recuperacao de 95%, mas
uma % de CV maior que 20% significa que ha um problema metodologico.

Os resultados obtidos para o0 LOD e LOQ séo os seguintes:
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LOD =62 ng/ml
LOQ =112 ng/ml

A representacdo gréfica da determinacdo do LOD e o0 LOQ é a seguinte:

LIMIT OF DETECTION AND LIMIT OF QUANTIFICATION GRAPH
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Limit of detection and limit of quantification | Grafico do limite de deteccdo e limite de
graph quantificacéo

Concentration found Concentracdo achada

Concentration added Concentracéo de fortificagdo

Esta € uma maneira direta de determinar de forma pontual a preciséo, a exatiddo, o LOD e o
LOQ em um estudo durante trés dias de validacao.

A exatiddo também pode ser determinada como a pendente do gréfico de Concentracdo Achada
vs Concentracéo de Fortificacéo.

O LOD e o LOQ coincidem com o que se esperaria de uma avaliacdo subjetiva dos dados e,
baseado nestes resultados, é logico ndo ter considerado o nivel de fortificacdo de 50 ng/ml no
calculo da precisdo do método, ja que abaixo de 112 ng/ml (LOQ) néo é possivel efetuar uma
quantificagdo com um nivel de confianca estatisticamente aceitavel, isto se verifica
experimentalmente ao observar os valores de concentracdo achada (ou de R%) e a preciséo
obtida para este nivel, os quais ndo cumprem com os critérios de aceitacdo estabelecidos.

A precisdo obtida é mais que aceitavel considerando que se trata de um procedimento ELISA e
gue a mesma cumpre com os critérios de aceitacdo descritos neste documento. Durante a rotina
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do método, depois de obtidos entre 50 e 100 novos dados de R% (para diferentes niveis de
fortificagéo), os valores de precisao, exatiddo, LOD e LOQ podem ser atualizados.
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Anexo 4

Robustez

Pode ser utilizado o procedimento de Youden e Steiner, que permite avaliar até sete variaveis
com a andlise de apenas oito amostras. O método é um desenho fatorial fracionario e nédo
permite detectar interacfes entre os diversos fatores.

Cada variavel é estudada mediante um valor alto (A, B, ...G) (ou qualidade, quando isso néo é
possivel) e outro baixo (a, b,...g) e se desenham oito testes conforme o exemplo da Tabela 1.
Os resultados sao representados com letras de “s” até “z”.

Tabela 1: Teste de Robustez de Youden para um método analitico

VALOR DE LAS | AMALISIS

VARIABLES
‘ [ = [ s [ [ [
| A, a | A | A | A | A | a | a | a | a
| B, b s | 8 | b | b | B | B | b |D
| C,c | C | C | C | C | C | C | C | C
| D, d ' o | o | d | d | d | d | D | D
| E, & | E | e | E | e | = | E | e | E
| F, f CF | f | f | F | F | fF | f | F
| G, g | 6 | ¢ | o | 6 | g ]cs]|s]o
| Resultados | 5 | t | u | W | W | X | Y | z

A partir dos resultados das andlises das amostras, é possivel calcular o efeito de cada uma das
varidveis fazendo a média das quatro analises que contém a variavel no seu valor mais alto
(maiusculas) e aqueles que correspondem ao valor mais baixo (minusculas). Assim, o efeito de
mudanca do Fator “A” para “a” se mede pela diferenca:

_S+t+U+V WHX+Y+7
- 4

Dif

Isto é, a media dos resultados (s+t+u+v) equivale a “A” porque as demais variaveis presentes
nestes quatro resultados se anulam entre si como consequéncia de que existem sempre duas
mailsculas e duas mindsculas de cada variavel. Analogamente, a média dos resultados
(w+x+y+z) equivale a “a”.

Calcula-se o efeito de cada um dos fatores. Finalmente, o efeito de mudanca de "G" para "g" se
mede pela diferenca (s+v+x+y)/4 - (t+u+w+z)/4.

Ao comparar os dois valores médios se conhece a influéncia da variavel no estudo.

Para qualquer outra variavel se pode proceder de maneira semelhante, como mostra a Tabela 1.
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Estabelecendo as sete comparacfes possiveis (A-a,...G-g) pode-se conhecer o efeito de cada
variavel; quanto maior for a diferenca, maior influéncia tera esta varidvel no metodo analitico.
Se qualquer uma das diferencas entre as médias de subgrupos de quatro for maior que

J2*DS , estas variaveis receberdo especial atencdo ao redigir o método, destacando a
necessidade de um estrito controle para obter resultados de qualidade, ou seja, se:

Dif >+/2*DS

Onde DS = desvio padrédo entre as replicacdes realizadas nas condi¢fes de reprodutibilidade
interna (validacdo) no mesmo nivel de fortificacdo, entdo, esta variavel se considerara critica.

Nota 1: Os fatores a serem estudados ndo devem ser necessariamente sete; pode se considerar
um numero menor de variaveis. Isto ndo afetara o balango do desenho do experimento desde
que sejam realizados os oito ensaios indicados.

Nota 2: uma informacéo adicional do Teste de Youden é que o desvio padrdo dos resultados
“s” a “z” constitui uma medida excelente da imprecisao previsivel do método quando se utiliza
para a analise de rotina, ja que este procedimento introduz deliberadamente o tipo de variacao
nas variaveis que pode se esperar que ocorra durante o emprego normal do método.

Frequéncia de revisao
5 anos
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